Universidad Autonoma Chapingo

DIVISION DE CIENCIAS FORESTALES

MAESTRIA EN CIENCIAS EN CIENCIAS
FORESTALES

VARIACION DE CARACTERES CUANTITATIVOS ENTRE
PROCEDENCIAS DE Abies religiosa ORIGINADAS EN UN
GRADIENTE ALTITUDINAL EN LA RESERVA DE LA
BIOSFERA DE LA MARIPOSA MONARCA: ETAPA DE
VIVERO

Presenta:

NIRECCION GENERAL ACADEMICA
Ana Laura Cruzado Varga g?g}&mm ESOOLARES

1

W

OFICEIADE EXAMENES PROFESIONALES
Bajo la supervision de:

Dr. Francisco J. Zamudio Sanchez

Dr. Cuauhtémoe Saenz Romero

Chapingo, Estado de México, septiembre de 2017




VARIACION DE CARACTERES CUANTITATIVOS ENTRE
PROCEDENCIAS DE Abies religiosa ORIGINADAS EN UN GRADIENTE
ALTITUDINAL EN LA RESERVA DE LA BIOSFERA DE LA MARIPOSA
MONARCA: ETAPA DE VIVERO

Tesis realizada por ANA LAURA CRUZADO VARGAS, bajo la supervision del
Comité Asesor indicado, aprobada por el mismo y aceptada como requisito

parcial para obtener el grado de:

MAESTRA EN CIENCJAS EN CIENCIAS FORESTALES

DIRECTOR: ‘\ | (2

DR. FRANCISCO JOSE ZAMUDIO SANCHEZ

P : ) ‘\
J A moce  Saens R
CO-DIRECTOR: .

DR. CUAUHTEMOC SAENZ ROMERO

ASESOR:

DR. GABRIEL ARCANGEL/?ODRI'GUEZ YAM

Chapingo, Estado de México, septiembre de 2017



CONTENIDO

RESUMEN GENERAL......coiiiiiiiitieiieeee ettt e e 14
ABSTRACT Lttt e e e e e e e et r e e e e e e raaaes 15
INTRODUCCION GENERAL.......cocouiiieiteieeieeeeeeeee e eeeie e eteeeeeaeete e sae e e 16
OBUJIETIVOS ...oeeeiiiieee ettt ettt e e e e ettt e e e e e e e e s et eeeeaaeeeennnns 18
ODJetivo general ... 18
ODbjJetivos PartiCUIArES ...........covviiiiiiiiiiieeeeeeeee e 18
HIPOTESIS .ottt sttt 19
REVISION DE LITERATURA ..ottt 19
Distribucion de AbieS €N MEXICO ..........uuuuuuummmimuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiirinnene. 19
Descripcidn botanica de Abies religioSa..........cceevveeeeveeieiiiiiiiieee e, 19
Ecologia de AbIes religioSa ..........uciiiieeeiiiiiiiicci e 20
Importancia ecoldgica de Abies religiosa .........cccooveeeeviiiiiiiiiiiieeeeeeeee, 20
Importancia econdmica de Abies religiosa .............eeeevieeeiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee 20
Problemética en la restauracion de bosques de Abies religiosa................. 21
Ensayos de procedencias €N MEXICO ........ccceeviiiuiiiiiiiiiieeeeiiiiiiiieeee e 21
Ensayos para determinar la acumulacion de prolina............ccccccevvvvvnnnnnnns 25
LITERATURA ClITADA L.t e e e e e 26

CAPITULO I. VARIACION GENETICA DE CARACTERES CUANTITATIVOS
(INCREMENTO EN DIAMETRO BASAL Y EN ALTURA DE PLANTA Y
SOBREVIVENCIA) ENTRE PROCEDENCIAS DE Abies religiosa................... 32

RESUMEN. ... e 32

CHAPTER I. GENETIC VARIATION OF QUANTITATIVE TRAITS (NCREASE IN
BASIC DIAMETER AND IN PLANT HEIGHT AND SURVIVAL) AMONG

PROVENANCES OF AbIes religiosa ........coocvviuiiiiiiiiii e 33
ABSTRACT <.ttt e et e et e e e ettt e e e et e e e e na e e e e e e naeeeas 33
INTRODUGCCION ..ottt 34
MATERIALES Y METODOS .....ooiiiiiiieeeie ettt 36
RESULTADOS Y DISCUSION ......oooviiiiiieieeeeecee et 43

Incremento en altura de planta................eeeviiiiiiiiiiiii 43



Incremento en diAmetro Dasal ........couvoeee oo 47

Sobrevivencia de Planta ...........cccoooeeeviiiiiiiii e 48
CONCLUSIONES ... .ottt ettt e e e e e e e e e s e e e e e e e e e e annn 51
AGRADECIMIENTOS. ..ottt e e e eeeeens 51
LITERATURA ClITADA ..ttt e e e e ea e 52

CAPITULO II. EVALUACION EN LA CONCENTRACION DE PROLINA
PRESENTE EN PLANTAS DE UN GRADIENTE ALTITUDINAL DE Abies

(=] 110 [0S TN 56
RESUMEN . ... et e e e e e e eees 56
CHAPTER Il. EVALUATION OF PROLINE CONCENTRATION ON SEEDLINGS
OF AN ALTITUDINAL GRADIENT OF Abies religiosa ........c.cccceevveeevvvinnineeenn. 57
AB ST R A CT e et e e e e e e e e aee 57
INTRODUGCCION ..ottt ettt 58
MATERIALES Y METODOS .....coouiiiiieiecieeieeete et 60
RESULTADOS Y DISCUSION .....coeouiiieieiieecteeeeeete e 69
CONCLUSIONES ....coiiiitiiie ettt e e e nneeeeeeen 72
AGRADECIMIENTOS. ...t e e e eaa e eeees 73
LITERATURA CITADA et eeeab e e eees 73



LISTA DE CUADROS
Cuadro 1. Procedencias de plantulas de diferentes altitudes diferenciadas por

COIO S . . .. e e e e e e 41

Cuadro 2. Andlisis de varianza para la variable diferencia entre altura final (a 18
meses de establecimiento en vivero), e inicial (primera mediciéon tomada una vez

las plantas establecidas en vivero) de 6 procedencias de Abies religiosa de la

Cuadro 3. Medias por bloque a 18 meses de establecimiento en vivero de 6
procedencias de Abies religiosa de la RBMM. Los bloques estan ordenados de

mayor a menor promedio de CreCimiento..............ccoueeeiiiiiiiieiiaiaieaann, 46

Cuadro 4. Analisis de varianza para la variable diferencia entre diametro basal
final (a 18 meses de establecimiento en vivero), e inicial (primera medicion
tomada una vez las plantas establecidas en vivero) de 6 procedencias de Abies
religiosa de [a RBMM............ooo et 47

Cuadro 5. Analisis del porcentaje de sobrevivencia de planta de Abies religiosa
(a2 18 meses de establecimiento en vivero), por procedencia (Altitud de

Lo o =1 1) B 50

Cuadro 6. Reactivos usados para curva de calibracion para determinar el
contenido de prolina en seis procedencias de Abies religiosa........................ 66

Cuadro 7. Absorbancias de curva de calibracion tomadas por espectrofotometro



Cuadro 8. Analisis de varianza para determinar el contenido de prolina entre 6

procedencias de Abiesreligiosadela RBMM............c.cccooeemiiiiiiiiiiiiiiinnn, 69

Vi



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Ejemplo de sitio de colecta de plantulas de la regeneracion natural de

Abies religiosa dentro del gradiente altitudinal de laRBMM.......................... 36

Figuras 2 y 3. Regeneracion natural de Abies religiosa en sitios
predominantemente hiumedos (con abundante musgo), de donde se extrajeron

plantulas recién emergidas para su trasplante a vivero................................ 37

Figuras 4 y 5. Ejemplos de plantulas seleccionadas de regeneracion natural de

Abies religiosa para su trasplante aVvivero..............ccoveiieiiiiii i 37

Figura 6. Ubicacioén del vivero comunitario en ejido La Mesa, San José del Rincon,
EdO. A& MEXICO......eeeeeee e 38

Figura 7. A) Sitio de establecimiento de vivero comunitario en el ejido La Mesa,

San José del Rincén, Edo. de México. B) Casa de malla sombra al 50%.......... 39

Figura 8. A) Plantula lista para trasplantar. B) Llenado de bolsa de polietileno
(envase) con tierra de monte (sustrato). C) Envase listo para trasplante. D)

Trasplante de plantulas de regeneracion natural de Abies religiosa................ 39

Figura 9 y 10. Vivero comunitario establecido en ejido La Mesa, San José del

RINCON, EStado de MEXICO . ... e e e, 40

Figura 11. Vivero comunitario establecido en ejido La Mesa, San José del Rincon,
Estado de México a 18 meses del inicio del experimento.......................o..e. 41

Figura 12. A) Medicién de altura de planta. B) Medicion de didmetro basal...... 42

vii



Figura 13. Regresion cuadratica de medias de incremento en altura por

procedencia (altitud de OFgEN)........ouiie e 45

Figura 14. Medias por procedencia de incremento en altura por bloque. Los

bloques estan ordenados de mayor a menor por la media de bloque.............. 46

Figura 15. Regresion cuadréatica de medias de incremento en didmetro basal por

procedencia (altitud de Origen) .........c.oririii e 48

Figura 16. indice de sobrevivencia total de planta rescatada de regeneracion
natural de Abies religiosa de RBMM por mes de medicion............................ 49

Figura 17. Porcentaje de sobrevivencia (por procedencia) de planta rescatada de

regeneracion natural de Abies religiosa de RBMM por fecha de medicion........ 50

Figura 18. Experimento con plantas de Abies religiosa de la RBMM, con

tratamiento de riego y sin riego para determinacion del contenido de prolina.... 61
Figura 19. A) Ejemplo de colecta de aciculas de Abies religiosa por planta. B)
Pesaje de plantas de Abies religiosa de la RBMM en bascula de precision
(Sartorius). C) Untracongelador (Thermo Scientific)................c.ooovveiiin. 62
Figura 20. Preparacion de acido de ninhidrina con agitacion......................... 63
Figura 21. A) Muestra de aciculas en acido sulfosalicilico al 3% lista para

macerar. B) Muestras procesadas con acido de ninhidrina y acido acético glacial.

C) Muestras puestas a bafio Maria. D) Muestras en bafio de hielo................ 64

viii



Figura 22. A) Muestra en embudo de separacion. B) Centrifugado de muestras.

C) Lectura de absorbancia con espectrofotémetroa 520 nm......................... 65

Figura 23. A) Tubos para curva de calibracion B) Tubos en bafio Maria. C) Bafio
de hielo para terminar reaccion. D) Extraccién con tolueno. E) Agitacion para

mezclar la solucién de prolinaconeltolueno...............c.oooviiiiiiiiiiiie, 66
Figura 24. Curva de calibracién para determinar contenido de prolina mg/ml.... 67
Figura 25. Medias, regresion cuadratica y valor de p, para el contenido de prolina

en seis procedencias de Abies religiosa (los datos fueron obtenidos de la

diferencia del mes de junio menos elmesde mayo)............cccevvvivvininenennnnn. 70



DEDICATORIA

A mi hermosa familia:
Mis padres Ramon Cruzado e Irene Vargas por haberme traido al mundo y por
brindar siempre todo y mas de lo que un hijo puede esperar: amor, amistad,
apoyo, paciencia y confianza incondicional. Mis hermanos Karent y David que

siempre han creido en mi, y a mis sobrinos hermosos que quiero tanto.

A mis amigas y amigos, gracias por apoyar mis decisiones y ayudarme en
momentos dificiles.

A todas las personas que han creido en mi.

GRACIAS.

Ana Laura Cruzado Vargas



AGRADECIMIENTOS

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia por permitirme ingresar a una
maestria por medio de la beca 699285/581688, y la beca mixta 699285/291211.

A mi alma mater Universidad Autébnoma Chapingo y a la Division de Ciencias
Forestales por ofrecer la oportunidad de iniciar y concluir esta nueva etapa.

A la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo por recibirme para

realizar una estancia de investigacion.

A los miembros del comité revisor:

Dr. José Francisco Zamudio Sanchez por las observaciones realizadas.

Dr. Cuauhtémoc Saenz Romero por la excelente direccion, asi como el apoyo

mostrado tanto académica como moral.

Dr. Gabriel Arcangel Rodriguez Yam por las observaciones realizadas.

A la Coordinadora del Posgrado en Ciencias Forestales Dra. Maria Amparo
Méaxima Borja de la Rosa por el apoyo mostrado a lo largo del trayecto de la
maestria.

A la Bidl. Yolanda Garcia Rodriguez encargada del laboratorio de Ecologia

Quimica y Agroecologia del Instituto de Investigaciones en Ecosistemas y

Sustentabilidad de la Universidad Nacional Autbnoma de México campus

Xi



Morelia, por la gran ayuda ofrecida, asi como la amistad que me brind6 desde el

inicio de la estancia de investigacion.

Al Dr. Roberto Lindig Cisneros profesor de Restauracion Ambiental del Instituto
de Investigaciones en Ecosistemas y Sustentabilidad de la Universidad Nacional
Auténoma de México campus Morelia por abrirme las puertas en el laboratorio de
Ecologia Funcional para el manejo de Ecosistemas, asi como por el apoyo

mostrado durante la estancia de investigacion.

Al Dr. José Arnulfo Blanco Garcia por su apoyo incondicional para el trabajo en

campo, asi como sus bien recibidas observaciones.

A los colegas bidlogos pertenecientes a la Facultad de Biologia de la UMSNH
que participaron en la colecta, medicion de campo y trabajo de laboratorio,
muchas gracias por el apoyo brindado.

A las instituciones Monarch Butterfly Fund (Madison, Wisconsin, USA), el
Consejo de Ciencia y Tecnologia, Fondo Investigacion Cientifica Basica,
proyecto 2014-242985 y la Coordinacion de la Investigacion Cientifica de la
UMSNH, por el financiamiento otorgado para realizar el proyecto.

xii



DATOS BIOGRAFICOS

Ana Laura Cruzado Vargas nacio el 29 de diciembre de 1989 en el municipio de

Metepec, Estado de Hidalgo.

Realiz6 su formacion media superior en la Preparatoria Agricola de la
Universidad Auténoma Chapingo de 2005 a 2008. Posteriormente continud sus
estudios en la Division de Ciencias Forestales, en la misma Institucion, de 2008
a 2012, donde escribié la tesis (de forma conjunta): “Estudio cariotipico de
Pseudotsuga sp., en una localidad del centro de México” y en noviembre de 2013

obtuvo el titulo de Ingeniera en Restauracion Forestal.
En agosto de 2015 ingreso a la Division de Ciencias Forestales de la Universidad

Auténoma Chapingo donde realizé sus estudios de Maestria en Ciencias en

Ciencias Forestales.

Xiii



RESUMEN GENERAL

VARIACION DE CARACTERES CUANTITATIVOS ENTRE PROCEDENCIAS
DE Abies religiosa ORIGINADAS EN GRADIENTE ALTITUDINAL EN LA
RESERVA DE LA BIOSFERA DE LA MARIPOSA MONARCA: ETAPA DE

VIVERO

En este trabajo se analizé la variacion de caracteres cuantitativos (incremento en
altura de planta, incremento en diametro basal, sobrevivencia y contenido de
prolina), en plantulas rescatadas de la regeneracion natural de 6 procedencias
de Abies religiosa obtenidas en un gradiente altitudinal definido desde los 2960 a
los 3450 m en la Reserva de la Biosfera de la Mariposa Monarca y establecidas
en un vivero comunitario a 3000 m en la casa del Sr. Francisco Ramirez Cruz,
ejidatario participante del proyecto perteneciente al ejido La Mesa, del Municipio
de San José del Rincén, Edo. de México.

Los objetivos del trabajo fueron: 1) determinar en planta originada de
regeneracion natural producida en vivero, si existen diferencias genéticas
significativas entre procedencias en sobrevivencia, incremento en didametro basal
e incremento en altura de planta y 2) analizar el contenido y cantidad de prolina
de cada procedencia como posible respuesta al estrés por sequia, determinar si
existe un patrén clinal altitudinal. Se encontraron diferencias significativas entre
procedencias para didmetro basal (P< 0.0001), y un 75% de sobrevivencia
promedio entre todas las procedencias, lo que indica como viable el rescate de
planta de regeneracion natural. Para altura total de planta, no se encontraron
diferencias significativas entre procedencias (P = 0.0603).

El patron altitudinal encontrado para todas las variables fue similar pero
inesperado, determinando que, aunque no hay diferencias significativas, la
tendencia que siguen las plantas es que las procedencias de las mayores
altitudes fueron las que obtuvieron mejores resultados en cuanto a crecimiento
(incremento en altura e incremento en didmetro basal) y contenido de prolina. En
cuanto a sobrevivencia, los extremos altitudinales fueron los que tuvieron mayor
sobrevivencia.

Palabras clave: Abies religiosa, incremento en altura, incremento en didmetro
basal, sobrevivencia, contenido de prolina.

Tesis de Maestria en Ciencias, Universidad Autbnoma Chapingo
Ing. Ana Laura Cruzado Vargas
Dr. Francisco J. Zamudio Sanchez

Dr. Cuauhtémoc Sadenz Romero
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ABSTRACT

VARIATION OF QUANTITATIVE CHARACTERS BETWEEN PROCEDURES

OF Abies religiosa ORIGINATED IN THE ALTITUDINAL GRADIENT IN THE

RESERVE OF THE BIOSPHERE OF THE MONARCH BUTTERFLY: STAGE
OF VIVERO

In this work, we analyzed the variation of quantitative traits (increase in plant
height, increase in basal diameter, survival and proline content), in seedlings
rescued from natural regeneration from 6 provenances of Abies religiosa,
collected along an altitudinal gradient (2960 to 3450 m) in the Monarch Butterfly
Biosphere Reserve and established in a community nursery at 3000 m in the
house of Mr. Francisco Ramirez Cruz, local participant on the Project, belonging
to the Ejido La Mesa, Municipality of San Jose del Rincon, Estado de Mexico.

The objectives of the study were: 1) to determine if there are significant genetic
differences between provenances in survival, increase in basal diameter and
increase in height of rescued seedlings originated from natural regeneration and
produced in a nursery. 2) to analyze the content and amount of proline of each
provenance as possible response to drought stress, and to determine if there is
an altitudinal clinal pattern. Significant differences were found between
provenances for basal diameter (P <0.0001), and a 75% across provenance
average survival, indicate that rescue of natural regeneration seedlings is viable.
For the total height of the seedlings, there is no significant differences among
provenances (P = 0.0603).

The altitudinal pattern, although no significant, was unexpected for all variables is
fine, but there are no significant differences, where seedlings originated from the
highest altitudes had the best growth (increase in height and increase in basal
diameter) and proline content. For survival, the altitudinal extremes were those
that had the largest survival.

Key words: Abies religiosa, increase in height, increase in basal diameter,
survival, proline content.

Tesis de Maestria en Ciencias, Universidad Autbnoma Chapingo
Ing. Ana Laura Cruzado Vargas
Dr. Francisco J. Zamudio Sanchez

Dr. Cuauhtémoc Sadenz Romero
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INTRODUCCION GENERAL

El clima determina la distribucion geografica de las especies de plantas, pues
influye en el establecimiento y el desarrollo de los individuos (Pearson & Dawson,
2003; Gray, 2005; Lomolino et al, 2005; Pérez-Miranda et al., 2014), lo que afecta
los patrones de estructura y productividad de la vegetacion (Maslin, 2004; Pérez-
Miranda et al., 2014), asi como, la composicion y biologia de los seres vivos
(Gitay et al., 2002; Rosenzweig et al., 2007; Pérez-Miranda et al., 2014).

Los bosques de Abies religiosa conforman comunidades climax que predominan
las partes altas montafiosas. En México, se encuentra principalmente a lo largo
del Eje Neovolcanico, cuyas caracteristicas de cobertura vegetal y propiedades
fisicas del suelo permiten una buena absorcion y retencion de agua de lluvia;
ademas de tener importancia estética-recreativa y ser de especial interés para la
proteccion de fauna silvestre (Benavides-Meza et al., 2011). Tal es el caso de la
Reserva de la Biosfera de la Mariposa Monarca, ubicada en las montafias de los
estados de Michoacan y México, con una superficie de 56,259 hectareas (Byers,
2004); cuyo bosque (entre 2900 y 3400 m de altitud) sirve como resguardo para
las poblaciones de mariposa monarca (Danaus plexippus L.) que migran desde
Canada y Estados Unidos durante el invierno (Anderson & Brower, 1996;
Oberhauser & Peterson, 2003; Castellanos-Acufia et al., 2014).

Las especies forestales con grandes areas de distribucion tienden a tener gran
variacion clinal controlada genéticamente, ya que es posible encontrar una sola
especie en diferentes altitudes, exposiciones, tipos de suelo u otros factores
ambientales y por consiguiente sus poblaciones (llamadas procedencias cuando
nos referimos a ellas por su ubicacion geografica) pueden tener diferenciaciéon
genética entre ellas, como un mecanismo de adaptacion al ambiente en donde

crecen (Benavides-Meza et al.,, 2011). Conocer la variacion genética en

16



caracteres de relevancia adaptativa sirve para mejorar la productividad de las
plantaciones, mejorando su adaptabilidad a las condiciones del sitio final de

plantacion (Nienstaedt, 1990; Viveros-Viveros et al., 2005).

La transformacion de bosques maduros en areas abiertas para diferentes usos
econdémicos del suelo es un fenbmeno que se ha presentado a lo largo de los
altimos siglos (Herrera et al., 2001; Flores-Nieves et al., 2011), lo cual se agrava
con el cambio climatico global. Esta combinaciéon de progresivo cambio de uso
de suelo con cambio climatico es una razén urgente para conservar una variedad
de recursos genéticos (Ledig, 2004). La declinacion forestal, es un factor derivado
del cambio climético que se define como una enfermedad multifactorial causada
por agentes abidticos y bidticos, e implica la reduccién del vigor y supervivencia
de los arboles (Granados-Sanchez & Lépez-Rios, 2001; Vazquez-Silva et al.,
2004; Flores-Nieves et al., 2011); es una de las afectaciones observadas a nivel
mundial que han destruido areas boscosas de importancia ecoldgica, ambiental
y recreativa para la humanidad (Hernandez-Tejeda & De Bauer, 1989; Alvarado
& Hernandez-Tejeda, 2002; Allen et al., 2010; Castillo-Flores et al., 2013).

Muchas especies de plantas responden rapidamente al estrés aumentando la
concentracion de solutos involucrados en la osmorregulacion y en la protecciéon
de proteinas y membranas en condiciones de bajo potencial hidrico. Al parecer,
bajo algunas tensiones, la acumulacion de prolina libre es una respuesta
generalizada contra algunos tipos de estrés en plantas superiores (Gzik, 1996;
Moreno et al., 2010). Se ha propuesto que la prolina esta relacionada con la
expresion de genes de tolerancia de las plantas a diferentes condiciones de

estrés (Moreno et al., 2010).

17



Este trabajo se realiz6 con planta originada de rodales naturales de la Reserva
de la Bitésfera de la Mariposa Monarca (RBMM), puesto que es un area
importante tanto ecoldgica como econdémica para los habitantes de la region, ya
gue representa uno de los principales ingresos de las poblaciones aledafias a la
Reserva al mantener una gran cantidad de ecoturismo durante la época de

hibernacion de la mariposa monarca.

La investigacion tuvo como propdsito determinar si existen diferencias genéticas
significativas entre seis procedencias de Abies religiosa que provienen del
gradiente altitudinal de la RBMM, en plantas originadas de regeneraciéon natural
y trasplantadas a un vivero forestal comunitario, en incremento en altura de
planta, incremento en didmetro basal, sobrevivencia (Capitulo 1) y contenido de
prolina (Capitulo 1), y determinar las diferencias genéticas entre procedencias en
crecimiento y adaptabilidad, para decidir que poblaciones son las mejores para
utilizarse en proyectos de reforestacion y asegurar una mayor sobrevivencia en

campo.

OBJETIVOS
Objetivo general

Determinar la variacion genética de caracteres cuantitativos entre procedencias
de Abies religiosa originadas en un gradiente altitudinal en la Reserva de la
Biosfera de la Mariposa Monarca para incremento en didmetro basal, incremento

en altura de planta y contenido de prolina.

Objetivos particulares

+ Determinar en planta originada de regeneracion natural producida en

vivero, si existen diferencias genéticas significativas entre procedencias

18



en sobrevivencia, incremento en diametro basal e incremento en altura de

planta.

* Analizar el contenido y cantidad de prolina de cada procedencia como
posible respuesta al estrés por sequia y determinar si existe un patron

clinal altitudinal.

HIPOTESIS

Como resultado de la distribucion del gradiente altitudinal de la cual provienen las
procedencias estudiadas, existirdn diferencias significativas en incremento en
diametro basal, incremento en altura y contenido de prolina, ya que se espera
gue las poblaciones de menores altitudes tengan un mayor desarrollo (tanto en
diametro basal como en altura) y mayor contenido de prolina (Como mecanismo

de resistencia a la sequia).

REVISION DE LITERATURA

Distribucion de Abies en México

En México se localiza desde 17°30’ a 21° 00’ de Latitud Norte y 97° 104’ a 97’ 96’
de Longitud Oeste. Se distribuye desde las montafias del centro y sur de México
hasta el norte de Guatemala (Martinez, 1963). En altitudes que van desde 2600
hasta 3500 msnm, comprendiendo los estados de Hidalgo, Michoacan, Jalisco,
México, Morelos, Guerrero, Puebla, Tlaxcala, Veracruz y el Distrito Federal
(Narave & Taylor, 1997).

Descripcion botanica de Abies religiosa

Arboles corpulentos, siempre verdes, resinosos, de copa simétrica y aguda, de
10 a 35 m de alto; corteza oscura, gruesa y hendida; ramillas opuestas,

frecuentemente disticas; hojas lineares, sésiles, rectas, algo coriaceas y
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frecuentemente aromaticas de 11 a 30 mm de largo, 1 a 2 mm de ancho, con
apice agudo o redondeado, color verde palido cuando seca, con 2 canales
resiniferos y con bracteas sobresaliendo ligeramente a la escama ovulifera
(Martinez, 1963; Narave & Taylor, 1997).

Ecologia de Abies religiosa

Las comunidades de Abies religiosa muchas veces se encuentran restringidas en
cerros, laderas, cafiadas o barrancas, que ofrecen un microclima especial, en
manchones aislados a menudo protegidos de la accidén de vientos fuertes y de
insolacién intensa. Se encuentran entre los 2400 m y 3600 m, con una
precipitacion media anual superior a los 1000 mm y con temperaturas medias
anuales entre 7 y 15°C. Su férmula climatica es Cw. Crece en suelos tipicamente
profundos, bien drenados, pero humedos durante todo el afio, con sustratos

geoldgicos muy variados (Rzedowski, 1978).

Importancia ecoldgica de Abies religiosa

Es de alta importancia por ser uno de los ecosistemas mas ricos en microflora, y
por tener especies endémicas representativas como: Alnus, Salix,

Arctostaphylos, Crupressus, Juniperus, entre otras (Rzedowski, 1978).

Importancia econdmica de Abies religiosa

Los arboles de Abies tienen gran demanda sobre todo como ornamentales como
arboles de navidad. También, se obtiene resina que posee valor medicinal, y la
corteza de arboles viejos es utilizada para carbén (Manzanilla, 1974; Iglesias-
Andreu et al., 2010). Ademas de que su madera, frecuentemente es preferida por
la industria para la obtencion de celulosa, papel (Rzedowski, 1978) y madera
aserrada (Ortega, 1962; Luna, 2002). Ademas de usarla en trozos delgados para
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techos de las casas (tejamanil) y elaboracion de muebles (Narave & Taylor,
1997).

Problematica en la restauracion de bosques de Abies religiosa

La fragmentacion de los ecosistemas ha restringido el movimiento del poleny la
dispersion de las semillas, probablemente favoreciendo la endogamia. Ademas
de que las campafas de reforestacion no siempre han seleccionado semillas
provenientes de ecosistemas colindantes, con lo cual han introducido fuentes
genéticas de variacion posiblemente no adaptadas a las condiciones locales. Por
lo que, las plantaciones y cultivos de oyamel en gran medida no han sido exitosas
en México, y la restauracion de sus poblaciones ha estado limitada por medios
artificiales a localidades con baja densidad por rodal (Nieto de Pascual-Pola et
al., 2003; Iglesias-Andreu et al., 2010).

Ensayos de procedencias en México

Existen diferentes trabajos que se han realizado con ensayos de procedencias
de diferentes especies, en donde han determinado si existen o no diferencias
significativas entre ellas de acuerdo con el gradiente altitudinal del que proceden,

agui algunos ejemplos:

Benavides-Meza et al (2011), evaluaron la variacién en el crecimiento de
plantulas de ocho procedencias de Abies religiosa bajo condiciones de vivero.
Los parametros que evaluaron fueron didmetro en la base del tallo y altura; esto
se hizo mediante la realizacion de mediciones que se efectuaron trimestralmente
durante un periodo de 10 meses, llegando a la conclusion de que en general no
hubo ningun patrén de crecimiento relacionado con el origen geografico de las

procedencias.
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Saenz-Romero et al (2012), investigaron la variacion genética entre poblaciones
de Pinus pseudostrobus a lo largo de un gradiente altitudinal en los bosques de
la comunidad indigena de Nuevo San Juan Parangaricutiro, Michoacan, México.
Determinaron que existe un fuerte patron clinal altitudinal para las variables de
peso seco, en donde las plantas originadas de poblaciones de la menor altitud
tuvieron mayores valores de biomasa. Las poblaciones separadas por 295 m de
diferencia altitudinal son genéticamente diferentes. Por ello, se propusieron la
delimitacién de tres zonas altitudinales, que se pueden convertir en zonas
climaticas delimitadas por temperatura media anual o grados dia > 5 °C. Ellos
sugieren implementar programas de migracion asistida para transferir
poblaciones hacia arriba (300 m de movimiento altitudinal), como una medida de
adaptacion de las poblaciones a los climas futuros (década centrada en el afio
2030).

Soto-Correa et al (2012), evaluaron la variacibn genética de caracteres
cuantitativos entre 12 poblaciones de Lupinus elegans, recolectadas a lo largo de
un gradiente altitudinal. El ensayo se establecié a 2700 m de altitud y las plantas
se dejaron crecer 10 meses. Se realizé altura y biomasa aérea de la planta,
encontrando diferencias genéticas significativas en el crecimiento entre
poblaciones en altura y biomasa aérea. Contrario a lo esperado, existe una
asociacion donde las plantas de mayores altitudes crecieron mas que las de
menores altitudes. Se propuso una zonificaciéon de 150 m de intervalo altitudinal,
con fines de restauracién ecoldgica y conservacion para la compensacion de

cambio climatico.

Castellanos-Acuiia et al (2013), realizaron un ensayo de vivero para cuantificar
la variacion genética, entre procedencias establecidas por rango altitudinal de la

comunidad de Nuevo San Juan, Michoacéan. Las especies que se usaron fueron
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Pinus pseudostrobus, P. devoniana y P. leiophylla. Con base en lo anterior,
llegaron a la conclusién de que la altura de la planta (tres y cinco meses de edad)
fue significativamente diferente entre especies. Entre procedencias hubo
diferencias significativas para P. devoniana, pues éste mostré un pronunciado
patrén de crecimiento asociado con la altitud de origen, donde las plantas con
mayor crecimiento procedian de una menor altitud. Las poblaciones de P.
leiophylla fueron diferentes solo a los tres meses de edad, sin un patron altitudinal
estadisticamente significativo. No se encontraron diferencias significativas entre

poblaciones de P. pseudostrobus, al menos a la edad evaluada.

Viveros-Viveros et al (2013), evaluaron el patron de variacion morfologica en
aciculas, conos y semillas de 13 poblaciones de Pinus patula. Las poblaciones
proceden de un gradiente altitudinal de la comunidad de Ixtlan de Juarez,
Oaxaca. En este estudio, encontraron diferencias significativas inter e
intrapoblacionalmente para todas las caracteristicas evaluadas. Determinaron
que las poblaciones de mayor altitud presentan conos méas gruesos, con quillas
mas anchas y fasciculos con vainas mas largas. Sugieren realizar la delimitacion
preliminar de dos zonas semilleras altitudinales con una amplitud cada una de

450 m, para regular el movimiento de semillas.

Loya-Rebollar et al (2013), evaluaron en un ensayo de procedencias arboles
Pinus hartwegii de 4.5 a 5.5 afios, estimando variables climaticas
contemporaneas y futuras (2030). Se encontraron diferencias significativas entre
poblaciones para las variables de: elongacion de la yema principal, altura de la
plantula, diametro basal, velocidad de elongacién de la yema, peso seco de
aciculas, de ramas, de tallo y peso seco total. El resultado indica que el patrén
de diferenciacién genética entre las poblaciones esta fuertemente asociado con
un gradiente climatico y altitudinal. Se propuso la delimitacion de la zonificacion
climatica y altitudinal, con base de 26 dias de diferencia de periodo libre de
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heladas, por lo que se establecieron 3 zonas con un ancho de 200 m de diferencia
altitudinal, proponiendo que el desplazamiento de las poblaciones debe ser de
400 m altitudinales para el afio de 2030, por medio de migracion asistida para
compensar los efectos del cambio climético para la década centrada en el afio
2030.

Ruiz-Talonia et al (2014), realizaron una plantacion en campo con plantulas de
12 procedencias de Pinus patula en Oaxaca, en dos sitios con alturas
contrastantes dentro de la distribucion natural de la especie, evaluando el
crecimiento en altura a los 18, 24, y 36 meses de edad. Encontraron diferencias
significativas entre procedencias y entre los sitios de plantacion, determinando
que existe un patrén climatico y altitudinal, donde las poblaciones originadas a
menores altitudes tienen un crecimiento mayor que las poblaciones originadas a
mayores altitudes. Con los resultados obtenidos y con los datos de temperatura
media anual, precipitacion e indice de aridez, se delinearon zonas climéticas y
altitudinales para el clima contemporaneo y futuro (2030), concluyendo que las
poblaciones deben ser desplazadas altitudinalmente de 200 a 250 m hacia arriba,

por medio de migracién asistida.

Castellanos-Acufia et al (2014) determinaron la existencia de diferenciacion
morfolégica, como indicador de variacidn genética, entre poblaciones de Abies
religiosa, con la finalidad de delimitar una zonificacién altitudinal para decidir el
movimiento de semillas en los programas de reforestacion el cerro de San
Andrés, municipio de Ciudad Hidalgo, Michoacéan, cercano a la Reserva de la
Biosfera de la Mariposa Monarca. La diferenciacion morfoldgica significativa entre
poblaciones se determiné a lo largo del gradiente altitudinal, encontrando que las
poblaciones de baja altitud tienen aciculas mas cortas y conos mas largos que
las poblaciones de elevada altitud. Se sugirié una zonificacion altitudinal en tres

zonas, cada una de 250 m de diferencia altitudinal.
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Ensayos para determinar la acumulacion de prolina

Vance & Zaerr (1990), encontrd en aciculas de Pinus ponderosa en condiciones
de sequia, que la concentracion de aminoacidos aumento, entre ellos la prolina

fue uno de los mas destacados.

Diamantoglou & Rhizopoulou (1992), realizaron estudios de acumulacién de
prolina libre en albura, corteza y hojas en Ceratonia siliqua L., Laurus nobilis L. y
Myrtus communis L. en diferentes estaciones del afio, determinando que los
valores mas altos de prolina se registraron en invierno, ya que fue cuando
presentaron mayor estrés y regreso a niveles mas bajos después de la aparicion
de hojas y agujas. Mencionan que la presencia de altos niveles de prolina puede
ser beneficioso para posponer la senescencia foliar y que podria actuar como un
amortiguador entre el déficit de nitrogeno y la demanda de uso de recursos en el

crecimiento.

Martinez & Moreno (1992), realizaron un cultivo en campo con dos variedades de
papa (Yungay y Revolucion), suspendiendo el riego por 10 dias con posterior
recuperacion del riego. Encontraron que durante el periodo de estrés-
recuperacion la variedad Yungay tuvo mayor resistencia a sequia que la variedad
Revolucion, y esto lo determinaron con la capacidad de la variedad de acumular

prolina con mayor rapidez y en mayor cantidad.

Parra-Quezada et al. (1999), realizaron un experimento con 10 plantas de
zarzamora, en donde suspendieron el riego para ver como se modificaba el
contenido de prolina, encontrando que cuando se suspendié el riego, la

acumulacion del aminoéacido fue mas del doble que en las plantas con riego.
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Ortiz (2006), determind las respuestas fisiolégicas de Pinus greggii y Pinus
patula, concluyendo que, en cuanto mayor era el déficit hidrico, aumentaban sus
niveles de prolina, mientras que las plantas que mantuvieron con riego

conservaron los niveles iniciales de dicho aminoécido.

De Diego (2012), demostré que, como consecuencia del déficit hidrico, Pinus
radiata mostré6 ajuste osmdético (incremento de los niveles de prolina),

favoreciendo la sintesis de osmolitos como respuesta de tolerancia a la sequia.
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CAPITULO I. VARIACION GENETICA DE CARACTERES CUANTITATIVOS
(INCREMENTO EN DIAMETRO BASAL Y EN ALTURA DE PLANTA Y
SOBREVIVENCIA) ENTRE PROCEDENCIAS DE Abies religiosa

RESUMEN

Para determinar la existencia de variacion genética y un posible patron clinal
altitudinal entre 6 procedencias de Abies religiosa, se colectaron plantulas de la
regeneracion natural de la especie dentro de la Reserva de la Biosfera de la
Mariposa Monarca. Las plantulas se recolectaron desde los 2960 a los 3450
msnm, con intervalos de aproximadamente 100 m de diferencia altitudinal. Las
plantas fueron trasplantadas a envase de bolsa de vivero con tierra de monte, y
crecidas por dos afios en un vivero comunitario a 3000 msnm en el Ejido La Mesa,
San José del Rincon, Edo. de México. Las plantas se acomodaron bajo un disefio
experimental de bloques completos al azar, en seis bloques con las seis
procedencias distribuidas al azar en parcelas de 36 individuos (acomodadas en
tres hileras de 12 plantas cada una de la misma procedencia). Los caracteres
adaptativos evaluados fueron: incremento en altura de planta, incremento en
diametro basal y porcentaje de sobrevivencia por procedencia. Se obtuvieron
diferencias significativas solamente para incremento en didmetro basal (P =
<.0001). Para incremento en altura fue casi significativo (P = 0.0603). El
porcentaje de sobrevivencia promedio entre todas las procedencias fue de 75%,
lo que indica la viabilidad del rescate de planta de regeneracion natural. El patrén
altitudinal encontrado para incremento en altura de planta y en diametro basal
fue muy similar, siendo las plantas originadas de poblaciones de las mayores
altitudes las que tuvieron un mejor crecimiento, lo cual fue contrario a lo esperado.
Para porcentaje de sobrevivencia, se encontré que los extremos altitudinales
fueron los que tuvieron la mejor sobrevivencia al final del experimento.

Palabras clave: Abies religiosa, variacion genética, incremento en altura de
planta, incremento en diametro basal, porcentaje de sobrevivencia.
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CHAPTER |. GENETIC VARIATION OF QUANTITATIVE TRAITS (NCREASE
IN BASIC DIAMETER AND IN PLANT HEIGHT AND SURVIVAL) AMONG
PROVENANCES OF Abies religiosa

ABSTRACT

To determine the existence of genetic variation and a possible altitudinal clinal
pattern among 6 provenances of Abies religiosa, seedlings of the natural
regeneration of the species were collected within the Monarca Butterfly Biosphere
Reserve. Seedlings were harvested from 2960 to 3450 m above sea level, at
intervals of approximately 100 m of altitude difference. The seedlings were
transplanted to forestry bags with soil from the forest, and grown for two years in
a community nursery at 3000 masl in Ejido La Mesa, San José del Rincén, Edo.
from Mexico. The seedlings were accommodated under a randomized complete
block experimental design in six blocks with the six provenances randomly
distributed in plots of 36 individuals (accommodated in three rows of 12 plants
each from the same source). The adaptive traits evaluated were: increase in plant
height, increase in basal diameter and percentage of survival. Significant
differences were obtained only for increase in basal diameter (P = <10001). For
increase in height it was nearly significant (P = 0.0603). The among all
provenances average survival was 75%, indicating the viability of natural
regeneration plant rescue. The altitudinal pattern found for increase in plant height
and basal diameter was very similar, being the plants originated from populations
of the higher altitudes that had better growth, which was contrary to what was
expected. For percent survival, it was found that the altitudinal extremes were the
ones that had the best survival at the end of the experiment.

Key words: Abies religiosa, genetic variation, increase in plant height, increase
in basal diameter, percentage of survival.
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INTRODUCCION

Las comunidades presentan variaciones en su compaosicion y estructura a lo largo
de gradientes altitudinales (Camero, 2007), ya que cada especie responde de
diferente manera a las condiciones ambientales (Billings, 1974; Sanchez-
Velasquez et al., 1995). La diferenciacion ocurre en diferentes variables como
tasa de crecimiento, alargamiento de la yema apical y resistencia a heladas
(Campbell, 1979; Rehfeldt, 19831, 19832, 1988, 1989, 1991; S&enz-Romero,
2004).

Los niveles de variacion genética dentro de especies y poblaciones constituyen
aspectos que interesan en el manejo de recursos genéticos, pues la variacion
sirve como materia prima de la evolucion y esta relacionada con la habilidad de
las poblaciones para adaptarse a cambios ambientales (Fisher, 1930; Furnier,
2004).

Para determinar la variacién genética, los ensayos de procedencias son muy
Gtiles, ya que permiten cultivar en un mismo ambiente individuos de distintas
procedencias, dejando que se expresen las diferencias en el crecimiento debida
al control genético (Zobel & Talbert, 1988; White et al., 2007; Soto-Correa et al.,
2012).

En las especies de coniferas, como en otras, existe un factor importante a tomar
en cuenta, que es el factor de depredacion de semillas por herbivoros, los cuales
provocan la pérdida de 55% de germoplasma que se produce (McNaughton &
Wolf, 1973; Nieto De Pascual-Pola, 2013). En Abies religiosa, la depredacién por
herbivoros y aves es relativamente baja (Nieto De Pascual-Pola, 2013).

Manzanilla (1974), concluy6 que la capa de musgo es la responsable de la poca
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regeneracion natural, pues actia como una barrera que impide a la radicula llegar
al suelo y anclarse al mismo. Por lo mencionado anteriormente, es de gran
importancia prestarle mayor atencion a la regeneracion natural, puesto que
podemos obtener plantas de buena calidad, que pronto morirdn a causa de la
desecacion del musgo durante la temporada de sequia posterior a la
germinacion. Dichas plantas servirian para realizar ensayos de procedencias, ya
que en muchas ocasiones es dificil ingresar a los bosques a realizar colecta de
semilla en un area protegida, tal es el caso de Abies religiosa en la RBMM.

La variacion morfolégica de una especie puede indicar plasticidad fenotipica
como un mecanismo para la adaptacién de la misma ante la heterogeneidad del
medio, que se expresa en caracteres relacionados con la adecuacion y la
evolucion bajo condiciones ambientales particulares (Franiel & Wieski, 2005;
Chevin et al., 2010; Viveros-Viveros et al., 2013).

Con frecuencia, las poblaciones de coniferas ubicadas a menor altitud tienen un
mayor potencial de crecimiento, es decir, estan genéticamente condicionadas a
aprovechar al maximo las condiciones favorables de temperaturas que se
encuentran a bajas altitudes, por lo que crecen mas, pero son menos resistentes
a heladas. Por el contrario, las poblaciones de mayor altitud estan adaptadas
para tener un menor crecimiento, para escapar a posibles dafios ocasionados por
las bajas temperaturas que ocurren en invierno, que son mMAas comunes a
elevadas altitudes (Rehfeldt, 1988; Sdenz-Romero, 2011). Es de esperarse que
la altitud sea una variable de gran importancia en la diferenciacion genética entre
poblaciones de coniferas, ya que en el pais éstas se distribuyen especialmente

en las principales cadenas montafiosas (Saenz-Romero, 2004).
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MATERIALES Y METODOS

La plantula usada en este trabajo fue extraida de regeneracion natural
recientemente emergida, a lo largo de un gradiente altitudinal ubicado dentro de
La Reserva de la Biosfera de la Mariposa Monarca. Dicho gradiente tuvo seis
sitios de colecta aproximadamente a 100 m de diferencia altitudinal, a los 2960,
3052, 3157, 3239, 3350 y 3450 msnm.

Las plantulas colectadas provienen de la regeneracion natural de Abies religiosa
(Figura 1), germinadas in situ a finales del invierno de 2014 e inicios de primavera
2015, colectadas entre la ultima semana de octubre y la primera semana de

noviembre de 2015.

Figura 1. Ejemplo de sitio de colecta de plantulas de la regeneracion natural de Abies
religiosa dentro del gradiente altitudinal de la RBMM.

Las plantulas seleccionadas se encontraron en sitios donde prevalece el musgo,
ya que son sitios que guardan mucha humedad durante la época en la que se

establece la regeneracion natural de Abies religiosa (Figuras 2 y 3).
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Figuras 2 y 3. Regeneracion natural de Abies religiosa en sitios predominantemente
hamedos (con abundante musgo), de donde se extrajeron plantulas recién emergidas
para su trasplante a vivero.

El método de colecta se realizd6 mediante una busqueda dentro de cada seccion
altitudinal escogiendo las plantulas de la siguiente manera (Figuras 4y 5):

e AUn con la semilla de la cual germinaron.

e Con presencia de hojas cotiledonares (sin hojas primarias), a modo de
asegurar que la plantula es de la época de germinacién anteriormente
mencionada; es decir, de reciente germinacion en condiciones naturales
de campo.

e Con tallo delgado y rosado.

e Vigorosas.

e Altura menor a5 cm.

Figuras 4 y 5. Ejemplos de plantulas seleccionadas de regeneracion natural de Abies
religiosa para su trasplante a vivero.
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Se llamara procedencia a los sitios de origen donde se colect6 la plantula, y
poblacién al conjunto de individuos de una procedencia representados en el

experimento por las muestras.

El ensayo de procedencias se establecidé en un sitio abierto, con coordenadas
19° 35’ 18.21” Latitud Norte, -100° 10’ 46.08” Longitud Oeste, pendiente cenital,
exposicion NE, a una altitud de 2998 msnm (por simplicidad, nos referimos a esta
altitud como de 3000 m), en el ejido La Mesa, perteneciente al Municipio San

José del Rincdn en el Estado de México (Figura 6).

$ (A
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Figura 6. Ubicacion del vivero comunitario en ejido La Mesa, San José del Rincén, Edo.
de México.

El sitio de establecimiento del vivero es en la casa de un ejidatario participante,
Sr. Francisco Ramirez Cruz, muy cercano al sitio de origen de la poblacion
namero seis (2960 msnm). En el lugar se elimino la maleza y se cubrié con una
casa de malla sombra al 50%, para evitar la depredacién por animales, asi como
evitar la desecacion de las plantas por la exposicidn excesiva directa al sol,

vientos fuertes y dafios por granizo (Figura 7).
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Figura 7. A) Sitio de establecimiento de vivero comunitario en el ejido La Mesa, San José
del Rincén, Edo. de México. B) Casa de malla sombra al 50%.

Las plantulas se transplantaron (inmediatamente después de su colecta) a
envases de bolsa de polietileno para vivero de 8 x 7 x 17 cm, con tierra de monte
como sustrato (Figura 8). Entre el campo y el vivero, se trasladaron en recipientes

con la tierra adherida de manera natural a la raiz y las raices se cubrieron con

una capa adicional de tierra de monte del lugar.

Figura 8. A) Plantula lista para trasplantar. B) Llenado de bolsa de polietileno (envase)
con tierra de monte (sustrato). C) Envase listo para trasplante. D) Trasplante de plantulas
de regeneracion natural de Abies religiosa.
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El disefio experimental del ensayo fue de seis bloques completos al azar, con
200 plantulas por cada una de las seis procedencias, distribuidas al azar dentro
de los blogues en parcelas continuas de 36 plantulas, éstas dispuestas en tres
hileras de 12 individuos, excepto el bloque numero seis, en el cual sélo hubo 20
plantulas por procedencia. En los extremos de las camas de vivero se colocaron

plantulas sobrantes para evitar efecto de borde.

Los 6 bloques se ubicaron en tres camas (dos blogues por cama) para facilitar

con pasillos accesibles el trabajo de mediciones (Figura 9 y 10).

Figura 9 y 10. Vivero comunitario establecido en ejido La Mesa, San José del Rincon,
Estado de México.

Las procedencias fueron distinguidas con cucharas de colores insertadas en el
sustrato de cada planta (Cuadro 1, Figura 11); las plantas individualmente fueron
identificadas con numeros del 1 al 200, definidas de acuerdo con los siguientes

rangos altitudinales:
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Cuadro 1. Procedencias de plantulas de diferentes altitudes diferenciadas por colores.

Procedencia/ color*

Altitud (msnm)**

1 verde 3450
2 morado 3350

3239
4 rosa 3157
5 anaranjado 3052
6 blanco 2960

*Los colores de la tabla representan el color de las cucharas que distinguieron cada

procedencia en vivero.

**_a altitud representada en el cuadro, es la media del intervalo altitudinal de donde

fueron extraidas las plantulas (aproximadamente + 20 m de diferencia altitudinal a partir

de la media).

Figura 11. Vivero comunitario establecido en ejido La Mesa, San José del Rincon, Estado
de México a 18 meses del inicio del experimento.
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Los parametros evaluados fueron incremento en altura, tomada desde la base de
la plantula a la punta de la yema principal (mm), e incremento en didmetro basal
(0.1 mm) tomado en la base del tallo (Figura 12). Las mediciones se efectuaron
bimestral y semestralmente, respectivamente, durante un periodo de 18 meses,

asi como el porcentaje de sobrevivencia por procedencia.

Figura 12. A) Medicion de altura de planta. B) Medicion de diametro basal.

Las variables altura de planta y diametro basal, expresadas como incremento
(medicién final menos medicion inicial), fueron analizadas mediante el paquete
estadistico SAS (Statistical Analysis System, versién 9.0), con el procedimiento

Proc GLM, usando el siguiente modelo estadistico:
Yijk=H+ Bi + Pj + Bi * Pj + Eijk
En donde:

Yik = observacion del k-ésimo individuo en el j-ésima procedencia en el i-ésimo
blogue; u =media general; Bi = efecto del i-ésimo bloque; P; = efecto de la j-ésima
procedencia; Bi * Pj es la interaccién del i-ésimo bloque con la j-ésima

procedencia; Ejk = error experimental.

Todos los factores se consideraron efectos aleatorios.

42



RESULTADOS Y DISCUSION

Las variables evaluadas, se derivaron de la medicién bimestral (para incremento
en altura) y semestral (incremento en diametro basal), asi como de la modelacion

de una curva de sobrevivencia final para todas las procedencias seleccionadas.

Incremento en altura de planta

La altura es un cardcter que se estima para observar el potencial genético de las
poblaciones y, por lo tanto, la diferencia genética entre poblaciones (Viveros-
Viveros et al., 2009; Saenz-Romero, 2011; Benavides-Meza et al., 2011; Saenz-
Romero et al., 2012; Soto-Correa et al., 2012; Castellanos-Acufia et al., 2013;
Loya-Rebollar et al., 2013). El incremento en altura de la planta representa el
valor de la ultima medicidn realizada durante el experimento, restando la primera
medicion realizada, para expresar el crecimiento acumulado (incremento),
durante la estancia de las plantas en vivero; esto es particularmente importante
en nuestro caso, para excluir el error inducido por el crecimiento que la planta

tenia previo a su trasplante al vivero.

Mediante un Analisis de Varianza (ANOVA) se determin6 que no existen
diferencias significativas entre procedencias para la variable incremento en altura
(Cuadro 2). Esto fue un resultado inesperado, ya que en trabajos comparables
como los de Benavides-Meza et al., 2011, Castellanos-Acufia et al., 2013 y Ruiz-
Talonia et al., 2014, si se encuentran diferencias significativas entre procedencias
a temprana edad. En el primer caso, se evaluaron 8 procedencias de Abies
religiosa durante un afio y, a pesar de tener diferencias significativas, no se
encontré un patrén clinal altitudinal, longitudinal o latitudinal. En el segundo y
tercer caso, tomando en cuenta que las especies que usaron son de crecimiento
mas rapido que Abies religiosa, como son Pinus devoniana, P. leiophylla y P.

pseudostrobus, y Pinus patula, respectivamente, se encontraron diferencias
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significativas entre procedencias, ademas demostraron que existe un patron

clinal altitudinal marcado.

Cuadro 2. Analisis de varianza para la variable diferencia entre altura final (a 18 meses
de establecimiento en vivero), e inicial (primera medicién tomada una vez las plantas
establecidas en vivero) de 6 procedencias de Abies religiosa de la RBMM.

Fuente de variacién | G.L. | Cuadrado | P-valor
Medio

Bloque 5 4309.5 0.4398

Procedencia 5 10235.0 0.0603

Bloque*Procedencia | 25 4413.9 <0.0001

Error 722 1777.6

Con un valor critico de a = 0.05 no existen diferencias significativas entre
procedencias para la variable incremento en altura, aunque se acerca mucho con
P = 0.0603. En la interaccidon bloque*procedencia si se encontraron diferencias
significativas (P<0.0001).

Teniendo presente que no hay diferencias significativas entre procedencias, con
la finalidad Unicamente de explorar la tendencia de los datos expresada por las
medias por procedencia, se realizdé una regresion lineal y una cuadrética entre
las medias por procedencia y su altitud de origen. Se observa claramente que las
procedencias de los extremos altitudinales tienen un mayor crecimiento que las
procedencias que provienen de la parte media del gradiente altitudinal,
destacando que la poblacién proveniente de 3350 msnm fue la que tuvo el mayor
incremento en altura de todas (Figura 13). Esto es contrario a lo encontrado por
Castellanos-Acuiia et al., 2013 y Ruiz-Talonia et al., 2014, quienes determinaron
gue las procedencias de menores altitudes presentan mayor crecimiento que las
de altitudes mas elevadas, debido a que las poblaciones de mayores altitudes, al

estar mas expuestas a heladas, limitan su crecimiento para evadir el dafio por
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heladas (Saenz-Romero & Tapia-Olivares, 2008), por lo que se considera como

una estrategia de adaptacion (Vitasse et al., 2009).
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Figura 13. Regresion cuadratica de medias de incremento en altura por procedencia
(altitud de origen).

Un andlisis mas detallado de las medias por procedencia por bloque revela un
patrén dificil de interpretar (Cuadro 3; Figura 14). Las plantulas del bloque 4
fueron las que obtuvieron la media general de mayor incremento en altura,
seguidas del bloque 3, 2, 6, 1 y 5. Las procedencias tuvieron un crecimiento
desigual en varios de los bloques. Es posible que los factores microambientales
de variacion dentro de la casa de sombra, como mayor resolana o mayor viento
lateral en algunos bloques, pudieran haber influido. El cuidado del vivero fue
excelente, por lo que un riego desigual seria improbable. Se considera que para

tener una respuesta clara habria sido necesario un afio adicional de crecimiento.
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Es preciso recordar que el vivero comunitario estaba a 3000 m de altitud, por lo

gue las temperaturas son bajas y por tanto el crecimiento lento.

Cuadro 3. Medias por bloque a 18 meses de establecimiento en vivero de 6 procedencias
de Abies religiosa de la RBMM. Los bloques estan ordenados de mayor a menor
promedio de crecimiento.

Media incremento
Bloque en altura
4 79.75
3 78.73
2 76.32
6 76.01
1 73.20
5 63.36
_120
c
Eloo o
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Figura 14. Medias por procedencia de incremento en altura por bloque. Los bloques
estan ordenados de mayor a menor por la media de bloque.
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Incremento en diametro basal

Se realiz6 un Analisis de Varianza (ANOVA) para determinar si existen
diferencias significativas para la variable incremento en diametro basal,

encontrando que si las hay (Cuadro 4).

Cuadro 4. Andlisis de varianza para la variable diferencia entre diametro basal final (a 18
meses de establecimiento en vivero), e inicial (primera medicion tomada una vez las
plantas establecidas en vivero) de 6 procedencias de Abies religiosa de la RBMM.

Fuente de variacion | G.L. | Cuadrado | P-valor
Medio

Bloque 5 80.4 0.5981

Procedencia 5 891.3 <0.0001

Bloque*Procedencia 25 110.3 0.0002

Error 722 45.9

Aungue si se encontraron diferencias significativas para incremento en diametro
basal entre procedencias, el patron clinal altitudinal es inverso a lo encontrado
por autores como: Viveros-Viveros et al., 2005 y Loya-rebollar et al., 2013,
quienes demostraron que las poblaciones de menores altitudes son las que

tienen mayores didmetros basales que las poblaciones de mayores altitudes.

Realizando una regresion cuadréatica se demostrd que el patrén clinal altitudinal
gue existe es debido a que las procedencias de menores altitudes tienen un
menor crecimiento en diametro basal, que las de mayores altitudes (Figura 15).
Esto probablemente se deba a que al haber menor cantidad de dias frios en el
vivero con la proteccion de la malla-sombra, las plantas de mayores altitudes no
tuvieron la respuesta fisioldgica que normalmente deberian tener, es decir, cesar

Su crecimiento con mayor anticipacion que las originadas a bajas altitudes.
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Figura 15. Regresion cuadratica de medias de incremento en diametro basal por
procedencia (altitud de origen).

Sobrevivencia de planta

La sobrevivencia de planta rescatada de la regeneracién natural de Abies
religiosa es algo que casi no se hace comunmente, y podria ser una alternativa
complementaria a la produccion usual. Normalmente la produccion de planta en
vivero se realiza mediante la colecta de semilla y su posterior germinacién en
almécigo; esto implica grandes costos y riesgos, por la necesidad de escalar
arboles, que en la RBMM son de gran altura (hasta 40 m), y A. religiosa

comunmente tiene sus conos solo en la punta de la copa.

Para este trabajo se realizé la colecta de planta de regeneracion natural, y se

observé que, aungue si existe mortalidad en vivero, la sobrevivencia es muy alta
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(Figura 16), llegando a ser de 75% en promedio entre procedencias,

aproximadamente a los 18 meses de su establecimiento en vivero.
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Figura 16. indice de sobrevivencia total de planta rescatada de regeneracion natural de
Abies religiosa de RBMM por mes de medicion.

De igual forma, se realiz6 un analisis del porcentaje de sobrevivencia para cada
procedencia (Cuadro 5, Figura 17), observando que la procedencia con mayor
sobrevivencia es la de mayor altitud (3350 msnm), seguida de la de mas baja
altitud (2960 msnm). Las procedencias que obtuvieron el porcentaje de menor
sobrevivencia son las de las dos altitudes seguidas de la mas baja, es decir, las

de 3052 y 3157 msnm, respectivamente.

49



Cuadro 5. Andlisis del porcentaje de sobrevivencia de planta de Abies religiosa (a 18
meses de establecimiento en vivero), por procedencia (Altitud de origen).

Altitud | % de sobrevivencia
3450 90.5
3350 79.5
3239 69.0
3157 62.5
3052 63.5
2960 83.5
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Figura 17. Porcentaje de sobrevivencia (por procedencia) de planta rescatada de
regeneracion natural de Abies religiosa de RBMM por fecha de medicion.
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CONCLUSIONES

Se encontraron diferencias significativas (P < 0.0001) entre procedencias de
Abies religiosa para incremento en diametro basal, en donde las poblaciones de
mayores altitudes tuvieron el mayor incremento. Las poblaciones de mejor
crecimiento fueron originadas a mayor altitud; esto es un patron altitudinal
contrario a lo reportado por otros autores. Incremento en altura de planta no tuvo
diferencias significativas entre poblaciones (P = 0.0603), aunque si una tendencia

similar a la de incremento en didmetro basal.

Para sobrevivencia de plantas, se observo que las que tienen mayor capacidad
de adaptacion en vivero, fueron las poblaciones de los extremos altitudinales,
principalmente las de mayores altitudes. Con un porcentaje de sobrevivencia
promedio entre procedencias de 75%, podemos decir que el rescate de planta de
regeneracion natural para su posterior crecimiento en vivero es viable,
recomendando indagar mas sobre esta practica, para evitar mayores gastos en

la colecta de semilla directamente del arbol.
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CAPITULO II. EVALUACION EN LA CONCENTRACION DE PROLINA
PRESENTE EN PLANTAS DE UN GRADIENTE ALTITUDINAL DE Abies
religiosa

RESUMEN

Para establecer las diferencias entre procedencias y tratamientos mediante la
determinacion del contenido de prolina (sustancia que provee de resistencia al
estrés por sequia) y su patron clinal altitudinal, se realizé un ensayo de 144
plantas de 6 procedencias de Abies religiosa provenientes de la regeneracion
natural en un gradiente altitudinal dentro de la Reserva de la Biosfera de la
Mariposa Monarca (desde los 2960 a los 3450 msnm). El ensayo fue establecido
en una casa sombra en el Instituto de Investigaciones de Ecosistemas y
Sustentabilidad, UNAM campus Morelia, Michoacan, donde 72 plantas fueron
expuestas a tratamiento de riego y las otras 72 a tratamiento de sequia, en un
disefio de blogues completos al azar, dispuestas en 5 bloques con parcelas de 5
plantulas de distintas procedencias, intercalando las parcelas con los
tratamientos (riego y sin riego).

No se obtuvieron diferencias significativas entre procedencias para la
concentracion de prolina (P = 0.3182), pero si entre tratamientos de riego/no riego
(P = 0.0080). Las plantas produjeron aproximadamente el doble del amino&cido
estudiado en el tratamiento de sequia, confirmando que responden con cambios
metabolicos para enfrentar el estrés por sequia.

Si bien no existieron diferencias estadisticamente significativas entre
procedencias, el patron altitudinal encontrado indica que las poblaciones de
mayores altitudes tuvieron una mayor produccion de prolina que las de mas bajas
altitudes, siendo una respuesta inesperada. Esto podria deberse a que los
mecanismos de resistencia a dafio por heladas son fisiol6gicamente similares a
los de resistencia a sequia.

Palabras clave: Abies religiosa, sequia, contenido de prolina, gradiente
altitudinal.
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CHAPTER II. EVALUATION OF PROLINE CONCENTRATION ON
SEEDLINGS OF AN ALTITUDINAL GRADIENT OF Abies religiosa

ABSTRACT

In order to establish the differences between provenances and treatments by
determining the content of proline (substance that provides resistance to drought
stress) and its altitudinal clinal pattern, a trial was carried out on 144 plants from
6 sources of Abies religiosa from natural regeneration on an altitudinal gradient
within the Monarch Butterfly Biosphere Reserve (from 2960 to 3450 m). The trial
was set up in a shade house at the Instituto de Investigaciones de Ecosistemas y
Sustentabilidad, UNAM Morelia campus, Michoacan, where 72 plants were
exposed to irrigation treatment and the other 72 to drought treatment, in a
randomized complete block design, arranged in 5 blocks with plots of 5 seedlings
of different origins, intercalating the plots with the treatments (irrigation and
without irrigation).

There were no significant differences between provenances for proline
concentration (P = 0.3182), but there were between treatments (P = 0.0080). The
seedlings produced approximately twice the amino acid studied in the drought
treatment, confirming that they respond with metabolic changes to cope with
drought stress.

Although there were no statistically significant differences between provenances,
the altitudinal pattern found indicates that populations at higher altitudes had a
higher production of proline than those at lower altitudes, an unexpected
response. This may be due to the mechanisms of resistance to frost damage
being physiologically similar to those of resistance to drought.

Key words: Abies religiosa, drought, proline content, altitudinal gradient.
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INTRODUCCION

La disponibilidad de agua para las plantas se reducira durante el siglo XXI debido
al aumento de evapotranspiracion como resultado del incremento de temperatura
(IPCC, 2001; Valladares et al., 2004). Por lo que muchos ecosistemas
dependeran del ritmo en que se produzcan los cambios climaticos y de la
velocidad de adaptacion de las especies (Klein et al., 2011). El déficit hidrico
afecta a todos los aspectos del crecimiento de las plantas, modificando la
anatomia, la morfologia, la fisiologia y la bioquimica (Kramer & Koslowski, 1979;
Covarrubias-Robles, 2007). Estas respuestas 0 mecanismos para evitar o
prevenir el estrés por sequia, han sido denominados estrategias y son

caracteristicas de cada especie (Larcher, 1995; Valladares et al, 2004).

Una teoria sobre la acumulacién de prolina (un aminoacido), indica que ocurre
como un mecanismo de compensacion para la mejor sobrevivencia de las plantas
durante el periodo de estrés. El amino4cido actia como un regulador osmotico
(Aspinall & Paleg, 1981; Martinez, 1992), en plantas sometidas a tensiones
hiperosméticas causadas por la sequia y la salinidad, que son los factores mas
importantes que limitan el crecimiento de las plantas y la productividad de los
cultivos (Delauney & Verma, 1993). Las plantas en condiciones de estrés son
susceptibles de incurrir a una sobreexpresion de las enzimas clave en la
biosintesis de osmolitos, como la prolina y otros aminoéacidos, las poliaminas y
los compuestos cuaternarios de amonio como la glicina betaina, la sacarosa, los
polioles, los azlcares-alcoholes y otros oligosacaridos (Tamura et al., 2003;
Moreno et al, 2009).

Al parecer, la prolina es el osmolito que se encuentra mas ampliamente
distribuido de forma acumulada en condiciones de estrés no solo en plantas sino

también en eubacterias, protozoos, invertebrados marinos y algas (McCue &
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Hanson 1990; Delauney & Verma, 1993; Yoshiba et al., 1997; Verbruggen &
Hermans, 2008). Siendo un importante soluto osmoprotector del citoplasma, que
provee estabilidad a los coloides (Herndndez-Acosta et al., 1999). Los osmolitos
son compuestos que tienen una funcién importante en el ajuste osmoético y
protegen a las células de las especies reactivas de oxigeno (Smirnoff & Cumbes.,
1989; Saradhi et al., 1995; Hong et al., 2000; Mohanty & Matysik, 2001; Pinhero
et al., 2001; Moreno et al, 2009; Abraham et al., 2010). Se ha sugerido que la
prolina puede actuar no sélo como osmolito, sino como reserva de energia, poder
reductor, fuente de nitrégeno y protector frente a radicales hidroxilo (Andrade et
al., 1995; Nolte et al., 1997; Hare & Cress, 1997; Parra-Quezada et al., 1999;
Hernadndez-Acosta et al., 1999). Ademas, como es un compuesto soluble puede
moverse a través de las vias del agua, es decir, por medio del xilema y floema

(Diamantoglou & Rhizopoulou, 1992).

Los efectos de la manipulacién genética de la sintesis de prolina pueden ser
especificos de especies de plantas (Verbruggen & Hermans, 2008).

Existe algo a lo que se le llama “limite xérico”, y es aquel en donde las especies
se encuentran en el limite de sus posibilidades de adaptacion a condiciones
calidas y/o de sequia. Usualmente es el limite altitudinal inferior o el limite sur en
el Hemisferio Norte. Aparentemente, debido al cambio climatico, este limite, se
estd desplazando hacia el norte y hacia mayor altitud, matando arboles
gradualmente, principalmente los arboles debilitados (Matyas, 2010). Este
fendmeno no ha sido tratado con la importancia que merece. Por contrario, desde
hace varios afos, los bosques de la Reserva de la Bidsfera de la Mariposa
Monarca han sido sometidos a diversas presiones, tales como: la conversién de
bosques a tierras de cultivo y tala clandestina (Merino & Hernandez, 2004).

Razon de mas para conservar y proteger el bosque de Abies religiosa, pues con
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el tiempo los ejidos aledafios pueden verse afectados con pérdidas sociales y

econdmicas.

El limite xérico tiene grandes consecuencias ecoldgicas y evolutivas que
requieren un enfoque transdisciplinario, priorizando estudios sobre cémo los
ecosistemas forestales responden a estrés ambiental extremo y sus mecanismos
de persistencia (como es el incremento en la produccion de prolina). Las
poblaciones que estan cerca de los limites xéricos deben conservarse, pues son
las que muy posiblemente estan mejor adaptadas al estrés hidrico y, por tanto,
son genéticamente mas valiosas (Matyas, 2010). Debido a la limitacién de los
recursos, como el agua se crea una respuesta competitiva entre las especies,
condicionada por sus adaptaciones fisioldgicas que repercute en la estructura y
estabilidad de la comunidad (Sanchez-Mejia et al., 2007).

En el presente trabajo se explord cuantificar la cantidad de prolina en un ensayo
de procedencias obtenidas a lo largo de un gradiente altitudinal de Abies
religiosa, con y sin estrés hidrico, a fin de determinar si existen diferencias
genéticas entre procedencias para el contenido de prolina bajo condiciones
normales y bajo estrés por sequia. La hipétesis es que las procedencias
originadas a baja altitud podrian ser mas resistentes a sequia debido a una mayor

capacidad de produccion de prolina bajo estrés hidrico.

MATERIALES Y METODOS

Las plantulas utilizadas para cuantificar el contenido de prolina fueron obtenidas
del ensayo de procedencias de Abies religiosa del ejido La Mesa, San José del
Rincon, Edo. de México (ver Materiales y méetodos del Capitulo | de esta tesis).
Dichas plantulas se obtuvieron mediante el “rescate” de plantula de la

regeneracion natural de Abies religiosa en un gradiente altitudinal dentro de la
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Reserva de la Biosfera de la Mariposa Monarca. Dado que en el ensayo existen
6 procedencias representadas en 6 bloques, fueron seleccionadas 4 plantulas al
azar por procedencia por bloque, es decir, de cada procedencia se obtuvieron 24
plantulas en total. Las plantulas tenian aproximadamente afio y medio de edad y
estaban creciendo en bolsa de vivero con tierra de monte como sustrato.
Posteriormente fueron trasladadas a una casa sombra (malla-sombra del 50%),
en el Instituto de Investigaciones de Ecosistemas y Sustentabilidad, UNAM
campus Morelia. Las plantas fueron colocadas en 5 bloques completos al azar,
con seis hileras de 5 plantulas cada una. Dentro de cada hilera (o parcela
grande), cada planta pertenecia a una procedencia distinta, elegidas al azar de
entre las 6 procedencias. Las hileras fueron de cinco y no de seis procedencias,
debido a limitaciones de los soportes de los envases. Las plantas que
representaban a las procedencias se ubicaron al azar dentro de la hilera. A las
parcelas se les asigné de manera intercalada los tratamientos de riego y sequia.
Es decir, cada bloque tenia 3 hileras de planta bajo riego y 3 hileras bajo sequia
(Figura 18). El tratamiento de sin riego consistié en la suspension de riego, una
vez que las plantas (todas) habian tenido riego normal por un mes, para facilitar
la adaptacion a la casa de sombra y permitir que las plantas se recuperaran de

su transporte desde el ejido La Mesa a la UNAM Morelia.

Figura 18. Experimento con plantas de Abies religiosa de la RBMM, con tratamiento de
riego y sin riego para determinacion del contenido de prolina.
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Para poder hacer una comparacion del contenido de prolina antes y después de
aplicado el tratamiento de sequia, se colectaron 2 aciculas por planta el 30 de
mayo de 2017 (Figura 19 A), las cuales fueron pesadas y resguardadas en un
Ultracongelador (Thermo Scientific) (Figura 19 By C).

Posteriormente, al mes de haber sido aplicado el tratamiento de sin riego (29 de
junio de 2017), se colectaron otras 2 aciculas por plantula, al igual que las
primeras, fueron pesadas en una bascula de precision (Sartorius) para poder
calcular la concentracion de prolina de acuerdo con un peso especifico v,
posteriormente, se colocaron en un Ultracongelador (Thermo Scientific) durante

una semana, para facilitar el trabajo de maceracion.

Figura 19. A) Ejemplo de colecta de aciculas de Abies religiosa por planta. B) Pesaje de
plantas de Abies religiosa de la RBMM en bascula de precision (Sartorius). C)
Untracongelador (Thermo Scientific).
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A continuacién, basdndose en la metodologia de Bates et al. (1973), pero
haciendo modificaciones al método, para la determinacion de la concentracion de

prolina libre en reaccién con la ninhidrina, se siguieron los siguientes pasos:

e Preparacion de Acido de Ninhidrina (Figura 20), mediante la colocacion
1.25 gr de ninhidrina por cada 30 ml de acido acético glacial y 20 ml de 6
M acido fosforico (en este trabajo se prepard una solucion de 6.25 gr : 150
ml : 100 ml, respectivamente), con agitacion hasta disolver, manteniendo

la solucion en fresco (en hielo a 4°C).

Figura 20. Preparacién de acido de ninhidrina con agitacion.

e El siguiente paso fue macerar las aciculas de cada plantula con 2 ml de
acido sulfosalicilico al 3% y colocar la mezcla en un tubo de ensayo (Figura
20 A).

e Se agregaron 1 ml de &cido de ninhidrina y 1 ml de &cido acético glacial
(Figura 21 B).

e Posteriormente, las muestras (ya en tubos de ensayo con sus respectivas
soluciones), se colocaron a bafio Maria a 100°C por una hora, terminando

la reaccion en un bafio de hielo (Figura 21 Cy D).
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Figura 21. A) Muestra de aciculas en &cido sulfosalicilico al 3% lista para macerar. B)
Muestras procesadas con acido de ninhidrina y acido acético glacial. C) Muestras
puestas a bafio Maria. D) Muestras en bafio de hielo.

La mezcla obtenida se pas6 a un embudo de separacion, en donde fue
extraida con 2 ml de tolueno, agitando vigorosamente para homogeneizar

la muestra (Figura 22 A).

El excedente de muestra fue regresado al tubo de ensayo, y la extraccién
requerida se paso6 a una celda (recipiente de vidrio que se usa para realizar
lecturas en espectrofotometro), para centrifugar la mezcla a 250 r/s por 5
minutos (Figura 22 B), de esta forma se aceleré la sedimentacién del
exceso de tejido vegetal y se evito la interferencia del mismo en la lectura

realizada por el espectrofotometro (Thermo Scientific).

Por ultimo, con el espectrofotometro (Thermo Scientific) se realizé la
lectura con una absorbancia de 520 nm (Figura 22 C), usando tolueno

como blanco.
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Figura 22. A) Muestra en embudo de separacion. B) Centrifugado de muestras. C)
Lectura de absorbancia con espectrofotometro a 520 nm.

La concentracion de prolina es determinada mediante una curva de calibracion,
la cual es la representaciéon grafica de una sefial que se mide en funciéon de la
concentracion de un analito (Dosal y Villanueva, 2008). Se realizé mediante la
preparacion de 5 tubos de ensayo con distintas concentraciones conocidas de
prolina (Cuadro 6).
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Cuadro 6. Reactivos usados para curva de calibracion para determinar el contenido de
prolina en seis procedencias de Abies religiosa.

Tubo de | Prolina Agua Acido de Acido acético
ensayo (ml) destilada (ml) | ninhidrina (ml) glacial (ml)
1 2.0 0 2 2
2 1.5 0.5 2 2
3 1.0 1.0 2 2
4 0.5 1.5 2 2
5 0 2.0 2 2

Los tubos que contienen la curva de calibracién (Figura 23) se obtuvieron
mediante el procedimiento anteriormente descrito, pero con una concentracion
de 0.001 g de prolina por 10 ml de agua destilada en vez de muestra de tejido

(modificacion a Bates et al., 1973, donde se us6 0.1 gr de prolina).

e

P A ]

Figura 23. A) Tubos para curva de calibracién B) Tubos en bafio Maria. C) Bafio de hielo
para terminar reaccion. D) Extraccion con tolueno. E) Agitacion para mezclar la soluciéon
de prolina con el tolueno.
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La curva se realizé a través de un modelo de linea recta, que consiste en
encontrar la recta que mejor ajuste al calibrado de una serie de datos, donde la
variable independiente estad representada por la concentracion de prolina
conocida y la variable dependiente por la lectura en nm (handémetros) obtenida
del espectrofotometro (Cuadro 7). La recta esta definida por una ordenada al
origen y una pendiente, mediante la ecuacion y = mx + b. Para determinar el
ajuste del modelo que relaciona la concentracion conocida con la lectura del

espectrofotometro, se calcula el valor de R? y su significancia (Figura 24).

Cuadro 7. Absorbancias de curva de calibracién tomadas por espectrofotémetro a 520
nm.

Tubo de ensayo | mg/ml de prolina | Abs
1 0.100 0.489
2 0.075 0.429
3 0.050 0.314
4 0.025 0.138
5 0.000 0.008
0.600
y=4.992x+0.025 |
= 0.500 R2=0.976 . °
< 0.400 L
S e
£ 0.300 e
2 e
§ 0.200 o
<0100 .7
0.000 &
0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1 0.12

Concentracion de prolina (mg/ml)

Figura 24. Curva de calibracion para determinar contenido de prolina mg/ml.
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Para determinar el contenido de prolina por gramo de tejido, se hacen diversos

calculos que se describen a continuacion:

e Teniendo las absorbancias y los resultados de la ecuacion y = mx + b, se

procede a sacar la concentracion de prolina con la siguiente formula:

Abs — b
[Pl = ——
m
Donde:
[P]: Concentracién de prolina b: ordenada al origen
Abs: Absorbancia en nm m: pendiente

Que se obtuvo mediante el despeje de la variable x, que para nosotros es la

concentracion de prolina.

e Posteriormente, el resultado de la ecuacion anterior se multiplicé por 2,
debido a que se utilizaron 2 ml de tolueno para extraer el material que se

usara para determinar la absorbancia de cada una de las muestras.

e El resultado de multiplicar por 2 se divide entre los gramos de tejido de

cada muestra para poder obtener la concentracion en mg/gr.

e Con las mediciones de los dos meses evaluados, se sacé una diferencia
del mes de junio menos la del mes de mayo, para ver el cambio en el
contenido de prolina a través del tiempo cuando las plantas ya estaban en

tratamiento (riego y sin riego).
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e Los resultados fueron evaluados mediante un Analisis de Varianza
(ANOVA), con la ayuda del programa SAS (Satistical Analysis System

9.0), con el procedimiento Proc GLM.

RESULTADOS Y DISCUSION

La prolina es un mecanismo de respuesta metabdlico de las plantas (ajuste
osmotico), que consiste en incremento de su concentracion bajo condiciones de
estrés por sequia; esto permite que el potencial de turgencia al interior de las
células sea alto, permitiendo que la apertura de estomas, expansion foliar,
transpiracion y fotosintesis se mantengan en funcionamiento por mas tiempo
(Lakaso, 1979; Parra-Quezada et al., 1999). En este trabajo, se confirma que la
prolina aumenta en condiciones de estrés por sequia, obteniendo diferencias
significativas entre tratamientos: media bajo tratamiento de riego: 4.3 mg
prolina/gr de tejido; sin riego: 7.7 mg/gr (P = 0.0080; Cuadro 8). Este resultado
concuerda con el de otros autores que han encontrado un incremento de la
produccion de prolina en especies de coniferas bajo estrés por sequia, como
Pinus ponderosa (Vance & Zaerr, 1990), P. radiata (De Diego, 2012), P. greggii
y P. patula (Ortiz, 2006).

Cuadro 8. Analisis de varianza para determinar el contenido de prolina entre 6
procedencias de Abies religiosa de la RBMM.

Fuente de variacion G.L. | Cuadrado | P-valor
Medio
Tratamiento 1 324.2 0.0080
Procedencia 5 28.3 0.3182
Tratamiento*Procedencia 5 18.1 0.7753
Error 101 36.2
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Se puede observar que el aumento de prolina en las plantas (todas las
procedencias), como respuesta al tratamiento, fue aproximadamente del doble
gue en las plantas de riego (Figura 25). Aunque se esperaba que la lectura del
tratamiento de riego fuera cercana a 0, se observa que presenta contenidos de
prolina de 2.5 a casi 6 mg/gr de tejido. Esto podria deberse a las altas
temperaturas durante el periodo en que fue realizado el ensayo (mayo Yy junio).
Es decir, probablemente presentaron estrés en su potencial hidrico, a pesar de

ser regadas.
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Figura 25. Medias, regresion cuadratica y valor de p, para el contenido de prolina en seis
procedencias de Abies religiosa (los datos fueron obtenidos de la diferencia del mes de
junio menos el mes de mayo).
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No obstante, a pesar de que existe una respuesta metabdlica de las plantas a la
suspension del riego, no se pudo demostrar que existieran diferencias entre
procedencias (Figura 25), por lo que se sugiere realizar experimentos similares,
pero con un mayor tiempo de tratamiento y/o con mayor tamafio de muestra. Esto
para confirmar si el tiempo es el factor que determina la variacion genética para
el aminoacido estudiado, o si existe alguna otra respuesta que favorezca el patron
genético de la especie. Delauney & Verma (1993), menciona que la cuestion
sigue siendo si la acumulacion de prolina en los tejidos vegetales proporciona
una ventaja adaptativa a la planta bajo estrés osmaotico o es simplemente una
consecuencia accidental de otros cambios inducidos por el estrés en el

metabolismo.

Se observa que el patrén clinal altitudinal no es el esperado, ya que la hipétesis
era gue las poblaciones de las mas bajas altitudes produjeran una mayor cantidad
de prolina, como una respuesta adaptativa a las condiciones de mayor
temperatura y menor humedad. Sin embargo, se ha demostrado que los
mecanismos fisioldgicos de respuesta de las plantas al enfrentarse a estrés
hidrico tienen mucho en comun con el estrés por bajas temperaturas, tanto en
estrategias de resistencia que implican caracteristicas morfolégicas y funcionales
(como el ajuste osmético), como en efectos finales (deshidratacién celular)
(Nardini et al., 2000; Beck et al., 2007).

Durante el desarrollo de una comunidad de arboles, la competencia intensiva se
produce por la luz, la humedad y los minerales, lo que resulta en la diferenciacion
de los arboles en diferentes clases de copa (Kramer & Koslowski, 1979).
Probablemente la competencia entre individuos de Abies religiosa con otras
especies con las que se encuentra en transicion en el limite altitudinal inferior (por
ejemplo, Pinus pseudostrobus), es un factor determinante para la persistencia de

los individuos de A. religiosa, mas que la capacidad adaptativa para resistir la
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sequia. En otras palabras, mas que la diferenciacién genética de la capacidad de
resistir estrés por sequia entre procedencias, en el limite altitudinal inferior lo que
probablemente seria decisivo serian las interacciones bi6ticas, en particular, la
competencia con Pinus pseudostrobus. Esto concuerda con la observacion en
campo de que el limite xérico de A. religiosa es muy difuso (no hay un claro limite
altitudinal en la distribucion de los fragmentos de poblaciones de A. religiosa en
su limite inferior). En contraste, el limite altitudinal superior es mucho mas
definido, probablemente determinado por temperaturas frias, en un ecotono en
donde se mezcla Pinus hartwegii, especie de pino que seguramente no

representa una competencia seria por caracterizarse por rodales muy abiertos.

CONCLUSIONES

Se obtuvo que las plantas de Abies religiosa producen mayor cantidad de prolina
como respuesta al estrés por sequia. Sin embargo, no se encontraron diferencias
significativas entre las procedencias de A. religiosa. También se encontré que el
patrén clinal no fue estadisticamente significativo, no fue el esperado, al observar
gue las poblaciones de las mayores altitudes producen un mayor contenido de
prolina. Esto podria deberse a que éstas Ultimas poblaciones estan adaptadas a
climas extremos de frio y, como respuesta metabdlica, generan distintos
aminoécidos en un mecanismo similar al de la produccion de prolina para
compensar el estrés hidrico. Otra posibilidad es que las poblaciones del limite
inferior estan mAas sujetas a presiones de seleccion por la competencia,
principalmente con Pinus pseudostrobus, mas que a su capacidad de resistir el
estrés hidrico, y por lo tanto, no se ha generado una diferenciacion genética entre

poblaciones para la capacidad de producir prolina.
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