RAES

TESIS CON

FALLA DE ORIGH

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE ~ MEXICO J

FACULTAD DE CIENCIAS

DIVISION DE ESTUDIOS DE POSGRADQ

MICORRIZACION ARBUSCULAR DE Cosmos atrosanguineus
COMO UN ‘MECANISMO PREADAPTATIVO A SU
ESTABLECIMIENTO EN SUELO.

TESIS

Que para obtener el Grado Académico de

MAESTRIA EN CIENCIAS
(EDAFOLOGIA )

presenta
MARIA DEL PILAR ORTEGA LARROCEA

Director de Tesis M. enC, Sergio Palecios Mayorga

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



AGRADECIMIENTOS

Quiero hacer patente mi mis profundo agradecimiento:

Al Dr. Jorge Gamma Castro por la caracterizacion edafologica del perfil,
A la M. en C. Nidia Pérez Nasser por la lectura de las bandas en los geles.
Al Bidl. Mai Jun Jiao por la enseiianza de la técnica de isoenzimas,
AlM.enC. Alejandro Martinez Palacios por su asesoria en el corrimiento de los
geles y en el proceso de adaptacion de la planta al suelo.
A la M. en C. Lucia Varela Fregoso por su apoyo en la elaboracion y revisién de
las preparaciones de esporas como material de respaldo.
Al Dr. José Luis Villasefior por sus comentarios y orientacion acerca de la
taxonomia de la planta.
Al técnico laboratorista Pedro Avilés por las determinaciones de fosforo de las
muestras.

A los Miembros del Jurado por la revision del manuscrito.

Muy especialmente a la Direccion General de Asuntos del Personal Académico
(DGAPA) y al Instituto de Geologia de la UNAM por haberme apoyado con una
beca de licenciatura y maestria.
A mis asesores M. en C. Sergio Palacios Mayorga y Dr. Victor Manuel Chivez

Avila, por todo el apoyo que siempre he recibido de ellos.



INDICE

Resumen 1
Introduccion 2
Objetivos 6
Antecedentes ' 7

Algunas consideraciones importantes

de las dreas involucradas 12

Metodologia : 24
Resuitados y Discusion 31
Conclusiones 54
Anexo 1 55
Anexo 2 56
Anexo 3 60

Bibliografia 62



RESUMEN

Cosmos atrosanguineus (Hook,) A. Voss es considerada una compuesta
probablemente extinta en condiciones silvestres. Es una especie endémica de México
cuya distribucion abarco el este central del pais, en los estados de San Luis Potosi y el
sureste de l{idalgb. Las causas p:;obables de su desaparicion son una excesiva
depredacion a principios de este siglo, junto con la gradual destruccion de su habitat
que corresponde al Bosque de Encino, Hasta el inicio de los aiios 40 se vendian sus
semillas comerciaimente y la planta fue introducida a Europa como flor de ornato
Ileéalldo a ser muy popular en los jardines del Reino Unido. Sin embargo, los
mecanismos de dispersion mediante la propagacion vegetativa de muy pocos
individuos, han conducido a la total erosion y pérdida de variabilidad genética de la
especie. La multiplicacion masiva del clon por micropropagacion se inicié en los
Jardines Botinicos de Kew en Inglaterra con la finalidad de regresar a la planta a su
pais de origen. Su reintroduccion a su ecosistema natural se podrad realizar una vez
resueltos los problemas de variabilidad genética y adaptacion a su habitat de Iés
plantas micropropagadas.

Como una primera contribucion, se analiza el grado de homogeneidad genética de
individuos sujetos a la micropropagacion en nuestro pais, mediante andilisis de
isoenzimas. Se determinan las condiciones de establecimiento en una mezcla de suelo
preparada artificialmente y en un suelo natural procedente de su habitat. Se pretende
incrementar la sobrevivencia y mejor desarrollo de las plintulas mediante la

micorrizacion arbuscular en la fase de aclimatacion en invernadero.



INTRODUCCION

Existen varias razones por las que una planta se estima extinta o en vias de
extincion, Se consideran especies amenazadas a todas aquellas sometidas a riesgos que
vulneran su existencia, talés como la modificacion dristica o destruccion total de sus
habitats (Siuchez, 1987). Raven en 1984 reporta que para principios del siglo XXI, 1/6
de la biodiversidad del planeta habri desaparecido, siendo esta una tasa de extincion
mayor que la sucedida en los eventos del Cretisico (recordando que a grosso modo, la
extincion de una especie trae como consecuencia la desaparicion de 1 a 10 mis). Si
bien Ia preservacion del habitat y del ecosistea son una manera logica de hacer
frente a la extincion de especies, su rescate debe comenzar con una valorizacion
adecuada y real de su conservacion y manejo,

Con base en Eckef (1989) quien aborda de una manera muy precisa el problema
del rescate y reintroduccion, se sustenta nna gran parte de este trabajo:

En un esfuerzo por frenar la extincion, muchas plantas amenazadas han sido
rescatadas de sus habitats naturales y mantenidas en varios tipos de cultivo ex situ. La
reintroduccion considera la preservacion in situ (en sus ecosistemas nativos) de
plantas anteriormente propagadas. Pocos intentos de este tipo han dado resultados
exitosos, fundamentalmente porque no se toma en cuenta Ia ecologia y las pricticas
horticolas involucradas. El éxito en Ia reintroduccion esti dado, en principio, por altas
tasas de sobrevivencia y posteriormente, por la habilidad de adaptacion del organismo
durante un tiempo ecoldgico. Los minimos estudios que se requieren para reintroducir

adecuadamente una especie, deben considerar por periodos de por lo menos un aiio, a



los principales factores bioecoldgicos involucrados como el crecimiento de la especie en
condiciones naturales (florecimiento, fructificacion, asociaciones vegetales, etc.) y las
caracteristicas edaficas, climaticas, etc. del habitat. Las plantas propagadas no deben
ser tratadas con plaguicidas que eliminen las interacciones naturales que se establécen
en la rizosfera, por lo que se recomienda la inoculacion previa con microorganismos
procedentes de la misma para aumentar su supervivencia, capacidad reproductiva y
~ crecimiento (Linderman, 1988; Baas, 1990). Los problemas de inadaptacion pueden
ser solventados al simular las condiciones particulares del microhabitat. Los anilisis
del suelo son importantes ya que éste puede inflluir en la sobrevivéncia de Ia especie,
especialmente en su habilidad reproductiva (formacion de semillas). En este sentido,
los estudios de biologia de Ia reproduccion permitirian asegurar la descendencia y
adaptacion futura. Del mismo modo, se debe considerar y prevenir la depredacién ya
que puede acabar en un momento con una poblacién entera. Es indispensable tomar
en cuenta las interacciones con el macro y micro habitat como las simbiosis
micorrizicas, que son determinantes en la absorcion de agua en periodos de estrés y/o
en el establecimiento de las plintulas, ya que el agua y los nutrimentos son dos de los
factores mas limitantes en la supervivencia. Esto no quiere decir que se deban
introducir micorrizas extranjeras, si no mis bien especies que fueron aisladas
previamente del lugar. Estas asociaciones micorrizicas pueden ser criticas en el éxito
de futuras reintroducciones. Contradictoriamente, la produccion de plantas sanas y
muy bien cuidadas (con excesivos aportes de agua y fertilizantes) también conlleva a

un fracaso en la reintroduccion, puesto que no estin siendo adaptadas para



enfrentarse a condiciones de sequia o deficiencias nutrimentales. Otra considéraci()n
importante para el establecimiento de las plantas propagadas, es que el suelo provenga
del habitat original de la especie asi éomo la seleccion de la estacion del aiio en la que
se llevard a cabo el transplante, para que esto facilite el proceso: De cualquier modo, el
estrés de salida debe ser cuidadosamente vigilado durante el primer aiio y ayudar a las
plantas a que se adapten poco a poco a las condiciones naturales. Muchas veces, el
éxito en el reestablecimiento radica en el monitoreo y seguimiento de las poblaciones,
razon por la cual, es fundamental considerar su tamaiio (Hall, 1987),

Por otro lado, es necesario asegurar la variabilidad genética (que se puede
suministrar colectando plantas de diferentes lugares o ambientes), aunque se debe
evitar la mezcla de especies diferentes para no producir complejos genéticos
coadaptados que lleguen a extinguir a la poblacion (la transferencia de genes en
poblaciones reintroducidas es un problemna delicado) (Noss, 1987), Una técnica util
para evaluar el grado de variabilidad, es el estudio de las isoenzimas.

La utilizacion de la micropropagacion como una herramienta para salvar especies
en vias de extincion fue propuesta inicialmente por Raven (1976) y Wochok (1981). El
rescate de especies por rutas biotecnoldgicas debe ser interdisciplinario y considerar
distintos criterios, ya que la ameuaza por los cambios y alteraciones ecologicas tiene

dil‘ereq}gsq Jimensiones para cada especie (afiadiendo a esto que el endemismo

0‘&},-_ !

M’Mgro de desaparecer). En primer lugar, se debe asegurar que la
especie problema realmente se encuentra amenazada en cualquier categoria, El rescate
y reintroduccién ex situ propuesto por Fraukel y Soulé (1981) considera que los

cambios genéticos y fenotipicos de la poblacion original deben ser nulos, evitando las



modificaciones producidas por la domesticacion; pero también, se debe impedir Ia
pérdida de variab‘ilidad genética. Por tanto, la clonacion se recomienda cuando se
‘ tiene una base genética relictual o muy pobremente representada y la variabilidad se
debe procurar aunque sea artificialmente, con variantes somaclonales que pueden ser
producidas mediante los callos inducidos (Rubluo y Flores, s. f.).

La biotecnologia vegetal, como el estudio de las condiciones experimentales optimas
'p'ara la manipulacién del genoma a través del manejo de los tejidos, es una potente
afma para hacer frente a estos problemas. La propagacion masiva por cultivo de
tejidos, aclimatizacion y establecimiento para recobrar especies en peligro tiene un
potencial obvio, Sin embargo, el término rescartar implica un éxito en cada una de
estas etapas y el término recuperar se logra cuando se alcanza la adaptacion y

reintroduccion a la vida silvestre (Rubluo ef al., 1993).



OBJETIVOS

En la presente investigacion, se plantearon los siguientes objetivos:

. Mantener y multiplicar in vitro las plantas de Cosmos atrosanguineus donadas
. por el Jardin Botinico de Kew.

2, Determinar las condiciones de aclimatacion y establecimiento ex vifro de las
plantas micropropagadas.

3. Mejorar las condiciones preadaptativas de establecimiento en suelo a través de Ia
micorrizacion arbuscular en la fase de aclimatacion.

4. Observar el desarrollo de las plantas en un suelo natural procedente de su
habitat original.

5. Establecer el grado de homogeneidad genética del clon en los cultivos in vitro

mediante el anilisis de isoenzimas.



ANTECEDENTES
Cosmos atrosanguineus: “Una planta extinta en la naturaleza”,

Cosmos atrosanguineus es una planta endémica de: México. En relacion a su estatus
bioldgico, se habla de un proceso de extincion en condiciones naturales. Como se veri,
esta consideracion puede llegar a ser un tanto ambigua.

Una especie en peligro de extincion es aquella cuya poblacion es menor a los 25 000
individuos; bien sea endémica de una localidad ecologica o bien de amplia
. distribucion, pero localizada en poblaciones aisladas y de reducido tamaiio que estin
siendo disminuidas dristicaniente y pudiendo existir en condiciones de domesticacion
en jardines botdnicos mas ya no en condiciones naturales (Sanchez, 1987). Citando a
Vovides (1995): “..es casi siempre imposible estar absolutamente seguro de cniles
especies son raras, amenazadas o en peligro y los ejemplares de herbario no son
necesariamente una indicacion del estatus de las plantas a este respecto.” “..antes del
afio de 1979, se creia que Magnolia dealbata estaba extinta pero con nuevas
exploraciones botdnicas se descubrieron por lo menos dos sitios en donde esta especie
todavia existe en forma silvestre.,”.

Si bien las compuestas son una familia que abarca especies' de muy ficil
propagacion, siendo muchas de ellas ruderales y altamente competitivas; algunas se
encuentran en vias de extincion, Probablemente la enorme representatividad de esta

familia a lo largo de todo nuestro territorio, sea la causa por la que no se le considere



ni siquiera en una de las listas de especies vegetales mexicanas amenazadas de
extincion (vease Flores y Gerez, 1994), En el Diario Oficial de la Federacion
(Altamirano, 1993) se publica una lista emitida por parte de la Secretaria de
Desarrollo Social, de las especies raras, endémicas, amenazadas, en peligrov de
extincion y sujetas a proteccion especial. Dentro de la Familia Compositae, la especie
gitada mis cercana al Cosmos es Dahlia scapigera, en calidad de especie rara, Solo se
tiene reportada una especie para la categoria de amenazada, una para en peligro de
extincion y ninguna sujeta a proteccion especial. De C. atrosanguineus no se hace

referencia alguna,
1. Descripcion botdnica de Cosmos atrosanguineus (Hook.) Ortg,

El nombre genérico de Cosmos proviene del griego Kosmos (ornamento) en elogio a
su floracién. En el Curtis Botanical Magazine (1861) se describe a Cosmos diversifolius
var. atrosanguineus en relacion al rojo profundo de sus flores, siendo ésta la primera
descripcion donde se sitiia a la planta en este género. La caracterizacion segiin Hooker
fue la signiente: |

Las semillas de la planta se recibieron del Sr. Thompson de México considerada
como una de las mas bellas del género. Se duda si puede ser referida a otra descripcion
anterior, puesto que para el género se describen hojas bipinadas y esta planta las
presenta simplemente pinadas. Cosmos scabiosoides H. B. K. comparte esta
caracteristica, sin embargo, sus hojas son mucho mds pequeiias, casi del mismo color y

completamente liguladas. Se decidid colocarla como una variedad de C. diversifolius



dada la similitud de sus flores, que difieren solo en el color. No se cuenta con la parte
radical de los ejemplares, por lo que no se puede hacer una comparacion para este
caracter. Se concuerda con Otto al describir esta ueva especie como dudosa.
Morfologicamente, la planta es muy lozana (como causa probable de Ia riqueza del
suelo), con pediinculos de 1.5 pies de largo, hojas inferiores de 8 a 9 pulgadas con
pinas de 1.5 a 2 pulgadas y de 1 a 2 puigadas de ancho. Ei color de Ia flor es sangre
purpiireo profundo con un gran parecido a las dalias pequeiias de una sola flor. Se
recomienda conservarla en invernadero durante el invierno y colocarla junto a los
bordes en el verano.

La descripcion mas reciente de la especie estd dada en una revision del género en
1932:

Cosmos atrosanguineus (Hook.) Ortg. in Hemsl. Biol. Centr. Amer. Bot. 2: 199,
1881; C. diversifolius var. atrosanguineus Hook In Curtis ‘s Bot. Mag. 87: pl. 5227.
1861. Bidens atrosanguinea Ortg, in Regel’s Gartenflora 10: 406 pl. 347, 1861; Dahlia
Zimapani Roezl ex Ortg. loc. cit.; cf a Vilmorin, Fl. PL. Terre edit. 2: 269. 1866*.
Especimen tipo: el material de Hooker procedia de semillas del Sr. Thompson de
México. Los especimenes podrian estar en Kew. El Sr. Thompson recibié semilias de la
misma fuente que el Sr. Ortgies y las iltimas fueron cultivadas en el Jardin Botanico
de Zurich contemporﬁneam;llte a los cuitivos de Hooker, Ortgies dice que sus semillas
fueron colectadas por Roezi cerca de Zimapan en el estado de Hidalgo, México y su
distribucion se da en el este central de México, en el estado de San Luis Potosi y al

sureste del estado de Hidalgo.



* La descripcion botanica de las especies afines se dan en el anexo 1.
2, “Siguiéndole la pista”.

En un comunicado que emite Plant Heritage en 1993 (Fay, 1993), se dice que la
planta estuvo disponible de 1869 a 1942 en los catilogos comerciales de semillas de
'l‘ﬁompson, fecha a partir de la cual, ya no se vendié mas semilla de esta planta, El
material que tienen en Kew proviene de una reserva no especificada que ha sido
propagada vegetativamente, puesto que las plantas actuales no forma semillas fértiles.

En la bibliografia taxonémica de comun consulta no aparecen referencias de
Cosmos atrosanguineus como tal: Flora fanerogimica del Valle de México de
Rzedowski y Calderon (1985), Flora del Estado de México de Martinez y Matuda
(1979), Claves para la identificacion de los géneros de la Familia Compositae en
México de Rzedowski (1986), Flora del Valle de México de Sanchez (1980).

En antiguas referencias botdnicas se describe un Cosmos sp. de hojas escarlata
coentli y de tallos nudosos purpureos ocopichi (Historia de las plantas de la Nueva
Espaila de Herndndez, 1943). Seria preciso lievar a cabo una bisqueda intensiva en
este tipo de bibliografia, considerando las descripciones botinicas anteriores (Bidensy
atrosanguinea en 1861 y Dahlia zimapani en 1866) que corresponden a las fechas de
elaboracion de estos escritos.

Las caracteristicas horticolas de este género d-escriben a plantas erguidas de follaje

atractivo y flores sencillas de colores blanco, rosa y carmin, Soportan terrenos pobres



y arenosos y crecen al sol aunque toleran algo de sombra; su siembra se Heva a cabo de
febrero a marzo y florecen en abril, junio y hasta septiembre. Cabe aclarar que
algunos cosmos (C )n'pinnatus, etc.) crecen directamente al sol, por lo que son
amados mirasol. Otras especies lo hacen al abrigo de los encinos (C. sulphureus, C.

scabiosoides, etc.).

3. Causas de su extincion.

a. Destruccion de su habitat.

Como se menciona anteriormente, el habitat de esta especie son o fueron las
cercanias de Zimapan y el sureste del estado de Hidalgo; el este central de México y la
zona boscosa de la sierra de San Luis Potosi. Si bien todos estos lugares muestran un
alto grado de perturbacion que se puede observar en un recorrido de campo, existen
todavia algunas dreas protegidas. Particularmente para San Luis Potosi, que es el
lugar elegido para esta investigacion, el bosque de Encino comienza a ser desplazado
por la agricultura*. Su explotacion intensiva se dié a principios de siglo cuando se
establecieron las compailias mineras extranjeras en los alrededores. En las excursiones
botdnicas que se han realizado en estas zonas, no se han encontrado poblaciones
silvestres. Sin embargo como menciona Vovides (op. cit.), no se puede asegurar no

encontrarias en bisquedas posteriores.



* La descripcion completa de la zona de estudio se da en el anexo 2.

b. Comercializacion excesiva o depredacion completa,

Comercialmente hablando, los Cosmos son flores de ornato y de éorte que tuvieron
su auge hace ya mis de 30 aitos (segin el Reader’s Digest, 1967). En este libro se hace
la siguiente referencia: “La mayor parte de las plantas proceden del Cosmos
bipinnatus de México, aunque hayan sido hibridadas con otros Cosmos, como Cosmos
sulphureus, Cosmos diversifolius, etc, todos también de origen centroamericano”. En
otro Iibro de horticultura (Bianchini y Carrara, 1975) se menciona que su
introduccion a Europa se did a finales del siglo XVIII,

La ya citada disponibilidad comercial de semillas en el catilogo de Thompson y
Morgan hasta el ailo de 1942, a partir del cual se dejan de vender abruptamente;
sugiere que se dié una depredacion intensiva de las poblaciones silvestres que se
establecian alrededor de las zonas mineras del bosque de encino, que americanos y
europeos explotaron hasta estas fechas. Probablemente los colectores de semillas
partieron junto con las compaiiias mineras y dada la adaptacion de esta planta al
clima templado europeo, no se precisé la colecta de mas material. Continuando con la
especulacion, algin evento de tipo climatico quizd mermé por completo los pocos
individuos que crecian en lugares cercanos y accesibles (sin internarse mas adentro de

la sierra), impidiendo con esto el reestablecimiento natural de las poblaciones



relictuales. La informacién de campo obtenida de los habitantes del lugar, confirma
que esta planta llamada por ellos “pan y queso” ya es poco vista (si es que corresponde

al dibujo mostrado) y no le dan ninguna utilidad ni como flor de ornato.

4. Hacia una valorizacion, rescate y reintroduccion,

En un comunicado del Kew Scientist (KRBG, 1993), en la seccion de Plantas
econdmicas, su conservacion y evolucion, se hace referencia a la planta como “un bien
conocido pero amenazado miembro de las compuestas”. A pesar de que es popular y
perenne y que crece ampliamente en el Reino Unido; tiene una muy pobre base
genética (probablemente originada a partir de una sola planta). Se ha caracterizado su
ADN con tecnologia RAPD y los clones han sido micropropagados con la intencién de
regresarlos continuamente a la UNAM en cuitivos in vitro para su counservacion y
posteriores ensayos de reintroduccion. El Dr. Fay, encargado de la Unidad de
Micropropagacion del Kew Royal Botanical Gardens, hace un llamado a lIa
comunidad cientifica para que le envien plantas de Cosmos atrosanguineus de
cualquier lugar del mundo, ya que probablemente al tratarse de una especie
ornamental, existan individuos genéticamente diferentes para que se pudieran
propagar masivamente., De este modo, con técnicas de manipulacion de ADN, se
podrian distinguir sus origenes y llevar a cabo cruzas que puedan aumentar la

variacion (Fay, 1993),



Por otro lado, el olor tan conspicuo de las flores de esta especie, la ha llevado a
aparecer en un libro educativo: la planta de chocolate o la Cosmos daisy, es un ejemplo
de como los unifios pueden cultivarla sin niugunavdiﬁcultad de ser adquirida. Las
ilustraciones los guian para transplantarla de un maceta a otra, mejorando su drenaje
¢ incluso su olor mediante el uso de desperdicios de cacao como abono. Su floracion se
puede observar al siguiente aiio, después de un periodo de frio. Este tipo de difusion
puede ser un buen comienzo para la valoracion de plantas en extincion que se han

" domesticado.
Evaluacion de la preservacion in vitro de germoplasma.

Un germoplasma es una reserva genética de una especie que es mantenida en
almacenamiento bajo condiciones particulares, para poder hacer uso de ella en un
momento requerido. Se refiere a la preservacion ex situ de la especie. La conservacion
in vitro de un germoplasma es una labor que requiere de un extenuante trabajo para
que se lleve a cabo de un manera ideal y para que realmente sea practica y
poteucialmente valiosa. En las pricticas de mantenimiento in vitro, el subcultivo
involucra, ademds de una labor continua de resiembra con riesgos de contaminacion,
una disminucion del potencial de regeneracion y multiplicacion de los brotes'y un
aumento en la probabilidad de que se produzcan cambios genéticos, la mayoria de las
veces indeseables. Por estas razones, es necesario llevar a cabo el continuo
establecimiento en suelo de este material y conservarlo vivo en un lugar adecuado

como lo son los Jardines Botanicos.



En abril de 1993, el Kew Royal Botanical Gardens doné 6 frascos de plantas
regeneradas por cultivo de tejidos provenientes de un individuo de su coleccion viva,
- Esta coleccidon esta situada en el area 751 de Wakerhurts Nursery y cuenta con un
total de 178 plantas donadas por la National Trust; esta catalogada con un alto valor
horticola aunque sin ningun interés cientifico. Se les describen raices tuberosas, alta
tolerancia y habitos anuales con floracion de junio a agosto. Se cuenta con otra
.ct;lecciéll proveniente de una donacion de Lero y Davison, con 420 plantas localizadas
en la region Alpine y herbaceous (drea 136 02), A estas plantas se les asigna también
un muy alte valor horticola con un posible interés cientifico. Se recomienda su
cuidado durante el invierno, se dice que son de hébito perenne pero que perece y con

flores hermafroditas que se dan en el mes de agosto.

A continuacion se cita la metodologia de micropropagacion establecida en Kew y

facilitada por Howarth (1993).

L. Se esterilizaron explantes de cortes a partir de entrenudos de 2 cin (provenientes
de los tallos de las plantas a los que se les removieron las hojas) en etanol 100 %
durante 10°; empapsndolos en cloro al § % mas 2 gotas de TWeen 80 por 20-25", Se
lavaron 3 veces con agua destilada estéril y se sembraron en un rango de medios para
encontrar el optimo para la proliferacion. En los cultivos contaminados se aplicé un
antibidtico en la superficie del medio hasta que los nuevos brotes fueron removidos.

2. La mejor respuesta se encontré en medio MS con 2 mg/l de BAP y 0.1 mg/l ANA

(combinacion que produjo la produccion de mds brotes en el menor tiempo). El



subcultivo se lleva a cabo cada 3-4 semanas para prevenir la formacion de callo y
cambios morfologicos (como el desarrollo de 3 hojas de un entrenudo o tallos muy
delgados).

3. El enraizado se da rapidamente en MS al 50% sin fitoreguladores. Se produce
una sola raiz sin ramificaciones.

Para estas fechas se estaba probando mejorar el enraizado y no se habian hecho
atn ensaiyos de establecimiento en suelo. En una visita al Royal Botanical Gardens en

1994, la adaptacion al suelo no habia representado grandes dificultades.

Papel del Jardin Botinico.

Los Jardines Botanicos, considerados los centros de excelencia para el cultivo y
propagacion de especies raras y poce conocidas, asi como de plantas silvestres nativas
(Vovides, 1995); son los sitios adecuados para montar los primeros ensayos de
reintroduccion.

La colaboracion del Jardin Botidnico del Instituto de Biologia de la UNAM con el
KRBG tiene como objetivo, mantener este gerioma ex situ mediante su
micropropagacion, establecimiento en suelo y en la coleccion de plantas vivas del
Jardin, con fines no sole de difusion, si no tambien de conservacion y de una futura

reintreduccion,



Algunas consideraciones importantes de las dreas involucradas.

Se relaciona a cada una de éstas areas (micorrizas arbusculares, cultivo de tejidos
vegetales, anilisis de isoenzimas y estudios edafoldgicos), con la adaptacion de las
plantas en suelo, siendo éste el primer antecedente para llevar a cabo una futura

reintroduccion de esta especie.
1. Acerca de las micorrizas arbusculares,

Es conocido que las micorrizas se desarrollan en las raices de mas de un 90 % de las
plantas, estando presentes en la mayoria de los ecosistemas terrestres y desempeiando
un papel fundamental en los procesos ecoldgicos (Hooker, 1994). En particular, las
micorrizas arbusculares colonizan las raices de una gran parte de plantas silvestres y
comercialmente importantes en la agricultura, horticultura y silvicultura, La
condicion micorrizada natural de las plantas como “la regla y no la excepcion”
(Marks, 1991), expresa claramente la importancia ecoldgica de esta simbiosis. Segiin
un esquema prbpuesto por Brundrett (1991), las asocinciongs micorrizicas forman
parte de un universo en el que sus constituyentes son:‘

1.Condiciones ambientales y del suelo
2.Planta hospedera

3. Hongo micorrizico



En la naturaleza, no sélo las micorrizas actiian en beneficio de las plantas. Las
asociaciones tripartitas con otres microorganismos producen igualmente un efecto
sinérgico (Frankia, Rhizobium, Azospirillum, Azotobacter, Pseudomonas, etc.). Si bien
la mayoria de las especies de hongos micorrizicos arbusculares, pueden colonizar a la
mayoria de las plantas, al menos en algin grado (Vestberg y Estaiin, 1994); en muchas
investigaciones se ha visto que el efecto en su érecimiento se ve influenciado por cierta
“especificidad (Lovato er al., 1994). Esto depende en gran medida de las condiciones

edificas a las que estAn adaptados ambos simbiontes.
Micorrizacion arbuscular en el establecimiento de plantas micropropagadas.

Los estudios de readaptacion y reincorporacion a condiciones edificas de cultivos
que han sido masivamente propagados, no consideran el papel que juegan los
microorganismos del suelo en este proceso. Las plantas que necesitan de esta simbiosis
para subsistir, si logran mantenerse vivas, presentan serias deficiencias o se
desarrollan raquiticamente. La micorrizacion en las pricticas horticolas y agricolas,
permite incrementar la resistencia a varios tipos de estrés, por lo que kla inoculacion en
el transplante con el endofito apropiado, puede resultar muy favorable (Dehne, 1990).
En esta etapa, las plantas crecen en sustratos donde se han eliminado todos los
microorganismos de la rizosfera y la presencia de agunos de ellos debe ser
ree'stablecida como una extension natural del sistema radical. Un ejemplo veraz es el

de las plantulas de tomate que se transplantan a campo provenientes de alinicigo, en



las que se reduce su mortalidad significativamente cuando han sido previamente

inoculadas (Vizquez y Estrada, 1994),

Las plantas micorrizadas tienen una mayor actividad fotosintética (Romano et al.,
1994) ya que el iirea foliar es varias veces ammentada y, como consecuencia, producen
una mayor biomasa y mejor desarrollo. La mejor nutricion mineral repercute
igualmente en su reproduccion, crecimiento y éxito adaptativo. Esto no se debe
Unicamente a que las plantas micorrizadas absorvan mis, si no porque se ve
optimizada la utilizacion de los nutrimentos (Sinchez y Honrubia, 1994), entres lo
cuales siempre se ha destacado al fosforo (Koide, 1991). Sobre todo, se resalta el hecho
de las modificaciones metabaélicas que sufren las plantas micorrizadas en la fisiologia
del estrés hidrico, como factor fundamental que sustenta y justifica a esta
investigacion. Cierta resistencia en contra del establecimiento de rizopatégenos

oportunistas, es otra ventaja que podemos agregar.
Hacia una metodologia de micorrizacion arbuscular.
Se han desarrollado numerosas técnicas de inoculacién en cultivos de invernadero y

campo (Wood y Cummings, 1992). En todas ellas, se pueden reducir a dos los

principales factores que determinan la obtencién de resultados exitosos:



. La eleccion del sustrato y endéfito adecuado para la optimizacion de la

colonizacion de un cultivar especifico.
2. La etapa en la que se lleva a cabo la micorrizacion arbuscular,

Se ha visto que existe una influencia del sustrato en el desarrollo de la colonizacion
m'icorrl'zica (Vetsberg et al., 1992). Esto se debe a que en su esterilizacion, se producen
eﬁ alguna medida, elementos toxicos para la simbiosis (Daniels y Wilson, 1989); asi
como las modificaciones en el pH (Hepper, 1984) y su repercusion en la.asimilacion de
nutrimentos. Los sustratos considerados inertes, no siempre resultan serlo puesto que
algunos de ellos desprenden concentraciones considerables de algunos metales
(Sreenivasa y Bagyaraj, 1988). Del mismo modo, la permeabilidad y aereacion que

permitan, son factores fisicos muy importantes en el desarrollo de la colonizacion.

El crecimiento del cultivar puede verse influenciado determinantemente por el
aislado micorrizico: no todas las especies de estos hongos tienen la misma habilidad de
exploracion del sustrato, captacion y transferencia de nutrimentos (Kough y
Gianinazzi-Pearson, 1985; Lei y Piché, 1990). Ademds de la cierta especificidad
ecologica de las plantas por el endifito, aunque esto puediera verse solucionado
aplicando el inéculo mixto (McGonigle y Fitter, 1990), Las depresiones en el
crecimiento a causa de la micorriza arbuscular, también ocurren, aunque esto ha sido

atribuido a una simbiosis aiin no establecida (sin la formacion de arbiisculos) (Koide,



1989; Hammat, 1994) o a factores no favorables a la planta como la falta de luz (por lo

que no elabora los carbohidratos suficientes para ambos) (Chdvez y Ferrera, 1990).

Influencia de la micorrizacién en las diferentes etapas de establecimiento en

suelo.

Los efectos de la micorrizacién se verin determinados por la etapa en que ésta se
lleve a cabo (Azcon et al., 1994) y qné puede ser in vitro o ex vitro durante la fase de
endurecimiento, aclimatacion, transplante en invernadero o campo (Vestberg y
Estaun, 1994). Esto dependera del tipo de crecimiento y ciclo de vida de la especie

(Rapparini et al., 1994),
a. Micorrizacion arbuscular in vitro,

La micorrizacion in vitro se puede llevar a cabo en las mismas condiciones en las
que se propagan las plantas (medios solidificados o liquidos); o bien, en diferentes
sustratos en los que se inducira su enraizamiento.

La inoculacion en medios de cultivo es complicada, ya que se presentan mas
dificultades que hay que superar. La mayoria de los medios de cultivo son muy ricos
en nutrimentos para las plantas y los hongos se ven inhibidos en su desarrollo por

estas altas concentraciones (sobre todo de fdsforo). A pesar de que esta



incompatibilidad se ha solucionado con medios minimos (Becard y Fortin, 1988), no
siempre son adecuados para las plantas. La solidificacion del medio también repercute
en el establecimiento de la micorriza arbuscular, ya que ésta requiere de condiciones
de constante aereacion (algunos cultivos hidropénicos han solucionado estos
problemas). La posibilidad de contaminacion es quizd, el riesgo mis grave puesto que
no siempre se logra introducir a un sistema completamente estéril, propagulos libres
de gérmenes (tradicionalmente las esporas y raices colonizadas que sirven de inéculo,
provienen de cultivos en maceta, o bien aislados de campo). Esto también se ha
solucionado con la elaboracion de cultives “axénicos” de micorrizas en raices

transfromadas (Diop y Piché, 1990).

Considerados estos aspectos, es factible obtener la colonizacién de ciertas especies
in vitro, Aunque también es necesario tomar en cuenta, a los factores concernientels a
la micropropagacion que podrian impedir su establecimiento. La produccion de raices
funcionales in vitro en medios solidificados, no es lo comin. Las raices son
quebradizas, sin ramificaciones y no siempre estan fisiolégicamente capacitadas para
Hevar a cabo una absorcién normal (Barea ef al., 1992). A esto se suma que éstas son
completamente reemplazadas por otras mas funcionalés en el momento del transplante
(Conner y Thomas, 1981). Dada la facilidad de difusion de los nutrimentos en los
sistemas in vitro, la morfologia radical se ve transformada, y las raices secundarias de
didmetros menores (que son preferentemente colonizadas) no se presentan (Brundrett
et al., 1985). Las plantas bajo estas condiciones, no han pasado completamente a su

estado autdtrofo normal, por lo que los mecanismos fotosintéticos no estian



establecidos del todo (Vestberg y Estain, 1994). Este estado heterdtrofo o

semiheterotrofo influye en que no se establezca una colonizacion funcional.

Por estos motivos, se recomienda sustituir la micorrizacion arbuscular bajo egtas
'condiciones, por una inoculacion in vitro en sustratos de enraizado, con medio diluido
y con un bajo suministro de carbono, tal como sucede exitosamente en la
“ectomicorrizacion de especies forestales (Vestberg et al., 1994). En este estado, la
efectividad del sustrato es el factor mds importante (Vidal, 1991). Las plantas
colonizadas, adquieren de este modo, un mecanismo de defensa natural para afrontar

las posteriores condiciones ex vitro.
b. Micorrizacion arbuscular en la etapa de endurecimiento.

El endurecimiento de las plantas consiste en adecuarlas poco a poco a las
condiciones ambientales exteriores para que soporten el estrés por la salida. Esta etapa
se caracteriza por la gradual pérdida de humedad del sistema, asi como la disminucién
en los nutrimentos aportados y la induccién de Ia fotosintesis y regulacion hidrica,
mediante un cambio en las condiciones de incubacion del cultivo (de cada vez mas
homogéneas a cada vez mas heterogéneas).

Dado que en esta etapa, se dominan y modifican los factores involucrados de
humedad, temperatura, iluminacion, sustrato y medio; se tienen mas probabilidades
de sobrevivencia que en las fases posteriores. Para ciertos cultivares se ha demostrado

que en la inoculacion temprana en el endurecimiento, se obtienen los mejores



resultados (Azcon et al., 1994). Los problemas enunciados anteriormente pueden

también aplicarse para esta etapa aunque con menos severidad.
¢. Micorrizacion arbuscular en la etapa de aclimatacion,

La fase de aclimatacion de las plantas consiste en establecerlas completamente a un
medio ex vitro totalmente controlado como lo es el invernadero o una cimara de
crecimiento. Para que las plantas sobrevivan a este paso, es necesario que sean
comletamente autosuficientes y que hayan desarrollado mecanismos para llevar a cabo
una regulacion hidrica completa, una tasa i’otosintética normal y una absorcion
radical adecuada, En este sentido, la micorrizacion arbuscular podria tener grandes
ventajas para la planta, primordialmente en la sobrevivencia, suceptibilidad a
patogenos y disminucion del tiempo de adaptacion (Jaizme et al., 1994; Palmujoki ef
al., 1994). Tal es el caso de los microesquejes inoculados en el proceso de enraizado

(Avanzato et al., 1994),
d. Micorrizacion arbuscular en el transplante.

El transplante de las plantas una vez aclimatadas a las condiciones ex vitro, es la
parte mis importante en todo el proceso de establecimiento en suelo. Las plantas no
dependeran mis de una solucion nutritiva aportada si no que comenzarin a nutrirse
de lo que el suelo les proporcione, asi como a interaccionar por completo con las

demas condiciones eddficas y ambientales. Aunque el transplante se lleve a cabo en



invernadero, la sobrevivencia en el mismo constituye el éxito en el proceso de
propagacion masiva. Para muchas especies vegetales, es en este mometo cuando se
. observa el mayor beneficio de la micorrizacion arbuscular (Morandi et al, 1979;

Schubert y Martinelli, 1988; Hammatt, 1994),
e. Ejemplos de micorrizacion arbuscular de cultivos micropropagados.
En el cuadro 1 se resumen las principales investigaciones que han contribuido a

establecer la micorrizacion arbuscular como un mecanismo preadaptativo al

establecimiento en suelo de cultivares micropropagados.



Cuadro 1. Ejemplos de micorrizacion arbuscular en cultivares micropropagados®.

Cultivar: Observaciones: Cita:
Aguacate  Inoculacion en varias etapas, mayor sobrevivenciu y desarrollo. Vidal ef al, 1992,
Mejor efecto en endurecimiento que aclimatacion. Azcon et al., 1994,
Incremento en sobrevivencia y crecimiento, De la Viiia et al., 1994,
Cereza Inocuiacion in vitro, Pons et al., 1983,
Efectos tardios y afinidad por endéfito. Hammat, 1994,
Cherimoya  Resistencia contra patagenos. Guillemin ef al, 1994,
Tiempos de inoculacion, incremento sobrevivencia, Azcon et al, 1994,
Cirucla Efecto det endofito. Fortuna ef al., 1992,
Incremento en sobrevivencia, biomasa y raiz. Berta et al, 1994,
Incremento en sobrevivencia. Uosukainen y Vestberg, 1994.
Durazno Diferencias en sobrevivencia, uniformidad v peso. Rapparini et al, 1994,
Encino’ Desarrollo temprano de caracteristicas de adultos, Romano et al, 1994,
Bucalipto  Micorrizacion masiva en un vivero comereial, Lin, 1990
Enoculacidn in vitro con ecto y endomicorriza, Boudarga et al, 1990,
Frambuesa Inoculacion en transplante, plantas homogénas, Morandl et al, 1979,
Fresa Inoculacion im vitro con vesiculas nisladas. Strullu y Romand, 1987,
Efecto en el crecimiento. Hrsclova ef al, 1989,
Crecimiento diferencial segan endofito, Chavez y Ferrera, 1990,
Micorrizacion como proteccion parisitos. Vetsberg ef al, 1994,
Resistencia contra rizopatdgenos, Atkinson et al, 1994,
Respuesta debida a 1a micorrizacion. Guillemin et al, 1994,
Inoculacion ex vitro con microorganismos. Gryndler et al, 1994,
Aumento de biomasa en la inoculacion in vitro. Hernandez et al., 1994,
Ensayos para micorrizar a gran escala. Nuutila ef al., 1994,
Control biologico con la micorrizacién, Rewcastle, 1994,
Efectos de depresion por endofito. Varma y Schuépp, 1994,
Fresno Efectos tardios y afinidad por endéfito. Hammatt, 1994,
Hortensia  Influencia temprana por la micorrizacion. Varma y Schuépp, 1994.
Kiwi Inoculacion para aumentar sobrevivencia Schubert et al, 1992,
Limdn Micorrizacién masiva en un vivero comercial, Lin, 1990.
Manzana Efecto en el crecimiento, Granger et al, 1983,

Palma aceitosa

Paulownia
Pera

Pida
Plitano

Vid

Zarzamora

Efecto en el crecimiento,

Micorrizacion masiva en un vivero comerclal.
Proliferacidn y mejor desarrollo de raices.
inoculacién en sustratos de enraizamiento.
inoculucion en enralzamiento de microesqueje.

Reducir aclimatacién y sumentar sobrevivencia.
Efecto en el crecimiento.

Micorrizacién masiva en un vivero comercial,
Aumento en sobrevivencia,

Aplicacidn de ingculo comercial.

Prueba enddfitos, resistencia sales, acidez v patigenos,
Micorrizacion maslva en vivero comercial,
Pluntas con una mayor vitalidad.

Efecto en el crecimiento.

Inoculan en el transplante.

Inoculacion ex vitro. :
Incrementar sobrevivencia y enraizamiento,
Mayor biomasa y desarrollo radical.

Aumento de sobrevivencia segun enddfito.
Mlcorrizacion masiva en un vivero comercial,

Micorrizacion para adaptacion a suclos icidos.

Branzanti ef al, 1989,
Lin, 1990.
Gianinazzi y Schuépp, 1994,
Moncousin et al, 1994,
UousakienyVetsberg, 1994.
Ponton et al, 1990,
ZhipengyShiuchien, 1990,
Branzanti ef al, 1989,
Lin, 1990,
Rapparini er al, 1994,
Lovatoe et al, 1992,
Guillemin ef al, 1994,
Lin, 1990,
Jaizme et al, 1994,
Schubert et al., 1987
Schubert y Martinelli, 1988,
Schubert et al, 1990,
Ravolanirina er al, 1989,
Schellenbaum et al, 1991,
Ferrera, 1994,
Lin, 1990,

* Aunado a esta lista, tamblén se ha logrado Ia micorrizacién con otros hongos de otras especies como por ejemplo:
Helianthemum almeriense y Terferda clavery (Morte y Honrubia, 1994), ia azaiea (Leitch ef al, 1990) y los pinos (Torres y

Honrubla, 1990).



Futuro de las biotecnologia de la micropropagacién-micorrizacion.

Como se trata de hacer ver, la micorrizacion de plantas propagadas masivamente
forma parte de la biotecnologia vegetal. El establecimiento de estrategias de
inoculacion cada vez mas factibles, permitird que esta prictica llegue a ser parte de
una rutina necesaria en la produccion de plantas con fines comerciales y
experimentales. La biotecnologia micorrizica asegura la obtencion de plantas con una
mayor biomasa y uniformidad, lo que se refleja en el incremento de su sobrevivencia
(Ferrera, 1994) y en una reduccién de la etapa de aclimatacion (Vidal, 1991), Es
indispensable controlar los factores desfavorables de la clonacion, tanto como el
establecimiento de un protocolo de inoculacién para cada especie en particular. Los
beneficios rotundos de esta practica se pueden aprovechar para especies dificultosas
(Hooker, 1994) y de interés ecologico (Morte y Honrubia, 1994). Un ejemplo
ilustrativo es el de la micorrizacion de orquideas en extincion micropropagadas en
Kew: la germinacion de semillas en medios asimbiéticos llevé meses e incluso aios de
trabajo para que las plantas desarrrollaran el aspecto y tamaiio de aquellas
micorrizadas (KRBG b, 1994).

La imbortancia de encaminar investigaciones que se encarguen de la resolucion de
estos problemas, se reflejo en la creacion de un grupo de trabajo en 1994 dedicado
inicamente a este tema: Application of VAM to the production of niicropropagated
plants (The role of VA mycorrhizas in transformation of matter in the soil and their
importance for plant nutrition and plant health, European Cooperation in the Field of

Scientific and Technical Research) (Gianinazzi y Schuépp, 1994).



Il. Acerca de la micropropagacion.

El objetivo de las técnicas de micropropagacion es la obtencion de elevadas t:ns:né de
multiplicacion de material vegetal de un valor agronémico probado. A pesar de ser
una técnica bien establecida, algunas plantas sujetas a este tipo de reproduccion,
‘presentan problemas para completar su ciclo de vida y ser establecidas en suelo. La
elevada mortalidad de las plantas al ser sacadas de sus condiciones de cultivo (que
muchas veces supera el 50 %), se puede aminorar con una adecuada aclimatacién, en
donde el control de las variables ambientales, es fundamental. Por tal motivo, se hace
necesario el realizar numerosos intentos en la adaptacion (Hurtado, 1988), que es un.
proceso largo que puede durar de 4 a 8 meses, dependiendo de la respuesta de las
plantas y de su ciclo de vida. Champney (1992) menciona que los problemas de
sobrevivencia deben ser considerados como un aspecto de desarrollo tecnoligico y que
una vez superados, permite obtener plantas con una mayor adaptacion que las
convencianales,

Algunas consideraciones generalizadas se recomigndan para una adecuacion de los
cultivos (Prece y Sutter, 1991). En el pelfiodo de transplante en invernadero, el
sustrato debe permitir una buena aereacion y drenaje para evitar la proliferacion de
hongos y bacterias oportunistas (Griffins, 1984) ya que, por lo general, las plantas se
vuelven mis suceptibles a las enfermedades. En relacion al tamaiio, las plantas que
han desarrollado de 2 a 3 nudos asi como un huen sistema radical (de preferencia en

un sustrato de enraizamiento), estin en mejor condicion para el transplante. Los



reguladores de crecimiento y compuestos orgdnicos deben disminuirse, Una vez
lograda la aclimatacion, el traslado a campo dura menos tiempo (de I a 2 meses) y se
recomienda para los dias nublados en los que la lluvia mantiene al suelo a capacidad
de campo, procurando que la estacion del afio sea la adecuada para esa especie (Klein,
1984).

Por otro lado, las causas directas de la inadaptacion de las plantas al suelo, son una
consecuencia de las condiciones en las que se da el cultivo in vitro ya que éste provoca
modificaciones anatomicas y fisiolégicas que las vuelven mas sensibles al transplante
(Sallanon y Coudret, 1990). La vulnerabilidad al déficit por la presion de vapor en las
hojas, el aumento en la iluminacion y la eliminacion de la fuente de energia, las torna
desprotegidas para hacer cara al ambiente externo. Esto se da gracias a la pérdidad de
la funcionalidad estomatica (Brainerd y Fuchigami, 1982; Ziv et al., 1987; Pospisilova
et al., 1988) y debilidad cuticular en las hojas (Sutter y Langhams, 1979; Sutter, 1988;
Conner y Conner, 1984). Por ejemplo, el aguacate micropropagado produce bajas
concentraciones de rubisco en sus hojas. Este es un politerpeno constiﬁnyente del litex
de las plantas leiiosas tropicales que interviene en el ciclo de Calvin y provoca que las
tasas fotosintéticas sean muy bajas al disminuir su concentracion en las hojas.

Diferentes técnicas se han desarrollado para solucionar estos problemas, El control
del CO., la regulacion de Ias; fitohormonas (Brainerd y Fuchigami, 1982), son los mas
simples. También se pueden utilizar retrasantes del crecimiento en el medio de cultivo
como el paclobutrazol (que es un agente que disminuye la relacion peso fresco/seco de
los brotes y aumenta el cerumen foliar) que inhibe la sintesis de las giberelinas

(Roverts y Matthews, 1995). En algunos casos se puede controlar la excesiva y/o



acelerada proliferacion de los tejidos aumentando la concentracion del gelificante en el
medio, lo que disnﬁnuye drdsticamente la tasa de crecimiento y elongacion de los
_brotes como consecuencia de una menor disponibilidad de citocininas (que estimulan
la multiplicacion celular) e iones disponibles (Ghashghaie et al., 1991). El potencial
hidrico en el medio decrece linealmente conforme se incrementa la concentracion del
gelificante y el potencial hidrico y osmatico de las hojas también decrece en la hoja
mianteniendo constante la presién por turgencia. La absorcion de agua repercute
diﬁectamente en la biomasa de la planta y la actividad de los brotes: el choque
osmdtico o factor osmotico regulador es definitivo para que se de la diferenciacion de
los tejidos y el metabolismo nitrogenado (Sinchez, s.f.). En este sentido, es importante
precisar que en el cultivo de tejidos vegetales, la organogénesis es un proceso que se da
gracias al continuo nacimiento de células y que da lugar a la formacion de tejidos
diferenciados en tallos y hojas (caulogénesis) y raices (rizogénesis). Normalmente,
cuando la razén de auxinas/citocininas en el medio es mayor a 1, se ve favorecida la
rizogénesfs y cuando es menor, la caulogénesis. La induccién de callo (proliferacion
celular indife‘reliciada) estd regulada por estas hormonas aunque no siempre es
recomendable en la propagacion de los cultivos porque puede generar plantas débiles
0 sin conecciones vasculares bien establecidas (Brand, 1992).

Por otro lado, se presenta el problema de la estabilidad de los cultivos in vitro: los
cambios fenotipicos y genéticos ocurren como resultado de la acelerada division
celular y continuo subcultive. Aunque una bien llevada micropropagacion debe
permitir la obtencion de plantas homogéneas que no se logran cuando se propagan via

sexual (Strullu, 1985), Las diferencias observadas por los viveristas en cultivares



obtenidos por cuitivo de tejidos, se deben a que los cambios estructurales son mis
frecuentes con esta técnica que por los métodos tradicionales: “las plantas hijas no se
parecxen a las madres” (Mezitt, 1988), En el caso de cultivares comerciales, lo que
sucede es que se maunifiestan muy ficilmente las variaciones epigenéticas como lo el
cambio éu el color de las flores, la variegacion en el follage y la distorsion en la forma
de la hoja, entre otras. Esto podria ser imperceptible al inicio del cultivo, pero se
exarcerba en varios ciclos (Knuttel, 1989) y puede ser evitado al maximo, procurando
la siembra de brotes axilares (provenientes del meristemo axilar que tiene un tipo
celular mds preformado que los adventicios) que ademas desarrollan plantas mis
~ vigorosas (Brand, 1992).

Las mutaciones se suceden mds frecuentemente que de m#nera natural, porque los
tejidos estin expuestos a concentraciones elevadas de fitoreguladores y porque aigunos
elementos del medio nutritivo son por si misnos mutagénicos (como el NH4 y EDTA)
bajo ciertas condiciones (Brand, 1992). Los cambios ocurridos en el nimero de
cromosomas son los mds comunes (Ancona et al., 1981). El nivel de ploidias se puede
establecer a través de un estudio de los cariotipos (tetraploidias, euploidias y
aneuploidias). Por lo general, se ha observado que existe una relacion entre la falta de
euploidias y la inhabilidad de la organogénesis. Sin embargo, hay especies en las que
se da una buena regeneracion ain a pesar de que presentan una extrema aneuploidia
(Halperin, 1973). A esto hay que aiiadir que la edad del cultivo influye (también en
que se incrementan los riesgos de contaminacién) en la capacidad de regeneracion

aumentando éstas anormalidades.



La obtencion espontanea de variantes genéticos (cuando se requieren) se puede
promover mediante la induccion de mutaciones con agentes quimicos o radiacion
(Rubluo, s. f.). Igualmente la ingenieria genética permite introducir caracteristicas de
interés (como una alternativa para el mejoramiento de los cultivos) para que
posteriormente sea multiplicado por clonacion el genoma conveniente. El método mis
usual es el de transformacion por Agrobacterium que introduce secuencias

convenientes de ADN en las plantas (Renou et al., 1993).
Utilizacion de la micropropagacion en el rescate de especies en peligro.

La biotecnologia vegetal juega un papel muy importante en el futuro de la
conservacion y reestauracion de ecosistemas (Chdivez y Rubluo, 1995), Es
recomendable realizar la micropropagacion inmediata de especies en peligro que son
colectadas en campo, para maximizar la efectividad en la conservacion del
germoplasma (Filipini et al., 1994),Un ejemplo de esto es el trabajo que se lleva a cabo
en Kew en donde se desarrollan varios proyectos de rescate de especies en peligro de
todo el mundo. Las orquideas de México gozan de particular atencion (Kew
inl‘orma(ién Sheet 14, 1994).

Una de las grandes ventajas que ofrece la micropropagacion por cultivo de tejidos,
es que se pueden producir plantas en cualquier época del aiio y en varios estados de
crecimiento (McCown, 1992). Sin embargo, no se debe perder de vista que la
sobreproduccion de plantas (aunque éstas estén en vias de extincion), también genera

problemas serios de manejo, cuidados e infraestructura, Tampoco se debe perder de



vista que las especies silvestres no se pueden cultivar por siempre en laboratorios ni en
jardines botinicos pues perderian su variabilidad natural, por lo que es forzoso
perpetuarlas en sus comunidades originales (Sinchez, 1987) en un esfuerzo de

reintroduccion.

I11. Acerca del estudio de la variabilidad genética im vitro mediante el anilisis

‘de isoenzimas.

Las enzimas son proteinas que regulan la sintesis de diversas reacciones
metabdlicas especificas. Las isoenzimas son proteinas que tienen la misma actividad
aunque no la misma estructura molecular, es decir; son las miltiples formas en que se
conoce a una enzima particular (Hart, 1983). Esto se debe a que estin codificadas
genéticamente por diferentes alelos de un locus, o bien diferentes loci, lo que hace
posible que se manifieste su variacion (Chue, 1984). Esta variacion esta dada gracias a
su estructura terciaria, que es la disposicion espacial en la que se orientan las
diferentes cadenas de aminodcidos que la constituyen y que influencian
primordialmente su carga. El origen de estas diferencias se pudo deber a la
duplicacion de los locus que codificaban inicialmente para la proteina, seguida de una
especializacion para cada locus replicado, en diferentes caminos bioquimicos (Hart,
1983), por lo que la diversidad depende mucho de la enzima en cuestion. En biologia
vegetal, las aplicaciones practicas en el estudio de isoenzimas se hacen para mantener
un control en la produccion de hibrides y semillas, ya que es una técnica precisa para

la identificacion de genotipos. En estudios ecologicos, se utiliza para la estimacion de



frecuencias génicas en las poblaciones vegetales: los cambios en las caracteristicas
hereditarias estin mediados por la relacion entre los alelos que codifican las
isoenzimas. En la micropropagacion, se pueden detectar duplicaciones en el monitoreo
de niveles de ploidia por la expresion diferencial en los alelos de un locus como
consecuencia de una o multiples copias de un segmento cromosémico. Incluso In
técnica de electroforesis se emplea iltimamente para llevar a cabo la identificacion

taxonémica de hongos micorrizicos arbusculares cultivados in vitro (Williams, 1990),
Fundamentacién de la técnica y algunos conceptos generales.

Una mutacion ocurre cuando se ve alterada una parte de la secuencia de ADN para
un locus particular, ya sea por la delecion de una o mds bases, por sustitucion de las
mismas o transposicion. Estos cambios se reflejan en la secuencia de aminoacidos
constituyentes de las cadenas polipeptidicas, lo que pueden tener producir efectos en
la proteina de muchas maneras. En el caso de las isoenzimas, esto afecta su carga neta
o su forma y repercute en su funcionamiento, estabilidad y capacidades cataliticas, El
polimorfismo de los genes estd dado en sus alelos, que son las formas alternativas que
codifican para un mismo producto molecular y se ve reflejado finalmente en el
fenotipo resultante (morfoldgico y bioquimico). Cuando este polimorfismo ocurré
entre los diferentes alelos que constituyen un locus, se dice que la fuente de variacién
es monogénica tratindose particularmente de alloenzimas y cuando es la suma de
varios alelos de diferentes loci, se dice que es poligénica (Hart, 1983), La herencia

mendeliana es un ejemplo de la primera.



La técnica de electroforesis se basa en la separacion de las isoenzimas en un gel
(aprovechando su .migracién dada por su carga) bajo la influencia de un potencial
_eléctrico (Andrews, 1985). Esto produce diferentes patrones de bandeo en el gel, que se
manifiestan al ser teilidos al aiiadir los sustratos especificos para la enzima que se
desee revelar. Para que se de 1a migracion, es necesario abatir el punto isoeléctrico de
la proteina (que es cuando tiene el mismo nimero de cargas NH,"y COO') con ayuda
giél pH para que esta este cargada totalmente positiva o negativamente. Siendo
el;onces el pH el que influencia la carga neta de Ia enzima y con estob su movilidad en
el gel; se hace necesario mantener constante su valor a través del uso de
amortiguadores en los que las sales absorven cualquier variacion en la carga, Por estas
razones, las diferencias en las bandas que se producen dependen en gran medida, de
factores de la técnica, pudiendo haber cambios en los aminodcidos de las proteinas
que mantienen similar la carga y el tamaio, y que no son detectables (las moléculas
migran a la misma tasa y constituyen los llamados electromorfos) (Hart, 1983).

Por otro lado, también se pueden observar diferentes patrones de bandeo en un
mismo individuo como consecuencia de los estados de desarrollo y las condiciones de
crecimiento, principalmente en enzimas que demuestran mucha inestabilidad (MDH y
EST) (Maurer, 1971), Par un estudio de patrones isoenzimiticos, se vuelve
imprescindible el probar un considerable nimero de sistemas de corriemiento, asi
como de enzimas (Tuinen et al., 1994), Sin embargo, todas estas insuficiencias de la
técnica pueden suplirse con un riguroso control del sistema y de las muestras que se

van a analizar.



En el caso particular del cultivo' de tejidos vegetales, el origen de las variaciones
pueden deberse a las ploidias de las que ya se ha hecho referencia y de los callos que
no siempre conservan los patrones de isoenzimas especificos de los tejidos que les
dieron origen (Sidnchez, s.f.). Las hormonas vegetales intervienen en los procesos de
traduccion de proteinas por lo que también influyen en la estabilidad de los genotipos.
Esto aunado a las diferentes fuentes de mutacion que permiten inducir variabilidad
artificial, provocan que la tasa de mutacion sea mds elevada que la que se darian
naturalmente por procesos de recombinacion.

El interés del estudio de la variacion in vitro, se fundamenta en la escaza
representacion de la variabilidad natural con la se cuenta para esta especie, por lo que
se hace necesario el monitoreo de los cambios genéticos que pueden ocurrir como
consecuencia de su micropropagacion. Es necesario primero, establecer que es lo que
sucede como consecuencia de su manipulacion para que posteriormente, se puedan
encaminar convenientemente los cultivos y futuros ensayos de reintroduccion. Hay
que recordar que la variacion en las poblaciones naturales es el resultado de un largo
proceso de adaptacion, y que la regla en la frecuencia de los alelos es tender a
permanecer constante de generacién a generacion en el equilibrio denominado de

Hardy-Weinber (Duffey, 1970).

IV. Acerca de la importancia de los estudios edafoléfgicos en la reintroduccion

de especies amenazadas.



Por lo general, el papel del suelo en un ecosistema ha sido considerado desde el
punto de vista productive: “la produccion agricola tiene su origen en plantas que
crecen en el suelo™ (Russell, 1988). Las descripciones ed:ificas usuales se refieren a la
clase textural de un suelo y/o a sus contenidos de materia orginica y
desal‘ortunadamente no van mas allA (a menos de que se trate"de sistemas de
prod.ucci()n, de uso y manejo). Los estudios cientificos de los suelos naturales se
delegan a investigaciones pedologicas descriptivas.

Como se ha establecido, la reintroduccion de especies debe considerar al suelo tanto
como al clima o a la vegetacion, no nada mas a un nivel de caracterizacion, eso es
vilido en los estudios de sondeo, si no como un aspecto limitante para el desarrollo
vegetal. Para un edafdlogo, establecer la condicion taxondmica de un suelo es decir
todo acerca del pasado, presente y futuro del pedén y del ecosistema que sustenta
(Singer y Munns, 1992). Esto se debe a que en su génesis a traveés de cientos o miles de
aiios, interviene la accion del intemperismo en el material parental que le da origen,
bajo la modulacién del clima y la biota que se establece para condiciones topogrificas
delimitadas (Aguilera, 1989).

Al adaptar a una planta a un edafoecosistema, no se puede llevar a cabo una
modificacion de las caracteristicas del suelo, tal y co.mo se hace en los sustratos de
propagacion: rizosfera nativa, textura, pH, contenido y ciclo de nutrimentos y materia

vorgénica, drenaje y porosidad, por mencionar sélo las principales'(FIegmann y
George, 1979). El desarrollo radical y nutricion mineral se ven fuertemente
influenciados y a su vez dependen de la especie vegetal, que ha interactuado a lo largo

de su evolucién haciendo al suelo y formando parte del mismo. Por ejemplo, los



Mollisoles que se dan en ecosistemas de sabana y pradera, poseen propiedades
fisicoquimicas muy favorables que los hacen muy fértiles (alto contenido de materia
orginica que redunda en su fertilidad, una excelente agregacion de particulas que
permite una optima aereacion y drenaje para las raices, etc). Contrariamente,
podemos encontrar Oxisoles que son suelos muy degradados porque han sufrido un
intemperismo severo y que soportan vegetacion de selva en donde el principal aporte
‘de nutrimentos se ve autoregulado por la mineralizacion de 1a biomasa vegetal que se
descompqne (Boul, 1991). Con estos ejemplos contrastantes, se manifiesta que la
cubierta vegetal desarrollada (tal es el caso de las dunas costeras y las plantas
haléfitas), se ve influenciada también por el suelo. Esto no quiere decir que para un
ecosistema en cuestion se presenten unicamente una especie de suelo: la diversidad
pedoldgica puede ser grande en :reas pequeiias, siendo lo mas seguro, que no se pueda
llegar a caracterizar a todos ellos (hay tantos suelos como posibilidades y formas de
intemperismo). De cualquier forma, el seleccionar zonas homogéneas para el
establecimiento de las plantas, es un buen comienzo para abarcar posteriormente,

vecindades mis heterogéneas e ir observando la adapatacion de las plantas.



METODOLOGIA

I. Metodologia desarrollada en la micropropagaciéh y establecimiento en suelo

de Cosmos atrosanguineus.

a. Multiplicacion y subcultivo a partir de los individuos donados.

El cultivar se multiplico en el laboratorio de cultivo de tejidos vegetales del Jardin
Botanico del Instituto de Biologia de la UNAM. Se establecieron anteriormente a este
trabajo, varios ciclos de subcultivo (no se precisaron cuantos) en medio Murashige y
Skoog (1962) adicionado con 2 mg/l de BA y 0.1 mg/l de ANA para la proliferacion,
MS 50% para el mantenimiento y MS al 50% con 1| mg/l de ANA para el
enraizamiento. En todos se ajustd el a pH 5.7 (Chdvez, 1994).

A partir de una poblacion de aproximadamente 1 200 individuos, se realizaron las
siguientes resiembras:

Se continudé con el subcultivo acostumbrado resembrando 10 fragmentos de dos
entrenudos en frascos con capacidad de 100 ml, Se subcultivaron 500 individuos (50
frascos) por cada tratamiento anteriormente establecido. Se mantuvieron en
incubacion en un cuarto de cultivo a 25 C, 2 500 luxes y fotoperiodo 16/8,

Tres meses después, se llevd a cabo un segundo subcultivo (100 frascos) unicamente
en medio de mantenimiento, con la finalidad de homogeneizar el cultivar para los

futures experimentos.



b. Disminucion de la tasa de proliferacion y elongacién de los tallos:

establecimiento de las condiciones de endurecimiento.

Se sembraron 500 individuos en tubos de ensaye con 10 ml de medio de
proliferacion con 12 g/l de agar, introduciendo unicamente la punta del tallo en el
m,e'dio y dejando el entrenudo inferior sin contacto con el mismo. Se transfirieron a un

invernadero cilido (35 C, fotoperiodo natural).

c. Ensayos de establecimiento en suelo y sustratos afines.

Se sembraron 40 individuos por tratamiento (20 individuos provenientes de medio
de proliferacion, 10 de medio de enraizamiento y 10 de medio de mantenimiento), en
tubos de ensaye con medio de enraizamiento (pH 5.8) en los siguientes sustratos:
vermiculita, agrolita, suelo de bosque (mantillo) y suelo de bosque y vermiculita 1:1.
Se mantuvieron durante una semana en el mismo cuarto de cultivo y después se

transfirieron a un inevrnadero templado (28 C, fotoperiodo natural).
I1. Multiplicacién del aislado micorrizico e inoculacién arbuscular.
a. Multiplicacién del aislado y seleccién del material para la inoculacién.

Se multiplico un aislado de Glomus fasciculatum (ver anexo 3) en diferentes

hospederos (maiz, frijol, soya, alfalfa, cebolla, poro, chile, tomate, jitomate y pasto),



con la finalidad de asegurar la suficiente produccién de esporas para la posterior
micorrizacion de las plantas. Se inoculé cada hospedero con 2.8 g de raices de poro
micorrizadas y 1 g de éuelo tamizado a 0.074 mm de abertura, ambos tratados 20’en
una solucion de tween 80 (100 gotas por litro) y 1 g de cloramina T (10 g/l) y lavados
posteriofmente con una solucion de estreptomicina/gentamicina (250 y 150 mg/l)
durante 20°, Se inocularon 3 plantulas de cada hospedero (provenientes de semillas
previaménte germinadas asépticamente), en contenedores diseiiados para la
propagacién de pinos, con la finalidad de concentrar la masa radical en menos
volumen que en las macetas convencionales, se hicieron 5 réplicas por hospedero. Se
utilizé como sustrato vermiculita y se régé cada tercer dia con solucion nutritiva Long
Aston (Hewitt, 1962) con 2 ppm de fésforo, manteniendo las plantas en cimara de
cultivo a 25 C, fotoperiodo 16/8 y 2 500 luxes de iluminacion.

Pasados seis meses, se aislaron las esporas de los contenedores por centrifugacion
(Jenkings, 1964) y se seleccionaron al microscopio estereoscopico, separando 40 lotes
de 50 esporas cada uno con esporas de aspecto homogéneo (color amarillo hialino,
citoplasma vacuolado y‘ apariencia turgente). Se conservaron a 4 C en agua destilada

estéril hasta el momento de la inoculacién.

b. Inoculacion de lotes experimentales.

La inoculacién de plantas de C. atrosanguineus se establecié para la fase de
aclimatacion de plantas previamente endurecidas y enraizadas en agrolita. Se
transplantaron 40 individuos con un buen desarrollo radical para cada tratamiento

(M" y M) a vasos de unisel con suelo de bosque previamente esterilizado a 1.5 kg de



presion durante 30°, Se inoculo agregando las esporas seleccionadas en la parte radical
con ayuda de un pipeta Pasteur. Se asperso ligeramente en las plantas y en Ia
superficie del suelo, una solucion de 2.5 g/ de captin. Se introdujeron los vasos en una
charola amplia y alta (20 vasos por cada una) que se cubrié totaimente con plistico de
cocina, Se mantuvieron todas las plantas durante tres dias en cuarto de cuitivo y
posteriormente se llevaron a invernadero templado protegiéndolas con una malla de
sombra durante la primera semana. Se aspersé ligeramente Ia solucion de captan cada
semana, disminuyendo en cada vez su concentracion (2.0, 1.5, 1.0, y 0.5 g/I). Se
regaron cada 15 dias a capacidad de campo con solucion nutritiva Long Aston (2 ppm
de fosforo),

Pasadas cuatro semanas, se perford el plistico de cobertura con ligeras aberturas
que se incremetaron por semana, hasta la tercera. La cuarta semana, las plantas se
expusieron completamente a la atmosfera del invernadero y se mantuvieron en estas
condiciones durante seis semanas mds. Posteriormente se llevo a cabo el transplante a

bolsas de plistico negro de 2.5 kg de capacidad con el mismo suelo de bosque.

c. Evaluacién de los efectos de Ia micorrizacién.

Los efectos de la micorrizacion se cuantificaron a t.ravés de Ia comparacion de la
sobrevivencia, longitud del tallo, nimero de entrenudos, largo de la hoja mis grande y
vdesarrollo radical de las plantas que fueron inoculadas (M’) contra ias que no lo
fueron (M’). Se ratifico mediante tincion (Philips y Hayman, 1970) el establecimiento
de la micorriza en una muestra de raices colectadas de los individuos sobrevivientes

después de las 20 semanas.



1. Establecimiento de C. atrosanguineus en un suelo natural proveniente de su

habitat original.

a. Determinacion del perfil y colecta del suelo.

| Una vez establecida la zona de estudio (véase antecedentes y anexo 2), se determind
con la ayuda de un informante, el drea de distribucion de poblaciones de varias
especies de Cosmos. Se selecciond cavar el pozo edafologico junto a un encinar en
donde se colecté un Cosmos sp. Se abrié un perfil de 1 m de profundidad y se hicieron
las descripciones usuales de campo. Se colectaron cada 10 c¢m muestras de
aproximadamente 1.5 kg en bolsas de plistico para la determinacion de los analisis. Se .
colectaron aproximadamente 10 kg de suelo hasta una profundidad de 30 cm, para el

ensayo de establecimiento de las plantas micropropagadas.

b. Anilisis fisicoquimicos y caracterizacién taxonémica.

Se hicieron las determinaciones fisicoquimicas de gabinete de las muestras de suelo
colectadas en campo y junto con la informacién bibliogrifica, se determiné
taxonémicamente el suelo segun los sistemas de clasificacion de la Soil Taxonomy (19 )

y la FAO (19 ).

¢. Estableciemiento de las plantas en suelo.



El establecimiento se realizo conforme al mismo procedimiento descrito
anteriormente para las plantas que fueron inoculadas. Dada la textura arcillosa y la
gran compactacion observada, se mejoraron las condiciones fisicas con una mezcla 1:1

de agrolita.
IV. Anilisis de la homogeneidad genética del clon sujeto a micropropagacion.
a. Seleccion del sistema de corrimiento de las muestras.

Se establecieron ensayos preliminares de corrimiento de las isoenzimas EST, GOT,
ME, ACPH, APX, CPX, DIA, PG, LAP, Y PGM enel sistema LiOHy para pinos
(Soltis et al., 1983) con diferentes buffers de extraccion (agua, buffer de pinos y buffer
para muestras de maiz) a dos pH's, Dado que las muestras corrieron y tiiieron
adecuadamente con este sistema, se eligid el buffer de extraccion que permitiera la

mejor definicion.
b. Corrimiento de las muestras.

Se corrieron muestras provenientes de 30 individuos in vitro, en estado de
endurecimiento anteriormente especificado, extraidas de ia molienda de las hojas en ¢l
buffer de utilizado para Abies proporcionado por Fournier, 1996. Los filtros

impregnados se conservaron a -70 C hasta la corrida de los geles. Se llevd a cabo un



total de 6 corridas en geles de almidén con los buffers descritos para este sistema,

tifiendo 4 rebanadas de cada uno.
¢. Andlisis de la variacion del clon.

Se hicieron los andlisis de variacion para las isoenzimas cuyas bandas permitian
_u._na adecuada lectura y se descartaron aquellas de dudosa interpretacion. Se
cuantificé el porcentaje de individuos que presentaron variacion para cada alelo del
total de enzimas; el niimero de enzimas que presentaron variacion y con esto se estimé

el grado porcentual de estabilidad genética (conservacién del fenotipo bioquimico).



RESULTADOS Y DISCUSION

I. Micropropagacion y establecimiento en suelo de C. atrosanguineus.

a. Multiplicacion y subcultivo a partir de individuos clonados.

EI subcultivo es una tarea continua que se requiere para mantener en un niniero
constante a la poblacion in vitro (Chavez y Rubluo, 1995). Esta labor se realiza cada 3
meses en dos maneras:

1. Resiembra de entrenudos en “frascos con medio de mantenimiento y su
incubacion en cuarto de cultivo.

2. Resiembra en tubos de ensaye con medio de proliferacion y endurecimiento en
invernadero calido.

Esto eS con la finalidad de mantener el clon in vitro e ir sacando plantas a
condiciones ex vitro. Para la etapa |, se trabaja con una base de 500 individuos y en la
2 de 400. No se recomienda un niimero mayor debido a que se duplica la cantidad de

trabajo y de inzumos empleados. Se calcula que se han llevado a cabo alrededor de 10

a 12 subcultivos a partir de los 6 frascos donados por Kew.

b. Disminucion de la tasa de proliferacion y elongacién de los tallos:
establecimiento de las condiciones de endurecimiento.
La proliferacion de los brotes axilares de esta planta in vitro es excesiva, aun

cuando se mantenga en un medio a la mitad de su concentracion. Igualmente, e



condiciones adecuadas de iluminacion y de reguladores de crecimiento (citocininas):
brotes de 10 cm de largo con 8 a 10 entrenudos (Chdvez, 1994). Estas dos
caracteristicas provocan que las plantas tengan una menor resistencia para afrontar
las condiciones de salida, por lo que se hizo necesario establecer condiciones de
endurecimiento anteriores a la aclimatacion (Roverts y Matthews, 1995, Vidal et al,,
1992; Estaun et al., 1994).

Se eﬁsayaron varias maneras de disminuir la tasa de crecimiento y apariencia
etiolada, manipulando tanto las condiciones del medio de cuitivo como las de
incubacion, La mejor respuesta morfologica se obtuvo en la siembra individual en
tubos de ensaye con medio de proliferacion, nodificando el corte y siembra del
explante: un solo entrenudo que conservara un segmento de tallo por ambos extremos
para que se introdujera en el medio el inferior sin sumergir el entrenudo. El
incremento en la concentracién del agar de 9 a 12 g/l disminuyé dristicamente el
crecimiento de los brotes segin lo establecido por Debergh (1983). Las condiciones de
invernadero cdlido permitieron mantener la presion por turgencia en las hojas,
creando condiciones constantes de estrés hidrico (Ghashghaie et al, 1991). Esto
aunado a la mejor cantidad y calidad de la iluminacion natural, desarrollaron uno o
como maximo dos brotes axilares con hojas de maydr tamaiio, grosor y de un verde
intenso; tallos mas vigorosos con tricomas visibles y de color café-rojizo como los de
los individuos adultos. Se evito de este modo, la proliferacion tisular excesiva
(brotacion miltiple y desarrollo exagerado de las hojas que tenian contacto con el
miedio) de la base del explante, lo que dificultaba la separacion y corte en el subcultivo.

La cicatrizacion del segmento inferior del entrenudo inmerso en el medio, se presenté



como un muiion con un ligero engrosamiento de la punta a manera de pedinculo,
Esto facilita la posterior manipulacion de la planta para el enraizamiento. La
incidencia de callo también se disminuyé a una freacuencia de 2 6 3 individuos por

cada 40,

¢. Ensayos de establecimiento en suelo y sustratos afines.

Se encontraron rotundas diferencias en el establecimiento de los brotes y su
enraizamiento in vitro en distintos sustratos. La sobrevivencia de las plantas en
vermiculita fue nula y del 3% en el suelo de bosque y vermiculita 1:1. Por la
apariencia quemada de las plantas y la nula o casi nula sobrevivencia, se deduce que
hubo un efecto toxico de la vermiculita debido probablemente, a la acidificacion del
medio por el autocalveo o a una concentracion de metales traza vertidos al medio
(Sreenivasa y Bagyaraj, 1988). La sobrevivencia en el suelo de bosque fue muis
. prolongada (15 dias) aunque no muy grande (4%) y también se atribuye a algin
efecto toxico debido al autoclaveo del suelo (Wilson, 1984), La produccion de varias
raices ramificadas en la agrolita, la mayor y mas prolongada sobrevivencia (75% a las
cuatro semanas), aspecto y crecimiento de las plantas, permitieron escogerla como
sustrato de aclimatacion y enraizamiento in vitro, Este sistema simula a un cultivo
hidroponico estéril en el que la planta no es ajena a su régimen mineral y se
proporciona una gran aereacion (que permite este sustrato una vez autoclaveado)
favoreciendo el desarrollo de las raices y demostrando con esto que es completamente

inerte.



Il. Efectos de la inoculacion arbuscular en el establecimiento en suelo de

Cosmos atrosanguineus.

a. Parimetros de evaluacion para observar el efecto de la micorrizacion
arbuscular.

Los efectos de la micorrizacion arbuscular fueron cuantificados con base a los
parametros establecidos por De la Viiia (1994): largo del tallo, medidas de Ia hoja ni:is
grande (sustituido por mimero de hojas por planta, dado que era heterogéneo desde el
cultivo in vitro) y nimero de entrenudos desarrollados’. Si bien la inoculacion se hizo
en una fase temprana de aclimatacion ex vitro, la sobrevivencia total y los parimetros
anteriores, se consideran hasta una fase tardia (en el primer transplante después de la
inoculacion a los cuatro meses), en las que las plantas pudieron manifestar realmente
los efectos de la micorrizacion (Hammatt, 1994). Se espero a que las plantas tuvieran
la madurez y funcionalidad metabélica normal para regular el desarrollo de la
simbiosis (Morandi ef al,, 1979; Azcon et al.,, 1994; Jaizme et al., 1994; Padilla et al.,
1994). Por otro lado, el haber establecido la inoculacidn ex vitro en esta etapa, se
fundamenta en las experiencias observadas por muchos investigadores: la renovacion
total de las raices producidals in vitro y la funcionalidad de las generadas rapidamente
en suelo (Conner y Thomas, 1981; Palmujoki ef al., 1994; Uosukainen y Vetsberg,
1994; Rapparini et al., 1994), la transicién a un estado autétrofo normal al establecer
una regulada tasa fotosintética por el completo dominio en la fisiologia del estrés

hidrico (Vestberg y Estain, 1994), la disminucion en los riesgos de contaminacion por



el propagulo y el sustrato utilizado (Vidal, 1991; Avanzato et al., 1994). Por otro lado,
la adicion de un germicida no ejerce un daiio para el hongo y previene a la planta
. contra el ataque de fitopatogenos oportunistas (Guillemin et al., 1994; De la Viiia et

al., 1994), teniendo el suelo un efecto protector, -

b. Efecto de la micorrizacion arbuscular en la longitud del tallo.
" Los efectos de Ia micorrizacion arbuscular en la longitud del tallo son significativos
); han sido observados también para otros cultivares: De la Viiia ef al, (1994) y
Rapparini ef al., (1994) encuentran un incremento en la longitud del tallo hasta tres
veces mayor. El largo de los tallos se refleja en la altura de las plantas, que en este

caso es de un 40% mayor para las micorrizadas.

* LLos resultados se observan en el cuadro 2.



Cuadro 2. Efecto de la micorrizacion arbuscular en la adaptacion de plantas

micropropagadas de Cosmos atrosanguineus.

Parametro: M’ (X) M (X)
1. Longitud del tallo (cm): 21.9* 13.3

2, Medidas de la hojal x a (cm): 34x09 3.7 x09
3. Numero de entrenudos: ' 13 10

4. Dis.lancin internodal (cm): 1.7 1.3

5. Porcentaje de sobrevivencia: 55 50

6. Porcentaje de colonizacion: 158 0

* Existe una diferencia significativa debida al efecto de la micorrizacion (a=0.05)

para la prueba de comparacion de medias poblacionales (Infante y Zarate, 1986).

60 Largo del tallo

(cm)

40 Area hoja

(cm2)

20 No. entrgnudos

Sobrevjvencia
M+ M_ (%’)




Esto se puede atribuir a una mejor nutricion mineral como se observa en los cultivos
in vitro con distintas concentraciones del medio. Si bien el tallo fue ligeramente mas
grueso, en ninguno de los dos tratamientos se logro el tamado y aspecto de las plantas
originales en donde ‘Ios tallos soportan a una planta completamente erecta y tienen un
diimetro decenas de veces mayor. Los tallos de las plantas micropropagadas tuvieron
como caracteristica principal, su crecimiento rastrero y torsion dando una o dos
vueltas asentadas en el sustrato y dejando linicamente_una‘ tercera parte de su

longitud totalmente aérea.

¢. Efecto de la micorrizacion arbuscular en el tamaiio de Ia hoja.

El efecto de la micorrizacion en el tamaiio de las hojas (largo y ancho), asi como en
su morfologia, no se manifesté siendo inclusive, muy ligeramente mayor en el largo
para las plantas no micorrizadas (8 %). Si estas diferencias fueran significativas,
podrian deberse a un mecanismo de las plantas para captar mas luz y con eso tener
una tasa fotosintética mayor. Sin embargo, dado que se conserva la media del ancho,
no es factible considerar que exista una diferencia dado que la longitud de las demas
hojas de cada planta varia considerablemente para cada individuo. Un factor
importante, es que no se sacaron plantas con el mismo niimero y tamaiio de hojas
dado que su crecimiento in vitro no es tan homogéneo ain teniendo el mismo tiempo y
condiciones de subcultivo. Probablemente las diferencias se expresen em etapas
posteriores (Azcon ef al., 1994) o estén determinadas por el grado de colonizacion de
las plantas (Parent, 1990) ya que la variacion en los tamaiios entre un mismo

tratamiento fue grande,



d. Efecto de la micorrizacién arbuscular en el nimero y distanciamiento de
entrenudos.

Esta caracteristica mostro que efectivamente hubo una diferencia de 23% (auhque
estadisticamente uo siguificativa), probablemente como una consecuencia del
incremento en la longitud del tallo. Sin embargo este valor no concuerda
* adecuadamente con la proporcion de longitud tallo/niimero de entrenudos y su
distanciamiento. Es decir que las plantas micorrizadas, elongan mas el tallo y la
distancia internodal, mds no gastan su energia en producir un mayor nimero de
entrenudos y como consecuencia, de hojas. Esto sélo se atribuye a un efecto totalmente
hormonal que es muy comin en las plantas colonizadas y que ha sido observado

anteriormente (Rapparini et al., (1994); Elmeskaoui et al., 1994).

e. Efecto de la micorrizacion arbuscular en la sobrevivencia.

Es este el pardmetro considerado de mayor importancia, dado que la micorrizacion
de las plantas se llevd a cabo sustentada en un aumento en la sobrevivencia de las
_plantas, Como se ha hecho notar, los parimetros anteriormehte mencionados
dependen primordialmente del endofito (especie de hongo micorrizico arbuscular) que
se utilice. En el caso de la sobrevivencia y en relacion a esto, se pueden esperar:

1. Que se vea disminuida por efectos depresivos de la colonizacion (de una relacion
simbiotica a una parisita) (Varma y Schuépp, 1994) atribuibles a la no bien regulada
fisiologia de la planta (Cassells, 1994) o a condiciones ambientales no propicias para

la misma (Chdvez y Ferrera, 1990).



2. Que se conserve sin variacion, lo cual se puede deber a un no establecimiento de
la simbiosis por causas de especificidad ecologica (Lovato et al., 1994), de eficiencia del
endofito (Palacios et al, 1994), de dependencia micorrizica (Brundrett, 1991), de
tiempo en el que se manifiesta el efecto de la micorrizacion (Hammatt, 1994), de etapa
en la que se realiza la micorrizacion y factores que la influencian (Vidal, 1991;
Vestberg y Estaun, 1994).

3. Que se aumente. gracias a la adecuada combinacion de ambos simbiontes y/o a la
influencia en la optimizacion de la nutricion mineral, pero fundamentalmente por la
contribucion en la regulacion del estrés hidrico y de transplante.

Para esta investigacion, el haber obtenido casi el mismo porcentaje de
sobrevivencia se atribuye deacuerdo al inciso 2, a:

* Especificidad ecoldgica: el aislado de Glomus fasciculatum es una especie de
hongo muy comin en las investigaciones de micorrizacion arbuscular ya que es
altamente inespecifico y de facil propagacion (Sreenmivasa .y Bagyaraj, 1988;
Schellembaum et al., 1991). Sin embargo, cabe destacar que la utilizacion de un
inéculo mixto, probablemente hubiera descartado la posibilidad de cierta afinidad
ecologica. Del mismo modo, el aislado de cepas nativas originales del habitat, hubieran
podido determinar si este resuitado se debio a la especie de hongo micorrizico.

* La utilizacion de espor;ls para llevar a cabo la micorrizacion pudo no haber sido
el mejor propagulo seleccionado ya que la colonizacion de las raices depende de la
viabilidad de las esporas, su porcentaje de germinacion y crecimiento en el sustrato
(Ortega, 1994). El empleo de otros propagulos como raices colonizadas podria tener

un mejor efecto (Gonzdlez, 1993),



Por otro lado, el grado de dependencia micorrizica de esta especie no pudo ser
determinado con individuos naturalmente establecidos, ni tampoco por aquellos
representados en el cultivo ornamental. Los sustratos que se emplean para la
propagacion de estos ultimos, asi como la dependencia micorrizica de las plantas
domesticadas por cierto tiempo, disminuye notablemente ya que estin siendo
constantemente fertilizadas en su manejo. Se refirio la iicorrizacion a otras especies
del género (Berch er al., 1988) y se intento establecer la micorrizacién para conocer si
era factible su colonizacion.

Por tanto, el tiempo en el que se manifiesta el efecto de la micorrizacion no se

| conoce y podemos decir que tambien puede haber una influencia en la sobrevivencia
en este sentido (ya que ésta ha ido disminuyendo gradualmente conforme pasa el
tiempo). Las plantas que fueron transplantadas y soportaron la fase de
endurecimiento, aclimatacién temprana, retransplante y post aclimatacion; llegan a
morir aun habiendo crecido y respondido durante todas estas etapas. Probablemente
sea mas adecuado establecer el efecto de la simbiosis en Ia sobrevivencia hasta que se
realice el éstablecimiento al ambiente externo fuera del invernadero, siendo que la
sobrevivencia abarca también la conclusion de un ciclo de vida que se continiia en Ia.
formacion de flores, frutos, semillas y nuevas plantas. En el caso particular de C
atrosanguineus en el que sus semillas no son fértiles, podemos cnantificar la
sobrevivencia a través del rizoma subterrineo a lo largo de un aiio. La formacién de
botones florales se ha presentado en plantas micorrizadas y no, aunque cabe destacar

que ocurrié primero y en mas individuos de las plantas micorrizadas.



Acerca de la etapa en la que se lleva a cabo la micorrizacion, se piensa que se
selecciond la mas adecuada segun los ensayos preliminares de establecimiento de las
plantas en suelo, aulique también podria tener un mejor efecto el haberla llevado a
cabo en el enraizamiento in vitro. No obstante que los factores que influencian la
colonizhci(m, trataron de ser controlados en su totalidad (pH, contenido de fosforo
disponible, aereacion y contenido de agua del suelo, iluminacion, humedad relativa,

etc.).

f. Porcentaje de colonizacion de las raices.

El establecimiento de una baja pel:o presente colonizacion arbuscular en las raices
de Cosmos atrosanguineus es uno de los resultados mads importantes en esta tesis.
Todos los factores anteriormente discntidos influencian este parimetro, aunque el
caso no es conocer exactamente cuil de ellos pudo haber sido determinante, si no el de
poder proponer otras alternativas para la micorrizacion, una vez demostrado su
establecimiento. En relacion a la morfologia radical, podemos decir que no se
apreciaron diferencias cualitativas debidas a la micorrizacion, teniendo en ambos
casos, raices finas y ramificadas, con pelos absorbentes muy homogéneos y que se
distribuyen a lo largo de todo el terron dando vueltas en la base del contenedor, las

raices primarias.

111, Establecimiento de Cosmos atrosanguineus en un suelo natural proveniente

de su habitat original.



a. Anilisis fisicoquimicos y determinacién taxonémica del suelo.

La caracterizacion del suelo utilizado en la adaptacion de la planta, permitio
determinarlo como un Luvisol hdplico seguin el sistema de clasificacion FAO/UNESCO
(1991):

Suelos con un horizonte B drgico, capacidad de intercambio > 24 emolKg' de
arcilla, grado de saturacion de bases del 50% o mayor en B, sin horizonte A méllico y
E delimitado bmscameme sobre uno lentamente permeable. Horizonte B no pardo
fuerte ni rojo, sin E dlbico ni horizonte cdlcico, ni concentraciones de caliza
pulvurulenta,

Para el sistema de clasificacion de la Soil Taxonomy (1967), encontramos que
corresponde a un Paleudalf con las siguientes caracteristicas:

Horizonte arcilloso bajo uno éxico, sin epipedén méllico, saturacion de bases mayor
al 35 %, sin ser tan hiimedo como los aqualfs ni tan frio como los boralfs, con sola de
mas de 1.5 m de profundidad, distribucién de arcilla disminuida en menos de un 20%
de su maximo a 1.5 m.

En general, las caracteristicas de estos suelos, corresponden a climas templados
hﬁmedo§ y subhiimedos y/o de regiones tropicales y subtropicales Qcupan grandes
extensiones de tierras forestales y se asocian a suelos de otros drdenes donde los
patrones de microclimas se relacionan con aspectos de los terrenios de topografia
madura, como sucede en el caso de la Sierra de Alvarez. En estos suelos se han
lixiviado los carbonatos provocando una reaccion del mismo dcida y desplazamiento

de coloides. Esto viene seguido de la deposicion de arcilla en el horizonte B principal,



creando un epipedon ocrico y la comuin presencia de cutanes de iluviacion y
sesquioxidos en B. No toda la arcilla de este horizonte proviene de la migraciou;
también hay formacion de la misma por intemperizacion de minerales. Por otro lado,
los drboles proporcionan casi toda la materia organica del suelo y son suceptibvles a
sufrir una acelerada erosion (Buol y Hole, 1991).
Particularmente para este suelo, es interesante resaltar el hecho de que se piensa
" que es un paleosuelo formado en otra época geologica, donde las condiciones
climxiticgs permitieron que se desarrollara el excesivo intemperizmo que demuestra
(Gamma, 1996), Las condiciones climaticas actuales (véase anexo 2), no permitirian la
génesis de un suelo de esta naturaleza.
En relacion a sus caracteristicas fisicoquimicas (cuadro 3), podemos interpretar lo
siguiente:
A 1 m de profundidad, encontramos la presencia de dos horizontes (un A dcrico hasta
los 40 cm y a partir de éstos un B argilico). Los colores van de un café amarillento en
seco y café en himedo (hasta los 20 cm), a un amarillo pardo en seco y café amarillento
en hiimedo en su profundidad. La textura es de un limo arcilloso hasta los 20 cm y
posteriormente se manifiesta constantemente arcillqsa. La relacién limo/arcilla solo es
de 1 en las dos primeras capas y menor para el resto, lo que habla de la dominancia del
material arcilloso y sus repercusiones en la estructura, plasticidad, compactacion, y
permeabilidad. La densidad aparente corresponde adecuadamente a la de un suelo
arcilloso y la real a uno de constitucién media. Ambas densidades no varian mucho a lo
largo del perfil y permiten una porosidad menor al 50% desde los 20 cm, lo que

dificulta el desarrollo radical. En relacion al contenido de agua que esti determinado



por la dominancia en la proporcion arcillosa ﬁel perfil, se observa que aiin a 1.5 KPa,
es relativamente alta (alrededor del 10%) para un suelo seco. La permeabilidad es cada
vez mas lenta conforme crece el perfi‘l siendo menor el frgnte de avance de 2 cm/h desde
los 40 c¢m, Esto se relaciona con la porosidad (<50%) y el menor desarrollo de raices.
Los contenidos de materia orgdnica son bastante bajos (aiin en el epipedén) puara un
suelo que sustenta a una vegetacion de bosque de encino, probablemente por la escaza
densidad vegetal en el lugar de colecta (claro de bosque). El % de C y N como
consecuencia, son muy bajos repercutiendo en la fertilidad del mismo: para los 10
primeros cmn de profundidad, la relacion C:N es mayor a 13 correspondiendo a
hojarazca no muy descompuesta y mantillo mis fragmentado hasta los 20 cm. A partir
de los 30 cm, el contenido de materia orginica y % de carbono es insignificante. Las
bases intercambiables tienen valores elevados para los cuatro cationes. El calcio, apesar
de encontrarse en una zona yesifera, no se encuentra en cantidades suficientes para
constituir un horizonte de esta naturaleza; el maguesio también se encuentra en
cantidades medias al ignal que el sodio y sobre todo el potasio que es bastante su
concentracion en todo el perfil. Esto nos habla de que el lavado de bases no es muy
grande por lo que la precipitacion actual no pudo haber formado un suelo tan
intemperizado y rico en bases. La capacidad de intercambio catiénico es alta por la
fraccion arcillosa, lo que r;sulla en un porcentaje de saturacion de bases (PSB)
también bastante alto. Esto si redunda en la fertilidad del suelo, que por lo general
cumple con las caracteristicas potenciales de los alfisoles o luvisoles (> del 50%). Los

valores de pH son significativamente dcidos y muy idcidos después de los 60 cm de



profundidad. La acidez puede reflejar concentraciones significativas de aluminio, dado
que las bases interclambiables no son tan reducidas, aunque el las mismas. Finalmente,
¢l contenido de fosforo se determiné dnicamente hasta donde se utilizd el suelo para el
establecimiento de las plantas. Su disponibilidad es considerablemente alta a los 20 cm,
en los que la actividad por la fraccion orgdnica es mas intensa y disminuye

drasticamente a los 30 cm.

b.' Establecimiento de Cosmos afrosanguineus en un Luvisol.

El establecimiento de las plantas no presenté ningin problema en comparacion al otro
suelo utilizado, Si bien, la compactacion de este suelo es PSB se incremente ligeramente
con la profundidad, nos hablan de un lavado de muy grande, se mejoré su textura con
agrolita (una vez establecidos sus beneficios), para incrementar la aereacion y mejorar
el drenaje. La mezcla se preparé tamizando el suelo colectado (malla 0.8 mm) y
autoclavéandolo junto con la agrolita. El bajo contenido de materia organica impidio
la retencion de humedad como en el otro suelo, teniéndose que regar a las plantas mas
seguido y con mds agua, El crecimiento de las plantas no micorrizadas en ambos suelos,
fue muy similar en tamaiio aunque las caraceristicas morfoldgicas del tallo variaron
ligeramente, siendo un poco menos delgados. Las raices fueron también finas, pero su
distribucion a lo largo del terrén no se dié tan profusa debido a la gran compactacion

aun presentada,



Cuadro 3. Anilisis fisicoquimicos del suelo (Luvisol).

Profundidad Horizonte Color Textura Clase textural Limo/ Densidad Porosidad Contenido Permeabilidad
(cm) Seco Humedo Gravas Arens Limo Arcilla USDA, 1990 : arcilla aparente real Y de agua cm/h
(1.5KPa) (033KPa) (>2 mm) (%) (<0.002 mm) Spg/cm (% a 1.5 KPa)

0-10 M 10 YR 5/4 10 YR 4/3 - 43 29 28 Limo-arcilloso 1.03 1.03 2.30 55.2 220 4.70

10-20 Az 10 YR S/4 10 YR 4/3 - 42 29 29 Limo-arcilloso 1.00 1.10 2.35 542 18.0 4.30

20-30 AB 10 YR 6/4 10YRS/4 3 40 27 33 Arcilloso 0.82 1.20 2.40 50.0 15.0 3.70

30-40 AB 10 YR 6/4 10 YR 5/4 S 40 25 3s Arcilloso 0.71 1.20 2.40 50.0 11.0 2.40

40-50 B 10 YR 6/6 1I0YRS/6 2 36 25 39 Arcilloso 0.64 1.30 2.35 44.7 7.0 1.80

50-60 B2 10 YR 6/6 I0OYRS/6 6 34 26 40 Arcilloso 0.65 1.30 2.35 44.7 7.5 1.20

60-70 B2 10 YR 6/6 IOYRS/6 6 33 27 40 Arcilloso 0.67 1.38 2.358 42.6 7.8 1.10

70-80 B 10 YR 6/6 IOYRS8 3 33 25 42 Arcilloso 0.59 1.35 2.35 42.6 7.9 1.00

80-90 B2 10 YR 6/6 IOYRS/8 3 33 25 42 Arcilloso 0.59 1.37 2.37 42.2 10.0 0.95

90-100 B2« 10 YR 6/6 10 YR 5/6 3 31 25 44 Arcilloso 0.57 1.37 2.37 422 10.0 0.95
Profundidad Materia orginica Nitrogeno total C/N Bases intercambiables Cd'/Mg"™ Ca™"+Mg"" Saturacion bases CaSO;2H,0 P soluble C.L.C.T pH

(cm) (%) (%) ‘CaMg” Na* K K (%) (% V) ppm 2(H1:2.5 CaCh 1:2.5

0-10 3.50 0.128 1586 17 s 1.0 20 340 110 71.4 35 1.28 35.0 5.82 4.90
10-20 2.70 0.128 12.24 1S 4 08. 13 3.78 14.6 66.6 2.0 7.35 32.0 5.50 4.35
20-30 1.40 0.110 7.38 13 4 0S5 1.7 325 10.0 711 4.0 3.0 27.0 5.20 4.20
30-40 0.85 0.095 519 13 3 0.6 1.7 433 9.4 73.2 4.0 - 25.0 5.20 4.10
40-50 0.60 0.030 11.60 12 4 04 1.3 300 89 79.1 5.5 - 23.0 5.10 4.10
50-60 0.55 0.025 12.76 13 4 04 1.8 325 9.4 83.5 5.5 - 23.0 5.00 3.90
60-70 0.50 0.025 11.60 11 3 05 1.7 366 8.2 77.1 6.2 - 21.0 5.10 3.90
70-80 0.47 0.020 13.63 14 3 0sS 1.7 4.66 10.0 86.7 6.5 - 21.0 510 3.78
80-90 0.47 - - 15 3 0S5 16 5.00 11.2 100.5 7.0 - 20.0 5.20 3.90
90-100 0.45 - - 13 4 03 13 3.25 13.1 93.0 7.0 - 20.0 5.20 3.90




El porcentaje de sobrevivencia para este tratamiento también fue similar
(alrededor del 50%), aunque se utilizaron inicamente la mitad de los individuos.
Esta adaptacion de las plantas demuestra que pueden ser establecidas en suelos
naturales procedentes de su ed;.afoecosistema nativo, aun cuando éstos presenten
deficiencias, como la compactacié ocurrida en estecaso. Se puede entonces
demostrar, que es un intento vilido, el establecer y adaptar a las plantas
micropropagadas en suelo colectado en campo para ser considerado y aplicado

en estudios de reintroduccién.

IV. Anilisis de la variacion genética de Cosmos afrosanguineus

micropropagados a través del estudio de isoenzimas.

a. Isoenzimas analizadas.

Se probaron un total de 14 enzimas: MDH, PGD, PGM, IDH, PHI, ACPh,
GD, ME, APX, CPX, PGI, LAP, GOT, EST. Se seleccionaron aquellas en las que
las bandan definieron lo mds homogéneamente porsible para todos los individuos
que se corrieron. Algunas de ellas vertieron inltormaci('m para varios loci, por lo
que se condiera la variacion total por loci cuantificados mds que por
isoenzima(Pérez, 1996). Los resultados se resumen en el cuadro 4 y se

esquemiatizan en los siguientes zimogramas.



Cuadro 4. Resultado de la variacion encontrada en las isonezimas analizadas.

Enzima Estructura Sistema No. loci No. loci No. alelos
de corrida totalespolimérficos

Peroxidasa Monémero LiOHS 2 - 2
(APX y CPX)

E.C.1.11.1.7

Fosfoglucosa Dimero LiOHS8 5 - 1
isomerasa (PGl)

E.C.5.3.1.9

Leucina-aminoMonémero LiOHS8 3 - l
peptidasa (LAP)

E.C.3.4.11,1

Glutamato- Dimero LiOHS8 2 2 3
oxaloacetato-

transaminasa

(GOT)

E.C.2.6.1.1

Diaforasa (DIA) Tetramero LiOHS8 3 ' 1 3
E.C.1.6.4.3

Fosfatasa acida Dimero LiOHS 4 - 2
(Acph) '
E.C.3.1.3.2,

Esterasa (EST) Dimero ¢ LiOH8 B | 1 2
E.C.3.1.1.1 Monémero

Enzima mélica Tetrdmero 0 LiOHS8 -2 1 2
(ME) Monomero

E.C.1.1.1.40




Zimogarmas. Esquemas de los patrones de bandeo que presentaron los loci de

las enzimas del cuadro 3.
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b. Andlisis de la variacion de Cosmos atrosanguineus debida a la
micropropagacion.

En relacion a los zimogramas presentados anteriormente, encontramos que se
manifiesta variacion genética en el clon microprépagado in vitro para algunas
isoenzimas. Entre ellas, se encontro variacion de un individuo para los dos loci de
GOT, una variacion casi completa e irregular manifestada en casi todos los
individuos para uno de los loci de DIA; variacion para algunos individuos en un
loci de EST y para algunos otros de ME. El resto de las enzimas permanecieron
sin cambios en las frecuencias alélicas. La isoenzima DIA es la que presenté una
mayor heterogeneidad y cantidad de variacién, seguida de la EST y ME, El
calculo del porcentaje de polimorfismo y las frecuencias alélicas se da a
continuacion:

% Polimorfismo=(no. loci polimorficos/total)=(5/19)100= 26 %

Cuadro §. Frecuencias fenotipicas en los distintos loci.

APX-1 12=1 GOT-2 13=0.97 ACPH-2 =1
APX-2 11=1 12=0.03 ACPH-3 li=1
PGI-3 12=1 DIA-1 11=1 ACPHH 1R2=1
LAP-1 1=t DIA-2 11=1 EST-1 1=0.75
LAP-2 11=1 DIA-3 11=0,44 12=0.25
LAP-3 =1 22=0.48 ME-| 1i=1
GOT-1 22097 33=0.07 ME-2 12=0.23
12=0.03 ACPH-1 11=1 22=0,77

El porcentaje de polimorfismo que se manifesté es considerable y en el caso de
uno de los alelos de la DIA-3, se ven completamente modificadas las frecuencias

génicas no siendo posible determinar a la original. Para el caso de la EST-1 y



ME-2, también encontramos una alteracion significativa de las frecuencias
génicas y un.comienzo para GOT-1. |

Las fuentes de variacion se explican no precisamente como una consecuencia
de los factores propios del subcultivo, si no a una impresicion en el seguimiento
del evento morfogenético que did lugar a la regeneracion de nuevos individuos.
Esto significa que muchas de las plantas forman callos que regeneran nuevos
brotes; la cuantificacion y monitoreo de estos eventos morfogenéticos no pudo
precisarse en un momento del subcultivo (Sdnchez, s.f.). Esto aunado a las
concentraciones y combinaciones hormonales que se estuvieron llevando a cabo
para establecer condiciones optimas de subcultivo, asi como la excesivi
proliferacion de la planta in vitro, pudieron »generar esta incipiente y fortuita
variacion en algunas de las isoenzimas. Para el caso de la DIA, se presentd una
gran variacién, posiblemente porque ésta es mucho mis inestable ante eventos
acelerados de multiplicacion celular, a la influencia hormonal y/o inestabilidad en
el proceso de desdiferenciacion (Maurer, 1971),

Estos resultados acerca de la variacion espontinea que ocurre en un cultivar,
podrian p;ermitir explicar las causas de la heterogeniedad morfolégica de algunas
plantas tanto in vitro como ex vitro, ya que como se establecid anteriormente, la
eficiencia bioquimica del metabolismo se ve afectada y con esto el crecimiento
(Goodman y Stuber, 1983). Aunque, el aspecto mas importante de considerar, es
que el cultivo de tejidos vegetales ha sido considerado como una de las vias mis

exitosas de propagacion vegetativa y preservacion del genoma. Por lo visto, se



deben cuidar los aspectos del subcultivo cuando no se precise inducir una
variacion dentro del cultivar. Para el caso particular de Cosmos atrosanguineus,
esta variacion es requerida, cuanto mas pudiera serlo por estos mecanismos en
los que se logra estabilidad genética (no se observan ploidias en los patrones de
lba_ndeo), mucho mejor que la producida por radiacion u otros métodos. Esto
abre una posibilidad para recomendar a la micropropagacion por cultivo de
tej.idos, como mecanismo de reproduccién de especies en extincion con una base

genética reducida para posteriores intentos de reintroduccion.



CONCLUSIONES

* La micorrizacion arbuscular de plantas micropropagadas es una prictica
potencialemente valiosa para lograr establecer exitosamente a las plantas a las
condiciones ex vitro, Para que esto sea factible, 'se deben adecuar las condiciones
del cultivar a las del endéfito y a ambas con las que involucran un favorecimiento

de la simbiosis.

* La reintroduccion de plantas en peligro de desaparecer a sus ecosistemas
nativos, se verd grandemente favorecida si se considera el papel que juegan los
microorganismos de la rizosfera y el suelo como factor determinante de las

condiciones de adaptacion.

* Las isoenzimas son una arma poderosa para detectar cambios en las
poblaciones que se sujetan a la micropropagacién y ésta es a su vez, una técnica
adecuada para la multiplicacion de especies en peligro ya que se pueden inducir
a través de la misma, mutaciones en individuos de escaza representacion genética

nataral,



ANEXO 1. Descripcién botdnica de especies afines.

A continuacion se dan las diferencias botanicas entre Dahlia, Cosmos y Bidens
“(Rodriguez y Porras, 1985) puesto que esta especie ha sido colocada mxouénlicanl‘ente

en estos tres géneros:

En Cosmos, los filamentos son pubescentes, los aquenios bisicamente tetragonales
" en corte transversal y con un surco en cada cara. Eu la Dahlia, los filamentos son
glabros con aquenios rara vez tetragonales en corte transversal y con un surco en cada
cara, Las raices son tuberosas, las bracteas involucrales exterfiores carnosas, los
aquenios fuertemente comprimidos a veces triangulares en corte transversal, lineares a
oblongos u oblonceolados, plantas generalemente robustas rara vez de menos de 50
cm de alto con cabezuelas frecuentemente de mds de 5 cm de diametro. El género
Bidens no tiene las raices tuberosas, las bricteas involucrales exteriores mo son
carnosas, las cabezuelas de menos de 5 cm de didmetro con aquenios sin alas nunca
anchamente ovados, bdsicamente tri o tetragonales en corte transversal y
frecuentemente alade comprimidos y acostillados.

Los tres géneros comparten en comun los nqueniqs de las flores del disco similares a
las flores liguladas o bien las flores liguladas estériles con paleas planas o a penas
concavas sin abrazar, los aquenios de las flores del disco dorsoventralmente
comprimidos a veces lineares. Flores liguladas sin androceo y en la periferia de las
cabezuelas corolas 2 a 4 dentadas en el dpice sin Litex ni vilano,

Se proporciona la descripcion botinica de Cosmos scabiosioides H, B, K., la especie

mas similar a C. atrosanguinens (Montesinos, 1985).



Hierba perenne erecta de 70 a 130 cm de alto, raices fasciculadas y tuberoszis, tallo
subcuadrangular, ramificado, pubescente; con hojas generalmente pecioladas y
pinnatipartidas o a veces simples, con peciolo alado de 2.5 a 10 cm de largo, segmentos
casi lineares o lanceolado-ovados, rombicos o de otras formas, hasta de 1.7 cm de
ancho, dpice acuminado con margenes ciliados, aserrados, envés pubescente y haz
glabro, hojas indivisas lanceoladas, ovado lanceoladas o de otras formas; cabezuelas
generalmente 3 a 4 sobre diinculos delgados, hasta de 20 cm de longitud, en la antesis
de 2 a 4.3 cm de ancho; invélucro glabro, bricteas externas 7 a 8 linear-lanceoladas de
alrededor de 3.5 mm de longitud, Apice obtuso agudo, brillante y endurecido, verdes
con 5 a 7 estrias de color modo, bricteas internas moradas mis grandes que las
externas; flores liguladas alrededor de 8 con ligulas de color guinda obscuro casi
negruzco de 1 a 1.5 cm de longitud, obovadas con el dpice redondeado frecuentemente
con 3 dientes obtusos, pileas lineares o lanceoladas, amarillas con los bordes morados,
glabras, aquenios angostamente fusiformes con un rostro alargado tetragonales con un
surco en cada cara glabros de 1.2 a 2 cm de longitu y 0.8 a 1 mm de ancho cen vilano
de aristas delgadas, retrorsamente barbadas de 2.5 a 3.5 mm de longitud. Se conocen
dos variedades de las cuales en el Valle de México se encuentra la Var. scabn'o.sioides‘
con segmentos de las hojas en formas diversas pero nunca oblongos. Crecen en
altitudes fie 2350 a 3000 |;1snn| en Bosque de Quercus, Pinus, Juniperus, Cupressu&,

pastizal. También se distribuye de Nayarit a Veracruz y Chiapas.



ANEXQO 2. Caracterizacion de la zona de estudio.

a. Clima, flora y conservacién.

Para la Sierra de Alvarez se encuentran reportados dos tipos de vegetacion en las
cartas topogrificas del CETENAL que son Chaparral y Bosque, El clima segin la
carta climdtica del Instituto de Geografia de la UNAM es para la sierra seco o
_eétepario semiseco con inviernos frescos, temperatura media anual entre 18 y 22 C,
m.es mis frio <18 C (BShw''(w)(e)g). Para Alvarez es templado semiseco o semidrido
con lluvias en verano siendo el menos seco de los climas secos, con un cociente de
precipitacion temperatura > 22,9, con veranos cilidos y temperatura media anual
entre 12y 18 C, siendo la del mes mas frio entre -3 y 18 Cy la del mes mas cilido > 18
(BS;Kw(e)g). El régimen de luvias es en verano y es por lo menos 10 veces mayor la
lluvia en el nes mds himedo que la mitad caliente del aiio del mes mas seco, siendo el
porcentaje de lluvias en invierno entre § y 10.2 de Ia total anual. La marcha de la
temperatura es tipo Ganges presentindose el mes mis cilido de todo el aiio antes de
junio, extremoso con oscilacién entre 7y 14 C.

Segin un estudio hecho por Flores y Gerez (1994), en el estado de San Luis Potosi,
se tiene estimado que un 7.3 % del total de su flora, estd rep}eSenlado por Bosque de
Encino, Si bien se redujo en un 2.2 %, el 42.5 % del mismo todavia se conserva
integro y el restante 57.5 % se considera ya perturbado. Es uno de los estados con
mayor diversidad en cuanto a tipos de vegetacion representados (20 segin lo
establecido por Rzedowski) y en el que el Bosque del Encino ocupa un 4.78 % de su

superficie. El total de su flora protegida se calcula en un 0.6 % de su area y dentro de



esta insignificante cifra se encuentra circunscrito el Bosque de Encino dentro de “El
Potosi” decretado como Parque Nacional con aproximadamente unas 20 000 hectireas
por SEDUE, SEDESOL y el IUCN. La Sierra de Alvarez también se decreté Reserva
Natural por los mismos organismos ademas de una zona protectora de flora y fauna

por Ia SAHR y que cuenta con alrededor de 16 900 hectareas.

b. Géologia y edafologia.

La sierra de Alvarez constituye el macizo montafioso que separa el altiplano de las
llanuras que forman la cuenca del Rio Verde con yacimientos de yeso y marmol. Al
oriente de la sierra se encuentran riolitas sedimentarias de tipo conglomerado macizo
montaiiose compuesto por calizas lutitas y brecha (CENEM, 1988). Se encuentra a los
22 101 y corresponde a la Provincia de la Meseta del Centro. Cuenta con 400 aiios de
actividad minera con recursos de plata, plomo, estaiio, mercurio, antimonio.y los
yacimientos de fluorita mds importantes del pais, asi como yacimientos de yeso y
azufre, También se explota la cantera rosa de la‘ roca riolitica. En las guerras
mundiales se exploté mercurio y antimonio siendo a principios de los afios 50 cuando
se descubrieron los yacimientos de fluorita. En la época porfirista se introdujo el
ferrocarril y comenzd la mineria de trasnacionales como la ASARCO (American
Smelting & Refining Company) que suspende la explotacion en tiempos de la
Revolucion ya que eran comunes los asaltos por bandoleros que aprovechaban la
anarquia que imperaba en ese entonces (SEMIP, 1992). Para 1925 comienza
nuevamente la explotacion de las minas y tiene su mayor auge de 1930 a 1947, aiio en

el que se retira esta compaiiia definitivamente, La extraccion de Mercurio fue muy



importante en la década de los 60 hasta 1973, permaneciendo en total abandono el
Municipio de San Nicolds Tolentino a partir de estas fechas. Esto a pesar de estar en el
centro turistico ejidal de Santa Catarina, conocido como “El Valle de los Fantasmas”.

Alvarez la poblacion, se encuentra localizada a los 101 23" y 22 00°en la desviacion
de San Francisco (Km 53) de la carretera Federal MEX70 (Fig, 1). Dado que la Sierra
de Alvarez forma parte de la Sierra Gorda, esti consolidada por suelos jovenes de
origen sedimentario y aluvial. La caracterizacion edifica segun Ia‘ Carta edafologica
emitida por el CETENAL en 1974, refiere para el este de Alvarez (en la zona de
colecta) Luvisoles drticos con fase salina, de textura fina encontrindose en un terreno
con diseccion de severa a montafiosa con pendientes mayores de 20 % , cuya
caracterizacion se hizo sin muestreo y con pozos a cielo abierto (Lo + [/ 3c). Para el
noroeste de Alvarez se describen Litosoles y Luvisoles crémicos de fase litica con lecho
rocoso, entre 10 y 50 cm de profundidad (I+L¢c/3¢c). Para el suroeste se presentan
Litosoles y Phaeozems livicos y rendzinas de textura media (I+HI+E/2c).

Las altitudes segiin la carta topogrifica del CETENAL para la zona de colecta son
de 2 300 msnm con un tope de 2 600 m hacia el sur de Alvarez y 2 500 m hacia el

norte.



ANEXO 3. Consideraciones taxondémicas de Glomus fasciculatum.

Varela (1994) hace uua siutesis de lo que ha sido la trayectoria taxondmica de las
micorrizas arbusculares: comenzé en 1809 con Link y a partir de entonces, ha habido
numerosos cambios a varios niveles: desde haberlos situado en los Tuberales (Fries,
| 1849) y posteriormente como Mucorales (Bucholtz, 1922). A este nivel, ya para 1974,
~ su situacion quedé definida en los Ficomicetos y es cuando Gerdemann propone
cuatro géneros para las micorrizas arbusculares. Para 1979 se aiiade otro género mis
y para 1986, todavia se hicieron reordenaciones a nivel género, e inclusive la
propuesta de una nueva familia por Pirozinski y Dalpé en 1989 (Glomaceae). Morton
y Benny en 1990 proponen dos nuevas familias y un nuevo orden (Glomales).

Estos iucreibles devenires en la taxonomia, son a causa de ser asexuados,
considerindoseles como morfoespecies que mantienen caracteres lo suficientemente
conservados aunque distintos, como para diferenciarlos en aproximadamente 150
especies diferentes (Varela, 1994).

A esto hay que aiiadir que las investigaciones en micorrizas arbusculares han
centrado su atencidn en las respuestas de las plantas, y pocas de ellas consideran con
detalle la taxonomia de los endéfitos. En el caso de Glomus fasciculatum, se generé un
problema realmente complicado con su taxonomia, probablemente a consecuencia de
su amplia distribucion natural y denotada plasticidad genética (Morton, 1988). Esta
morfoespecie no ha sido identificada ain con presicion (Walker y Koske, 1987), siendo
probable que en muchos reportes bibliogrificos en los que se le ha descrito, se

refierean a otras especies todavia no determinadas. El complejo de especies



desconocidas que encierra la palabra Glomus fasciculatum, debe ser aclar:ido con
urgencia por taxonomos con mucha experiencia. Esta es una tarea muy laboriosa y
para muchos trasbajos infructifera puesto no se ha dejado mninguna evidencia
fotogrifica o esquem:itica. Por esta razon, y en justificacion a que el aislado utilizado
para llevar a cabo este trabajo proviene de una descripcion taxondmica no actual, se
dejarin depositadas algunas preparaciones fijas en el Laboratorio de Biologia del

Suelo del Departamento de Edafologia del Instituto de Geologia, UNAM.

..
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