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Protocolo para Proyecto de Investigacion Ene-Dic 2018

Titulo del proyecto

Niveles de ploidia, morfologia y germinacion de semillas en especies del género Opuntia del estado de
Coahuila

Introduccion

El género Opuntia por su capacidad de adaptacion a ambientes de altas temperaturas y falta de agua, es uno
de los recursos fitogenéticos de mayor relevancia en las zonas dridas y semidridas, que ocupan actualmente
mas del 60% del territorio mexicano. Se reportan mas de 20 usos del nopal entre los que sobresalen
alimenticios, medicinales y forrajeros. Debido a esto. muchas especies de nopal estan siendo objeto de
diversos estudios para encontrar nuevas técnicas que ayuden a garantizar la conservacion del acervo genético
y por lo tanto aprovechar de manera sustentable este recurso fitogenético de gran valor para las zonas aridas y
semiaridas del pais.

Se cree que el proceso evolutivo de Opuntia puede ser por hibridacion entre especies. seguido por el
incremento de ploidia (Grant, 1982). por lo que los estudios citogenéticos a través de la caracterizacion
cromosomica v citometria de flujo han sido de gran apoyo. ya que son herramientas eficaces para distinguir
entre especies y determinar poblaciones ancestrales, contribuyendo a resolver problemas taxondomicos
basadas en analisis de caracteres externos. Dado el papel relevante de las especies del género Opuntia en la
ecologia de las zonas 4ridas y semiaridas. en la agricultura y a su valiosa diversidad. se planted el siguiente
objetivo: evaluar los niveles de ploidia y caracterizacion morfo-fisiologica de semillas de seis especies del
género Opuntia que se distribuyen en el estado de Coahuila. con la finalidad de agrupar o diferenciar especies
de nopal distribuidas en Coahuila a partir de sus numeros cromosomicos, nivel de ploidia y diferencias
morfologicas de semilla y asi contribuir a la ordenacion del género Opuntia, conocer la biodiversidad,
establecer una linea de mejoramiento genético en nopal y generar estrategias de conservacion in situ y ex

situ.

Objetivos

Evaluar y comparar los niveles de ploidia. caracterizacion morfologica y fisiologica de semillas de seis
especies del género Opuntia distribuidas en Coahuila.

Especificos

Obtener el nimero cromosémico de seis especies del género Opuntla distribuidas en Coahuila

Determinar los niveles de ploidia por citometria de flujo en scis especies del género Opuntia

Caracterizar morfologicamente los caracteres externos (tamaiio, peso. forma. color, textura. forma y pOSlClOn
de hilium) e internos (tamafio, forma, color. disposicién v tipo de embrion) de las semillas de seis especies
| del género Opuntia.

Evaluar las caracteristicas fisioldgicas (germinacion) de las semillas de seis especies del género Opuntia
distribuidas en Coahuila

Analizar la asociacion entre morfologia de semilla y especies
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Hipdtesis
Existen diferentes niimeros cromosémicos y niveles de ploidia entre especies del genero Opuntia. distribuidas
en Coahuila. Hay diferencias en la morfologia v fisiologia en semillas, de las especies de Opuntia estudiadas.

Revision de Literatura

Las cacticeas representan a una familia de plantas nativas del Continente Americano, con un numero
estimado de 1500 especies (Bravo-Hollis, 1978). En México en la region centro-norte, se encuentra la mayor
diversidad de los géneros Opuntia y Mammillaria, los cuales comprenden cerca del 20% del total de la
familia. Se reconocen 93 especies silvestres de nopales (Scheinvar, 2010). dando relevancia a los desierto
Sonorense y Chihuahuense. En el estado de Coahuila se encuentran distribuidas veinticinco especies de dicho
género (Villarreal, 2001). Opuntia comprende plantas perenes. suculentas, simples o cespitosas,
arborescentes, arbustivas o rastreras; tronco bien definido o con ramas desde la base, erectas. extendidas o
postradas; articulos globosos, claviformes, aplanados (cladodios), muy carnosos o lefiosos. La mayoria de las
especies de este género presentan un alto rango de poliploidia encontrandose una serie que va desde los
diploides (2n=22) hasta los octoploides (2n=88) (Sosa. 1964). Los sistemas reproductivos de Opuntia son
principalmente de tipo asexual en condiciones naturales debido a que es una respuesta de adaptacion al bajo
rango de germinacion y depredacion de semilla (Del Castillo. 1999). lo que provoca poblaciones densas; otro
tipo de reproduccion es la sexual la cual esta relacionada con la hibridacién natural entre distintas especies
de Opuntia, aumentando el nivel de ploidia y diversidad (Bobich y Nobel, 2001: Reyes-Agiiero ef al.. 2006
‘Nattero y Malerba, 2011). Se han citado numerosos ejemplos de niveles de ploidia. introgresiones.
formaciones de poblaciones hibridas y trihibridas y también hibridaciones entre especies de dreas
geograticamente aisladas (Del Castillo. 1999). La identificacion de diferentes especies de la familia
Cactaceae es afectada por el polimorfismo, hibridacion e influencia del hombre en la seleccion de genotipos
especificos. lo cual altera las caracteristicas iniciales de la especie (Rebman y Pinkava. 2001, Grimaldo-
Juarez et al.. 2007). La alternativa para identificar correctamente las plantas es a través de la integracion de
informacion cromosomica (citogenética), misma que tiende a ser constante entre individuos de la misma
especie, lo que facilita la delimitacion de especies, géneros y relaciones filogenéticas (Dubcovsky et al.,
1989: Grimaldo-Juarez et al., 2007). Segin Gibson y Nobel (1986), Cota y Wallace (1996) el estudio de los
cromosomas en las cactaceas es escaso. lo que se atribuye al tamafo pequeno de éstos, a la presencia de
mucilago en los tejidos y a los cristales de oxalato de calcio y latex. lo cual complica la técnica de aplastado y
dificulta su observacion. En algunas especies del género Opuntia. en donde se han estudiado caracteristicas
de los cromosomas. se coincide en indicar que su niimero basico es de x=11 y que se tienen variaciones
poliploides. Una de las disciplinas que estudia la morfologia y el comportamiento de los cromosomas durante
la mitosis v meiosis es la citogenética (Schubert 2007). Los clasicos estudios citologicos han permitido
mediante la tincion de la cromatina contribuir al actual entendimiento de la diversidad de cromosomas en
diferentes especies. Estas aproximaciones metodologicas han permitido explicar alteraciones en el cariotipo
tales como cambios en el nimero de cromosomas o en su morfologia, y dar una vision sobre el conocimiento
del comportamiento de los cromosomas (Chester et al., 2010). Los cromosomas, se caracterizan por poseer
caracteristicas morfologicas distinguibles (numero, tamafio. posicion de su centromero). estas caracteristicas
estan sometidas a cambios evolutivos y por tanto podréan variar entre y dentro de las especies (Schubert 2007;
Guerra 2008). Otra forma de determinar el nivel de ploidia es con el uso de la citometria de flujo (CF). este
método permite conocer la identidad de los genomas de una determinada especie y evaluar las variaciones
intra ¢ interespecificas. El principio de la CF es analizar la intensidad de la fluorescencia de particulas o
nucleos tefiidos con fluorocromos. que son forzadas hidrodinamicamente a pasar por una camara que recibe
un haz de luz intensa, y por medio de un detector optico separado por filtros convierte el haz en pulsos
eléctricos. los cuales son amplificados y digitalizados por un sistema computarizado que muestra los
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rgsultados de la medicion de la longitud de onda emitida por las particulas tefiidas por medio de un
histograma (Dolezel, 1991). La calidad del histograma se define por ¢l valor del coeficiente de variacion
(CV), los valores de C'V confiables para el contenido nuclear de ADN en plantas son los que no exceden de
cinco (Dolezel, 1991 v Dolezel er al.. 1998). Para obtener CV entre (.98 y 1.96, el citometro de flujo debe
estar calibrado (Palomino y Heras, 2001). Los andlisis de cariotipo. comportamiento meiotico y poliﬁloidias.
permiten conocer la variacion intra e inter especifica. nivel adaptativo y ver inferencias sobre patrones de
especiacion (Poggio v Naranjo, 2004; Majure ef al.. 2012).

Procedimiento Experimental

| El presente trabajo de investigacion se llevard a cabo durante el periodo 2016-2018. Se realizaran colectas de
seis especies del género Opuntia en diferentes regiones del estado de Coahuila. Cada ejemplar colectado se
georreferenciara y se anotaran sus caracteristicas vegetativas, de las cuales se tomaran caracteristicas
descriptivas del hdbitat, se colectaran tres cladodios y cinco frutos maduros de tres plantas diferentes de cada
especie. Los cladodios colectados seran establecidos en condiciones de invernadero para obtener material
fresco para las pruebas de laboratorio. los frutos se utilizaran en los analisis de semillas.

Etapa 1. Evaluacién del nimero cromosémico y nivel de ploidia

1.Analisis de cromosomas en mitosis

La observacion de los cromosomas se realizara en células mitéticas de apices radiculares de cladodios, en
laminas temporales preparadas por la técnica del squash (Garcia, 1990). Las raices de | a 2 centimetros de
longitud seran pretratadas con solucion acuosa saturada p-diclorobenceno durante 4 horas, después seran
fijadas, utilizando la formula Farmer, en esta permaneceran los apices por 24 horas, después se quitar el |
fijador. se enjuagaran con agua destilada para la adicion de colorante carmin-propionico y ahi permaneceran
por una semana, después poniendo en portaobjetos un apice radicular, con una gota de acido propionico al
45%. se macerard y colocara un cubreobjetos, presionando hasta obtener una preparacion donde los
cromosomas estén bien coloreados y separados: al lograr esto se procedera a la microfotografia.

Para la determinacion del namero cromosdmico se evaluaran al menos 25 células en metafase por especie.
considerando el nimero cromosémico bdsico (x), esta variable se obtendra a partir de la microfotografia de
células con cromosomas en metafase. Todas las observaciones se haran con el objetivo 100X en un
microscopio compuesto Carl Zeiss con camara digital Pixera Winder Pro.

2.Analisis con citometria de flujo

El nivel de ploidia serd estimado por citometria de flujo en brotes jovenes y en dpices radicular obtenidos de
cladodios colectados. La extraccion de los nucleos se llevara a cabo con 400 ul de Buffer (CyStain UV
Ploidy) de extraccion, en el que se dejard incubar el tejido por 1 minuto. Una vez diseminado el tejido. se le
afiadira 800 pl de solucion Buffer (CyStain UV Ploidy) de tincion con 1 mg/ld fluorocromo DAPI (4.6-
diamino-2-phenylindole). (DAPI staining solution, Partec) que tifle el ADN. Tras resuspender la mezcla, se
filtrara a través de una malla de nylon de 50 um. La suspension de nicleos se hara circular por el circuito de
microtubos de un citometro de flujo (BD Accuri™ C6) equipado con una lampara de mercurio que emite luz
ultravioleta de 420 nm de longitud de onda, en respuesta. el fluorocromo DAPI fijado al ADN emite una
fluorescencia proporcional a la cantidad de ADN en el nucleo. que es reconocida y captada por un
fotoreceptor. El grafico resultante ordenara los datos segln el contenido nuclear de ADN en el eje de
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|abscisas, y contabilizara el niimero de nucleos de cada tipo en el eje de ordenadas. El sistema se calibrara
previamente situando el pico correspondiente a un contenido de ADN igual a 2C (diploide) sobre el valor 100
de la escala de abscisas. En todos los casos las determinaciones se realizaran por triplicado, con plantas de
control de ploidia conocida como referencia. para la calibracion del CF. El patron de ploidia en las seis
especies de Opuntia se determinara segiin el area relativa (en porcentaje) de los picos correspondientes a las
distintas poblaciones celulares (2C, 4C, 8C, etc.).

Etapa 2. Analisis morfo-fisiologico de las semillas

Pruebas de germinacion

De forma aleatoria se seleccionaran 50 semillas con cuatro repeticiones por especie, las cuales se estableceran
en seis tratamientos con tres niveles de temperatura (20. 25 y 30°C) y dos tipos de semillas (sin escarificar y
con escarificacion). se escarificaran sumergiéndolas dos veces en agua caliente (80°C) hasta llegar a
temperatura ambiente y dejandolas en remojo por 24 horas (Mondragén. 2001). Posteriormente se
desinfectaran con hipoclorito de sodio 10 % por 10 minutos y se enjuagardn finalmente con agua purificada,
para ser sembradas en cajas Petri con papel filtro himedo. Los ensayos se llevaran a cabo en camaras de
germinacion, se registrard el nimero de semillas germinadas a los 4.8.12 y 15 dias a partir de la siembra. El
disefio experimental serd completamente al azar con cuatro repeticiones por tratamiento. Los datos se
someteran a un analisis de varianza (ANOVA) y prueba de Tukey para determinar el efecto de los
tratamientos.

Caracterizacion morfolégica de semillas

Se seleccionaran de forma aleatoria 50 semillas con 4 repeticiones de cada una de las especies y se evaluaran
caracteres externos e internos como: tamano. forma y color de la semilla, hilum, forma, tipo y disposicion del
embrién. Para determinar patrones de clasificacion con los caracteres de semilla se utilizaran métodos no
supervisados en R. Asimismo. se utilizaran técnicas supervisadas de aprendizaje de maquinas para prediccion

de especies.

Subdireccién de Programacion y Evaluacién PYE-O1




Cronograma de actividades.

2016 2017 2018
Actividad E < ) < Q =] R =3 < o Q w < E-— < o a
= |2 |2 |w|z|Ww| s |2 |22z |Wwu|ls = (o | =
Elaboracion de | X | X |X
anteproyecto
Colecta de material A IX [X 11X X | X [X [|X
vegetal
Anadlisis citogenético X X | X |X X X
Analisis citometria de X X [X |X
flujo
Elaboracion de articulo X [ X | X | X [X
cientifico
Anélisis morfologico de AR R
semillas
Andlisis fisiologico de A & (X 18 | X |X%
semillas
Elaboraciéon de articulo X | X | X |X [X
cientifico

Elaboracion de tesis

Cronograma de distribucion de presupuesto para el 2018.

Actividad por realizar E {F bl i Ja f2 (a8 150 D
Miles de pesos

Coletas de especies de nopal en diferentes 3 |3 3 |3

localidades

Determinar el valor C y nivel de poliploidia por 5 |5 |5 |5

citometria de flujo entre especies del género

Opuntia de Coahuila

Andlisis citogenético de seis especies del genero 2 |# |4 4

Opuntia

Analizar la asociacién entre morfologia de 2

semilla y especies

Duracion total del proyecto
[ Afo de Inicio | 2016 | Afio estimado de conclusion [ 2019 |

5.-Productos esperados
Tesis licenciatura, Tesis doctoral, Un articulo cientifico publicado, Un articulo cientifico enviado
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