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Resumen

En este trabajo se determinaron los niveles de diversidad y diferenciacion genética de dos
poblaciones mexicanas de Pinus ayacahuite con marcadores RAPDs reproducibles que
mostraron un patrén de segregacion mendeliana. Las reacciones PCR-RAPDs con los
iniciadores OPA-11, OPA-08 y OPC-06 revelaron un total de 22 fragmentos tanto en
material diploide (aciculas y embriones) como en haploide (megagametofito). Se analizo la
reproducibilidad de la amplificacion de los fragmentos en un total de 27 muestras de DNA.
La replicacion de la amplificacion empleando Tag pol de dos marcas comerciales mostro
que el 86% (19) de los fragmentos presentaron un porcentaje de reproducibilidad superior
al 90%. Ademas, el analisis de reproducibilidad en dos réplicas de la extraccion de DNA
de 12 pinos, mostré qué el 91% (20) de los fragmentos presentaron un porcentaje de
reproducibilidad superior al 90%. Se identificaron 12 marcadores polimdrficos y solamente
dos de los loci analizados presentaron una considerable distorsion de la ségregacién
mendeliana. La mayoria de los loci polimérficos (11) se encontraron en equilibrio Hardy-
Weinberg.

El andlisis de variacion genética de P. ayacahuite, considerando solamente los
marcadores reproducibles que presentaron segregacion mendeliana, revelé una mayor
diferenciacion genética poblacional (Fsr=0.12), que el analisis realizado con la totalidad de
los marcadores amplificados (Fsr=0.1). Los estimadores de variacion genética de la
-poblacion de Las Palmas, Michoacan revelaron valores mas altos (P = 69%, h=0.27,

=0.39), que los observados en la poblacién de Tlalmanalco Edo. de México ( P=50%, h=

0.22, I=0.34).



INTRODUCCION

La diversidad genética constituye un aspecto clave y fundamental para las estrategias de
conservacién biolégica. La variabilidad genética es un recurso biolégico que debe
conservarse, con el fin de mantener la especie a largo plazo, ya que constituye la materia
prima sobre la cual se producen los procesos evolutivos (Hartl y Clark, 1989).

En México, el Pinus ayacahuite Ehrenberg ex Schlechtendal, constituye una de las
fuentes de madera mas utilizada como combustible, asi como en la construccion y en la
manufactura de papel. Las semillas de este arbol son una fuente de ajiimentacién tanto para
humanos como para otras especies animales (Farjon et al., 1997). Pinus 'ayacahuile
presenta una amplia distribucién en el territorio mexicano, sin embargo, debido a la
explotacién exagerada muchas de las poblaciones se encuentran disminuidas, aisladas y
fragmentadas, (Pérez de la Rosa, 1993). Genéticamente, estas condiciones favorecen la
pérdida de la variacion intrapoblacional y la diferenciacion entre poblaciones (Hanski,
1999). Hasta ahora se desconocen los niveles de variacién y diferenciacion genética de las
poblaciones naturales de P. ayacahuite.

Los polimorfismos de DNA amplificados al azar (Randomly amplified polymorphic
DNAs, RAPDs) son marcadores ampliamente utilizados en el analisis de diversidad
genética de especies vegetales. Para obtener indices de diversidad confiables con este tipo
de marcadores, es conveniente trabajar con fragmentos RAPDs reproducibles que
segreguen en forma mendeliana. En este trabajo se determinaron los perfiles RAPDs en
aciculas, megagametofito y embrion de P. ayacahuite con tres iniciadores (OPA-08, OPA-
11y OPC-06), se analiz6 la reproducibilidad y se determinaron los patrones de segregacion
de los fragmentos amplificados. Ademas, se calcularon los indices de diversidad genética
en dos poblaciones de P. ayacahuite localizadas en el Eje Volcanico Transversal,
utilizando: a) el total de los fragmentos RAPDs amplificados y b) los fragmentos

reproducibles que presentaron un patrén de herencia mendeliana.



1. ANTECEDENTES

L. 1. El Género Pinus en México

Los pinos (género Pinus, familia Pinaceae) son una fuente importante de madera en
muchos paises, ya sea como un recurso forestal natural o en poblaciones cultivadas. Existen
mas de cien especies reconocidas por los taxonomos, todas originarias de los paises del
hemisferio norte. Norteamérica es especialmente rica con un total de 65 especies, de estas
38 se distribuyen al norte de México y 43 en México y América Central, (Farjon et al,
1997). Las condiciones topogréficas y climdticas, favorecen la diversidad del género Pinus
en México, en donde se describieron mas de 40 especies (Perry, 1991). Los bosques de
pinos en México y América Central estin amenazados por la sobreexplotacién, los
desmontes para otras formas de uso de la tierra, el sobrepastoreo, el incremento en la
frecuencia de fuegos y otras presiones que generalmente coinciden con el incremento en la

poblacién humana.

L. 2. Pinus ayacahuite

I. 2.1. Taxonomia

Pinus ayacahuite forma parte del grupo de pinos conocido como pinos blancos o blandos.
Taxonémicamente se encuentran ubicados dentro del subgénero Strobus, seccion Strobus,
subseccion Strobi (Little y Critchfield, 1969). En pinos, la taxonomia se basa
principalmente en el estudio de las caracteristicas morfologicas; (Farjon y Styles, 1997). En
el caso de P. ayacahuite, la caracterizacion morfologica reconoce dos variedades: P.
ayacahuite var. veilchii Shaw (Perry, 1991) y P. ayacahuite var. brachyptera Shaw
(Martinez, 1948), la ultima variedad ha sido reconocida como P. strobiformis, una especie
afin pero diferente a P. ayacahuite. La informacién morfolégica no siempre es adecuada
para la inferencia de relaciones taxonémicas. Pérez de la Rosa (1993) reporta que P.
ayacahuite y P. strobiformis presentan un marcado cline (cambio gradual) en el tamafio del
ala de la semilla, caracteristica que explica aproximadamente el 75% de la variacion total

observada entre los dos taxa.



1.2.2. Morfologia

En pinos, la caracterizacién morfol6gica se basa principalmente en el tamafio de los
arboles, la forma de crecimiento y el andlisis de aciculas, conos y semillas. En general los
arboles de P. ayacahuite presentan troncos rectos que llegan a medir de 25 a 45 m de altura
con didmetros de hasta 2 m. Las ramillas son delgadas, pueden ser ligeramente pubescenteé,
de color verde-amarillento, rojizas o grisiceas, con aciculas de color verde, en fasciculos de
5, de tamafio muy semejante, generalmente rectas, laxas con los margenes débilmente
aserrados. Los conos son de color café opaco y se pueden encontrar solitarios o en
verticilios de 2-4, en pedinculos cortos, péndulos deciduos, generalmente cilindricos, ¢l
tamafio presenta variacion entre las variedades de P. ayacahuite (Cuadro I). Las escamas
varfan ligeramehte en el nimero y la forma de la apdfisis, se abren pronto y ampliamente,
son delgadas, flexibles y muy resinosas. Las semillas son de color café, con ala adnada,
aunque se presentan diferencias en el tamafio de la semilla entre P. ayacahuite y P.
ayacahuite var. brachyptera (P. strobiformis), es en el tamafio del ala donde se observan las
principales diferencias (Cuadro I). La variedad brachyptera presenta semillas apteras y P.
ayacahuite semillas con alas que pueden alcanzar un tamaiio de hasta 3 veces el tamafio de

la semilla (Farjon et al., 1997; Farjon y Styles, 1997).

1.2.3. Ecologia y Distribucion Geografica

A diferencia de otras especies de pinos, P. ayacahuite tiene preferencia por lugares
sombrios y himedos, crece en suelos fértiles, profundos y bien drenados. Pérez de la Rosa
(1993), los encontrd en altitudes superiores a los 2000 msnm y reportd su presencia en
laderas de exposicion norte y en el fondo de cafiadas; indica que en la Sierra Madre
Occidental y Sierra Madre Oriental, lugares en los que se localiza P. strobiformis, el clima
es mas seco y frio que en el Eje Volcanico Transversal y al sur del mismo. Pinus
strobiformis se distribuye en los estados de Sonora, Chihuahua, Coahuila, Nuevo Leén,
Sinaloa, Durango, Jalisco, Zacatecas y San Luis Potosi. Pinus ayacahuite se localiza en los
estados de Chiapas, Guanajuato, Querétaro, Hidalgo, México, Morelos, Oaxaca, Puebla,
Veracruz, Tlaxcala; en Honduras, en las montafias mds altas y en El Salvador, tinicamente

en Chalatenango. Se ha observado que en dreas planas principalmente, los arboles se



desarrollan mezclados con otras coniferas. Es frecuente encontrarlos asociados con especies

del género Abies, pinos y encinos (Pérez de la Rosa, 1993; Farjon ef al., 1997).

Cuadro I. Principales caracteristicas morfométricas del complejo P. ayacahuite.
(X representa tamario de la semilla).

P. ayacahuite

P. ayacahuite var.

P. ayacahuite var.

tipico veitchii brachyptera
Arbol
Altura  (m) 40-45(-507) 40-45(-507) 20-30
Didmetro (cm) 150-200 150-200 80-100
del tronco
Aciculas
Longitud (cm) (8-)10-15(-18) (8-)10-15(-18) (5-)7-11(-12)
Ancho (mm) 0.7-1.0 0.7-1.0 (0.6-)0.8-1.1(1.2)
Conos
Longitud (cm) (10-)15-40 10-50 12-30(-60)
Ancho (cm) 7-15 10-15 7-11
Escamas del cono 100-150 100-150 70-120
Semillas '
Longitud (mm) 8-10 10-15 12-18
Ancho (mm) 6-8 7-9 8-11
Ala
Longitud en 235X 2X 0-0.5X

relacién al tamaiio
de la semilla




I.3. Genoma Nuclear en Pinos

Los pinos son organismos diploides con un nimero cromosémico haploide de 12. El
contenido de DNA en el genoma de pinos en relacién a otras especies vegetales, es
considerablemente alto, por ejemplo P. lambertiana contiene 34.7 pg (pico gramos) de
DNA por nticleo diploide mientras que el maiz solamente 6 pg y el eucalipto de 0.7 a 1.2
pg. En pinos, el genoma nuclear esta constituido principalmente por DNA altamente
repetitivo en forma de secuencias multicopias no codificantes, solamente el 0.1% del
genoma del nicleo se expresa en RNAm (Ledig, 1998).

Las aciculas y las semillas son generalmente las estructuras a partir de las cuales se
extrae' y purifica el genoma nuclear de pinos. Aislar DNA de buena calidad de aciculas es
extremadamente dificil debido a la presencia de polifenoloxidasas libres, que si no son
eliminadas rapidamente, oscurecen y degradan el DNA (Kim et al., 1997). Otras proteinas
cuando se oxidan pueden unirse de manera casi permanente al DNA expuesto, aumentando
la dificultad en posteriores manipulaciones. Cerca del 90% de la pared celular esta
compuesta de celulosa, pectinas y polisacaridos, estos compuestos dificultan aiin mas la
extraccion de DNA de tejido vegetal en relacion a la extraccion de DNA de tejido animal
(Rogers et al., 1994). Los polisacaridos son probablemente la razén mas comun de la baja
produccion y pureza de DNA extraido de plantas. La digestion del DNA mediante enzimas
de restriccion y la amplificacién por reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) son
especialmente sensibles a la presencia de polisacaridos 4cidos (Rogers ef al., 1994).

La semilla de las gimnospermas es una fuente importante de material genético ya
que contienen el gametofito y el embrion. El gametofito es una estructura multicelular con
doble funcién: contiene el gameto y nutre al embrién. El genotipo de cada gametofito es
idéntico al gameto materno que forma el embridn. Asi, el megagametofito en cada semilla
es genéticamente equivalente a la progenie haploide de la planta, por lo tanto cualquier
locus heterocigoto en la semilla parental puede segregar 1:1 en el gametofito sin considerar
la contribucién del polen. El megagametofito de pinos ha sido extremadamente 1til para el
andlisis de diversidad genética, relaciones genéticas y estudios de flujo génico en
poblaciones naturales (O Malley et al., 1996). Debido a su tamaiio el embrion ha sido poco
utilizado como fuente de material genético, generalmente la extraccion de DNA a partir de

embrién presenta una pobre eficiencia, sin embargo en aquellas especies que producen



semillas grandes, esta puede aumentar en forma considerable. Debido a las diferencias en la
composicion del embrién (no compuestos terpenoides) y del gametofito (rico en grasas y
polisacaridos), los métodos de extraccién de DNA difieren de los utilizados para la

obtencién de DNA de aciculas (Palomera, 2002).

L.4. Marcadores Moleculares y Diversidad Genética

El desarrollo de marcadores moleculares ha facilitado enormemente el estudio de la
diversidad genética. Los marcadores mas utilizados son los RAPDs (polimorfismos de
DNA amplificado al azar), los RFLPs (polimorfismos en la longitud de los fragmentos de
restriccion), los AFLPs (polimorfismos en la longitud de los fragmentos amplificados) y
microsatélites. Estos marcadores difieren en el tipo y cantidad de variabilidad que
proporcionan, asi como en la conveniencia de su uso, ya que esta depende de la pregunta
que se desee responder en particular y en la facilidad y costo para su desarrollo y
aplicacién. Se considera que el marcador ideal debe de ser 1) neutro, 2) polimoérfico y 3)

codominante (Ouborg et al., 1999).

L.5. 1. Polimorfismos de DNA Amplificados al Azar (RAPDs)

1.5.1.1. Generalidades

Los RAPDs son marcadores moleculares generados por la amplificacién de segmentos
aleatorios de DNA. La técnica se basa en la posibilidad estadistica de que se presenten
sitios complementarios a un iniciador a lo largo del genoma. Los polimorfismos (e.g. las
diferencias en el nimero de bandas) entre individuos se deben a cambios en la secuencia de
los nucledtidos en los sitios de acoplamiento, o bien a la insercién o deleciéon de los
fragmentos en éstos sitios (Williams et al., 1993).

La aplicacién de la metodologia de RAPD permite efectuar un muestreo al azar y
eficiente del genoma. Se amplifican pequefias cantidades del material genético por la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), empleando iniciadores sintéticos de secuencias
al azar de 10 b (Operon Technologies, Inc., Alameda, Calif.). El iniciador o cebador
permite buscar en el genoma sitios invertidos, resultando en la amplificacion de segmentos
de DNA de longitudes variables. El corto tamafio del cebador aumenta considerablemente

la probabilidad de encontrar sitios de unién a lo largo del genoma. El protocolo de



amplificacién difiere de las condiciones clasicas para PCR en que se emplea un unico
cebador por reaccion, por lo que no es necesario conocer la secuencia del genoma sometido

al analisis (Williams er al., 1990).

1.5.2. Ventajas y Desventajas
Los RAPDs se encuentran junto con los polimorfismos en la longitud de los fragmentos
amplificados (AFLP) entre las técnicas moleculares consideradas como multilocus, ya que
permiten el analisis de varios loci a la vez. Los marcadores RAPDs son mads utilizados que
los AFLP debido a que la metodologia es mas sencilla, por lo tanto mas rdpida y menos
costosa (Harris, 1999). ’

La gran ventaja que presentan los RAPDs es su capacidad para detectar
polimorfismos sin secuenciar o caracterizar e] genoma de interés. Aplicando la metodologia
de RAPD:s en forma adecuada es posible resolver una cantidad considerable de marcadores
neutros y detectar polimorfismos en la molécula de DNA de interés (Williams ef al., 1990).

La presencia de bandas erréneas y la reproducibilidad de la amplificacién se
encuentran entre los principales problemas pricticos reportados con el empleo de
marcadores RAPDs (Otero ef al., 1997; Wolfe y Liston, 1998). La reproducibilidad puede
verse afectada por factores ambientales entre los que se encuentran, la pureza de DNA, la
concentracion de cloruro de magnesio (MgClz) y la relacion iniciador/DNA molde. Ademas
las diferencias en las temperaturas de alineacion y la utilizacion de diferentes tipos de
polimerasa pueden también afectar los patrones de RAPDs. Otros factores que pueden
alterar la reproducibilidad de los marcadores RAPDs son: factores genéticos como la
variacién en el contenido de DNA nuclear y la poliploidia. Es necesaria una rigurosa
estandarizacion del protocolo de PCR-RAPD para reducir la variacion provocada por los
componentes de la reaccion (Weeden et al., 1992). Skroch y Nieuhuis (1995) reportan una
marcada mejoria en la reproducibilidad si se reducen las diferencias en las condiciones de
la reaccién entre réplicas.

Una desventaja de los marcadores RAPDs en relacion a las isoenzimas y los RFLPs
es su condicién de dominancia, el 95 % de los productos RAPDs se comportan como
marcadores dominantes (Wolfe y Liston, 1998). La dominancia de estos marcadores

implica que las estimaciones de los niveles de diversidad genética solo puedan realizarse



de manera indirecta. Ademis la metodologia de RAPDs muestrea al azar todo el genoma
vegetal, lo que implica que los marcadores pueden tener un origen nuclear o citoplasmatico.
Debido a que en organismos superiores, la genética de poblaciones del genoma nuclear
difiere de la de los genomas citoplasmaticos es importante conocer el origen de los

marcadores RAPDs (Pearson ef al., 2002).

1.5.3. Anilisis de Fragmentos RAPDs.

Al ser los RAPDs marcadores dominantes, en el anélisis electroforético se observa
solamente la presencia o la ausencia del marcador, por lo que no es posible detectar
individuos heterocigotos (+ - ) para una determinada mutacion ya que se mezclan con los
homocigotos dominantes (+ +) ( Wolfe y Liston, 1998). El andlisis de datos con
marcadores RAPDs se dificulta debido a que el que dos individuos compartan la ausencia
de una banda no significa necesariamente que compartan la misma mutacién, pueden ser
homocigotos o heterocigotos para mutaciones o alelos diferentes. La ausencia de una banda
puede tener su origen en uno o varios cambios en el genoma y estos cambios pueden

ocurrir en cualquiera de los nucleétidos que se alinean al cebador (Wolfe y Liston, 1998).

1.5.4. Diversidad Genética con RAPDs
La técnica de RAPDs ha sido ampliamente utilizada en estudios de diversidad genética de
un gran numero de especies vegetales (Ritland y Ritland, 2000). Es sin duda una de las
técnicas mas aplicadas para determinar los niveles de variacion dentro y entre poblaciones,
ya que la mayoria de los polimorfismos revelados son probablemente neutrales. Ademis,
tienen la ventaja de presentar un nimero mayor de Joci que los que se pueden obtener con
los otros marcadores. Asi, en los casos en que hay poca variabilidad, el uso de marcadores
RAPD es mas adecuado en relacion a RFLP e isoenzimas, ya que aumenta la probabilidad
de detectar variacién genética (Mosseler ef al., 1992).

En coniferas es posible determinar la herencia de los marcadores RAPDs sin la
necesidad de cruzas controladas. Se considera que son el material ideal para realizar
estudios genéticos, ya que la amplificacién de RAPDs en megagametofitos, permite superar

la naturaleza dominante de estos marcadores y diferenciar homocigotos de heterocigotos.



Se espera una relacién de segregacién 1:1 de la cruza de un heterocigoto para un marcador

molecular con un homocigoto recesivo (Ledig, 1998).



I JUSTIFICACION

La variabilidad genética es una caracteristica bioldgica que debe conservarse, con el fin de
mantener la especie a largo plazo. A fin de realizar estudios de diversidad genética
confiables, es necesario contar con marcadores que sean reproducibles y faciles de analizar.
Hasta el afio 2000 los RAPD:s se reportan como los marcadores mas utilizados en el anlisis
de la diversidad genética de especies vegetales (Ritland y Ritland, 2000). Aunque una
cuidadosa estandarizacién de la reaccién de PCR-RAPD reditia en una marcada mejoria en
la reproducibilidad de los marcadores entre replicas (Pearson ef al., 2002), esta atn es uno
de los principales problemas que se presentan al analizar los datos generados con este tipo
de marcadores (Skroch y Nieuhus, 1995).

Generalmente en coniferas, la extraccién de DNA se realiza a partir de aciculas y de
gametofitos. En el caso de las aciculas el genoma es diploide y en el de los gametofitos
haploide. En aquellas especies que presentan semillas grandes, el embrion puede utilizarse
como fuente alterna de genoma diploide. Los protocolos de extraccion y purificacién del
DNA, del megagametofito y del embrién, presentan algunas modificaciones en relacion al
que cominmente se emplea para obtener DNA de aciculas. Las diferencias en los
protocolos de extraccién pueden generar artefactos durante la amplificacién de marcadores
RAPDs por PCR (Elisworth ef al., 1993). Sin embargo, hasta ahora no se ha efectuando un
analisis de la reproducibilidad de los perfiles de amplificacion de este tipo de marcadores
en DNA aislado a partir de diferentes estructuras de coniferas.

Otra de las principales criticas al empleo de RAPDs, es ¢l hecho de que
generalmente se desconoce la naturaleza de su herencia (Harris, 1999). En el caso de las
coniferas, el megagametofito hace posible analizar la herencia de los loci sin necesidad de
cruzas controladas, las cuales son costosas y frecuentemente imposibles de llevar a cabo, la
cruza de prueba no es necesaria en pinos, ya que la herencia (segregacion) puede
demostrarse en los megagametofitos haploides de un solo arbol (O’ Malley ef al., 1996). El
uso de RAPDs reproducibles, que presenten un patrén de herencia mendeliana, incrementa

la confiabilidad de los niveles de diversidad y diferenciacion genética revelados con este

tipo de marcadores.



II1. OBJETIVOS

Objetivo General:
Determinar la diversidad y diferenciacién genética de dos poblaciones de Pinus ayacahuite

con marcadores RAPDs.

Objetivos Especificos:

1. Definir el perfil de amplificacion de marcadores RAPDs con OPA-11, OPA-08 y
OPC-06, en material diploide (aciculas y embriones) y material haploide
(megagametofitos) de P. ayacahuite. '

2. Analizar la reproducibilidad de la amplificacién de los RAPDs en material diploide
de P. ayacahuite.

3. Analizar los patrones de segregacién de los marcadores RAPDs generados con

OPA-11, OPA-08 y OPC-06 en muestras de aciculas y semillas de P. ayacahuite.



IV. MATERIALES Y METODOS

IV.1. Recoleccién de 1as Muestras de Pinos y Semillas.

Se colectaron muestras de aciculas de 27 arboles de la poblaciéon de P. ayacahuite var.
veitchii de San Rafael Tlalmanalco, Estado de México y de 25 arboles de la poblacién de P.
ayacahuite tipico de Las Palmas, Michoacén (Figura 1). Ademas, se obtuvieron semillas de
los conos maduros de seis arboles de-cada una de las poblaciones y se germinaron de seis a
diez semillas de cada cono con el objetivo de separar los megagametofitos y sus embriones.
Las aciculas y semillas fueron colectadas por el Dr. Jorge A. Pérez de la Rosa y Georgina

Vargas Amado del Instituto de Botanica durante abril de 2001 a julio de 2004.

100 Ky
——

Figura 1. Ubicaci6n geogréfica de las poblaciones de Pinus ayacahuite, 1. San Rafael
Tlalmanalco, Edo. de México, 2. Las Palmas, Michoacan.



IV.2. Descripcion de las Poblaciones

Las muestras de Pinus ayacahuite var. veitchii (Roezl) G. R. Shaw se colectaron en el
estado de México, municipio de Tlalmanalco, cafiada al este de San Rafael. La poblacion se
localiza a 19° 12” 38” de latitud Norte, y 98° 44’ 10” de longitud Oeste; a una altitud de
2721 msnm, con una temperatura anual de 15°C y precipitaciones pluviales de 744
mm/afio. La poblacién se encuentra en un bosque muy perturbado de P. ayacahuite var.
veitchii, Pinus spp. y Cupressus lusitanica, por lo que se considera una poblacién aislada.
Los pinos de ayacahuite tienen un tamafio de entre 25-35 m. Las semillas se colectaron
entre julio y agosto de 2003, y la época de dehiscencia inicia en octubre.

Las muestras de P. ayacahuite tipico fueron colectadas en el estado de Michoacéan
en el municipio de los Reyes en Las Palmas. La poblacion se encuentra a 19° 40° de latitud
Norte y 102° 25° de longitud Oeste, a una altitud de 2260 msnm, con una temperatura anual
de 15°C y precipitacion pluvial de 636 mm/afio. La poblacién se encuentra aislada y

reducida. La semillas de esta poblacién se colectaron en septiembre de 2003 .

1V.3. Germinacién de Semillas

Las semillas se lavaron tres veces con agua destilada. Se mantuvieron 12 h en agua
destilada, se afiadieron 250 ml de agua oxigenada comercial y un volumen igual de agua
destilada, después de 30 min en esta solucién se lavaron por cuarta vez con agua destilada.
Se elimino el exceso de agua para almacenarlas hasta por dos semanas en bolsas de papel a

4°C.

IV.4. Obtencién de Megagametofitos y Embriones

Se disecciono la semilla germinada con la ayuda de un bisturi, localizando visualmente el
megagametofito (n) (Figura 2). Se separé la cubierta que cubre al gametofito con ayuda de
unas pinzas de diseccion. Después, se llevo a cabo un corte en forma vertical en el
gametofito, se localiz6 y extrajo el embrién (2n). Es importante eliminar del
megagametofito el tejido que lo une con el embrién (suspensores). Finalmente se colocaron
por separado ambas estructuras en tubos de 2 ml y se mantuvieron a —80 °C hasta la

extraccion de DNA.



Embrién (2n)

Ala

Megagametofito
(1n)

Semilla

Suspensor

Figura 2. Esquema General de la Semilla de Pino.

IV.5. Extraccién de DNA

La extraccion de DNA en las aciculas, embriones y megagametofitos se llevé a cabo
mediante el método descrito por Doyle & Doyle (1987), con algunas modificaciones. En el
caso de las aciculas se adicion6 polivinilpirrolidona 10 al 1% (PVP 10) al amortiguador de
extraccién. En embriones y megagametofitos la extraccion se efectud sin PVP 10. Para la
extraccién del DNA del gametofito fue necesario el uso de fenol para eliminar la grasa y
facilitar la extraccion (Palomera, 2002). Finalmente, se cuantificé la concentracion del
DNA mediante espectrofotometria y se determiné la calidad del mismo mediante

electroforesis en geles de agarosa (Sambrook ef al., 1989) (Anexo 1).:

IV.6. Marcadores RAPDs _

Los marcadores RAPDs se obtuvieron siguiendo el procedimiento de Williams ez al. (1990)
con algunas modificaciones. Las reacciones de PCR se desarrollaron en un volumen final
de 25 pl. Se emplearon tres iniciadores previamente seleccionados con base en la calidad de
la amplificacién en aciculas de P. gyacahuite. Cada iniciador esta constituido por una
secuencia arbitraria de 10 nucledtidos. La secuencia de los iniciadores y las
concentraciones de Cloruro de Magnesio (MgCly) empleados en las reacciones de
amplificacién se muestran en el Cuadro II. La amplificacién se realizé en un termociclador

MIJ Research modelo PTC 100 (Anexo 1). Los productos de la reaccién se separaron por



electroforesis en geles de agarosa al 1.8% (4 V/cm) y se tifieron en una solucién de
bromuro de etidio (Anexo 1). Se corrié un marcador de 100 pb (Gibco) en el mismo gel.
Los amplificados se visualizaron bajo luz ultravioleta y se tomé una fotografia utilizando el

sistema de fotodocumentacion EDAS (Kodak) (Anexo 1).

Cuadro 1L Descripcidn de los iniciadores y las concentraciones de MgCl2
utilizados en las relaciones de amplificacion.

Iniciador Secuencia MgCL
R -—3'| ¢c final
OPA-08 | GTGACGTAGG 4.5 mM
OPA-11 CAATCGCCGT 4.5 mM
OPC-06 | GAACGGACTC 3.5 mM

IV.6.1. Andlisis de Patrones de Bandeo y Definicién del Perfil de los Marcadores
RAPDs

Se registraron los fragmentos amplificados con cada cebador en aciculas, gametofitos y
embriones de la poblacion de P. ayacahuite del Edo. de México. Los fragmentos se
analizaron visualmente y con el sistema de fotodocumentacién EDAS (Kodak), utilizando
un nivel de sensibilidad de 2 (intermedio). Se determind el tamafio de cada fragmento, con
base en la comparacion con el marcador de 100 pb. Se definieron los perfiles RAPDs con
base en el numero, tamafio en pares de bases (pb) y el nivel de intensidad de los

fragmentos.

1V.6.2. Amplificacién de Marcadores RAPDs para el Anilisis de Reproducibilidad

Se analiz6 la reproducibilidad de los fragmentos amplificados utilizando las muestras de
DNA de aciculas de la poblacion del Edo. de México (n=29). Las muestras se amplificaron
por duplicado en experimentos independientes, con los iniciadores OPA-08, OPA-11 y
OPC-06 (replicas de la amplificacién). En uno de los experimentos las reacciones se
desarrollaron con 7aq pol Perkin Elmer y en el otro con Taq pol Invitrogen. Ademas se
extrajo DNA de las muestras de aciculas de 12 pinos por duplicado (replicas de la

extraccién) y se desarrollaron las reacciones PCR-RAPDs con los iniciadores OPA-08,

OPA-11y OPC-06.



IV.6.3. Amplificacion de Marcadores RAPDs para el Analisis de Segregacién

Para el andlisis de segregacion se generaron fragmentos RAPDs con los iniciadores OPA-
08, OPA-11 y OPC-06 en seis megagametofitos de seis arboles de cada una de las
poblaciones de P. ayacahuite (n=72). Ademis en la poblacién del Edo. de México se
analizaron los embriones correspondientes a cada megagametofito (n=36) y en la poblacién

de Mich. los embriones de solamente 3 megagametofitos (n=18).

IV.6.4. Anilisis de Datos

Los fragmentos se registraron en una base de datos como presentes (1) o ausentes (0). Estas
matrices se utilizaron para la determinacién de la reproducibilidad. Se calculé el porcentaje
de reproducibilidad de cada fragmento y se obtuvo un promedio por cebador.

El analisis de segregacion se elaboré formando una base de datos en la que se
registré la presencia (1) o ausencia (0) de los fragmentos en el genoma diploide (aciculas) y
en el genoma haploide (gametofito). Se identificaron los loci que mostraron segregacion y
se registré el namero de arboles heterocigotos para cada uno de los locus. Se contabiliz6 el
nimero de gametofitos con presencia o ausencia del marcador. Se calculé el porcentaje de
desviacion de la relacién esperada con segregacién mendeliana (1:1) y se identificaron los
loci que presentaron una fuerte desviacion.

Para analizar los loci polimérficos que segregaron en forma mendeliana se utiliz6 el
programa PopGene ver. 1.31. La distribuciéon genotipica observada fue comparada con la
distribucién genotipica esperada en condiciones de equilibrio Hardy-Weinberg y se
identificaron los foci que presentaron el equilibrio. Se calcularon los valores de

heterocigosidad esperada para cada loci y los respectivos indices de fijacion (Fis) (Wrigth,

1978).

IV.6.5. Diversidad Genética

A partir de los datos obtenidos en 20 muestras de cada poblacién se construyeron dos
matrices de datos binarios de presencia y ausencia de los fragmentos: 1) con el total de los
loci amplificados y 2) solamente con los loci que presentaron una reproducibilidad igual o
mayor al 90%, herencia mendeliana y equilibrio Hardy-Weinberg. Se realizé el analisis de

los RAPDs como marcadores dominantes, con el programa PopGene ver. 1.31, y se



estimaron los valores de polimorfismo promedio y los indices de diversidad de Nei (1972)
(h) y de Shannon (1949) (I). Se determiné e} nivel de diferenciacién poblacional a través
del calculo del indice de fijacién entre poblaciones Fsr (Hartl y Clark, 1989) y la distancia
genética de Neti (1972).
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

V.1. Amplificacion de RAPDs en Aciculas, Megagametofitos y Embriones.

En todos los experimentos de PCR-RAPD con DNA obtenido de aciculas y embriones se
observaron fragmentos RAPDs con los tres iniciadores (OPA-08, OPA-11 y OPC-06). Sin
embargo, debido a la presencia de fenol, dos de las muestras de DNA extraidas de
gametofitos no amplificaron. Por lo que en estas muestras se reprecipité el material
genético (Anexo 1) y se aument6 el numero de lavados. Debido a que el fenol inhibe la
reacciéon de PCR (Palomera, 2002), es importante considerar el aumento de lavados con
etanol al 70% en el protocolo de extraccién de DNA.

Las reacciones PCR-RAPDs de las muestras de DNA de aciculas, gametéfitos y
embriones de P. ayacahuite, con los tres iniciadores, mostraron un total de 22 fragmentos
amplificados. El DNA de cada uno de los materiales utilizados present6 el mismo perfil de
amplificacién con cada iniciador. El iniciador OPA-11, produjo el mayor niimero de
amplificados, con un total de 10 bandas con una variacién en tamaiio de 1900 a 700 pb. Los
otros dos iniciadores generaron cada uno seis fragmentos, de un tamafio de 1700 a 550 pb

para OPA-08 y de 2200 a 750 pb para OPC-06 (Cuadro III, Figura 3).

Cuadro IIL Perfiles de bandeos obtenidos con cada cebador en P. ayacahuite.
Intensidad de las bandas: F = fuerte, I = intermedia D = débil.

OPA-11 OPA-08 OPC-06
Fragmento (pb) Fragmento (pb) Fragmento (pb)
1900} 1700 D 2200 F
1800 | 1100 F 17001
15001 950 F 1300 F
13001 850F 11001
1200 | 7501 900 F
1050 D 5501 750D
900 F
8501
750D

7001




OPA-11 OPA-08 OPC-06

1900 —

700 —

12 3456 7 1 23456 7 123 456 7

Figura 3. Patrones de Amplificacion con los Iniciadores OPA-11, OPA-08 y OPC-06 en
aciculas (1,4), megagametofito (2,5), embriones (3,6) de P. ayacahuite. Marcador
de 100 pb (7). '

Los fragmentos se clasificaron en tres grupos de acuerdo a la intensidad de las
bandas en el gel: Fuerte, Intermedia y Débil (Cuadro HI). Solamente los fragmentos OPA-
11990, OPA-081109, OPA-08950, OPA-08850, OPC-062200, OPC-061300, OPC-06900 se
observaron como bandas fuertes. El patrén de intensidad fue similar en el megagametofito
y el embridn; sin embargo, en algunos experimentos, se observaron fragmentos que
presentaron diferencias en la intensidad entre genomas (Cuadro IV). Por ejemplo, el
fragmento OPC-064,00 se observo ocasionalmente como una banda fuerte en aciculas ¢
intermedia en gametofito y embrién (Figura 4). Las diferencias observadas pueden deberse

a su vez a diferencias en la pureza del DNA extraido de las muestras de aciculas.

Cuadro IV. Fragmentos con diferencias en la intensidad de amplificacion.
Intensidad de las bandas: F = fuerte, I = intermedia y D = débil.

Fragmentos Aciculas Megagametofito Embrién
OPA-11 1900 l F F
OPA-11 1800 l D D
OPA-11 700 I D D
OPA-08 550 1 D D
OPC-06 1100 | F F
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Figura 4. Diferencias en la intensidad de la amplificacion del fragmento OPC-06; 9o en
aciculas (1,2), megagametofitos (3,5,7,9,11,13) y embriones (4,6,8,10,12).
Marcador de 100 pb (14) en P. ayacahuite.

Aunque en nuestro estudio no se observaron diferencias en los patrones de
amplificacion de aciculas, gametofitos y embriones, ha sido sefialado que el tipo de muestra
y su calidad pueden generar artefactos en los patrones de bandeo de marcadores RAPDs
(Ellswonth ef al., 1993). En el anélisis de la variacion genética de poblaciones naturales con
estos marcadores, la variacién generada por artefactos representa un importante problema,
por lo que este tipo de variacion debe diferenciarse del verdadero polimorfismo, para
efectuar un analisis confiable con marcadores RAPDs. En el trabajo de Isabel er al. (1999),
al analizar la diversidad genética de los genotipos diploides para marcadores RAPDs de P.
strobus se infleren a partir del megagametofito haploide y el analisis se efectua como
marcadores dominantes; sin embargo, en este trabajo no se especifica si se efectud un
analisis previo de los perfiles de amplificacion en aciculas y gametofitos que permitiera

eliminar artefactos y validar la inferencia del genotipo diploide a partir del haploide.

Es importante sefialar que frecuentemente se observaron individuos heterocigotos u
homocigotos para el alelo nulo, en los que el fragmento no aparecia en el gametofito pero si
estaba presente en el embrién. En la Figura 4 se observa que el individuo es heterocigoto
para OPC-06;300, €l fragmento se observa en aciculas, en los gametofitos 7 y 13 pero esta
ausente en el resto de los gametofitos; sin embargo, el fragmento esta presente en los

embriones 4, 6, 8 y 10. Lo anterior podria utilizarse para realizar futuros estudios de flujo
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genético a través del anélisis del genotipo del embrion en arboles homocigotos para el alelo

nulo.

V.2. Reproducibilidad

El analisis de reproducibilidad de los fragmentos amplificados en las réplicas realizadas con
Taq pol de dos marcas comerciales (Perkin Elmer e Invitrogen), revel6 19 fragmentos que
presentaron un porcentaje de reproducibilidad superior al 90% (Cuadro V). El iniciador con
el menor mimero de bandas intensas (OPA-11) amplifico los fragmentos menos
reproducibles (OPA-111900 y OPA-11750), el promedio de reproducibilidad de este iniciador
al considerar el total de los fragmentos fue de 91%. Los iniciadores OPA-08 y OPC-06
presentaron promedios de reproducibilidad superiores al 98%. Los patrones generados con

los tres iniciadores en las dos réplicas se muestran en las Figuras 5,6 y 7.

Cuadro V. Reproducibilidad (R) de los fragmentos por iniciador en las réplicas de la

amplificacion.
Iniciador
OPA-11 OPA-08 OPC-06
Fragmento (pb) R (%) Fragmento (pb) R (%) Fragmento (pb) R (%)

1900 81 : 1700 100 2200 100
1800 90 1100 100 1700 100
1500 100 950 100 1300 i00
1300 90 850 100 1100 93
1200 90 750 100 900 ' 100
1050 100 550 ‘92

900 100

850 90

750 81

Promedio 91.3 98.6 98.6 -
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Figura 5. Réplicas de la amplificacion con el iniciador OPA-11. Gel a, Tag pol Invitrogen,
Gel b, Taq pol Perkin Elmer. M representa marcador de 100 pb en P. ayacahuite
var. veilchii.

Figura 6. Réplicas de la amplificacion con el iniciador OPA-08 Gel a, Tug pol Invitrogen,
Gel b, Tag pol Perkin Elmer. M representa marcador de 100 pb en P. ayacahuite
var. veitchii.
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Figura 7. Réplicas de la amplificacién con el iniciador OPC-06 Gel a, Taq pol Invitrogen,
Gel b, Tag pol Perkin Elmer. M representa marcador de 100 pb P. ayacahuite var.
veitchii,

El andlisis de la reproducibilidad en las réplicas de la extraccion reveld 20
fragmentos con un porcentaje de reproducibilidad superior al 90%. Solamente el fragmento
OPC-06750 mostré un porcentaje inferior al 90%. En general, el promedio de
reproducibilidad por iniciador fue superior al 90%, (Cuadro VI). Los patrones de
amplificacion generados con los tres iniciadores en las réplicas de la extraccion se muestran

en la Figuora 8.
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Cuadro VI Reproducibilidad (R) de los fragmentos por iniciador en las réplicas de la
extraccion de DNA de aciculas.

Iniciador
OPA-11 OPA-08 OPC-06

Fragmentos (pb) R (%) Fragmento (pb) R (%) Fragmento (pb) R (%)
1900 100 1700 91 2200 100
1800 100 1100 91 1700 100
1500 100 950 100 1300 100
1300 100 850 82 1100 100
1200 90 750 100 900 100
1050 100 550 100 750 89
900 100
850 100
750 100

Promedio 99% 94% 98%
OPA-11 OPA-08 OPC-06

“ E ] 4:»“ i

Figura 8. Amplificacién de RAPDs con OPA-11, OPA-08 y OPC-06 en réplicas de la
extraccion de DNA de aciculas.

Se ha sefialado repetidamente que los marcadores RAPDs .presentan problemas de
reproducibilidad entre diferentes laboratorios y aun entre replicas en un mismo laboratorio
(Ritland y Ritland, 2000; Harris, 1999; Wolfe, 1998). La reproducibilidad de un marcador
particular puede afectarse por diversos factores. Asi, variaciones en la pureza del DNA, en
la concentracion de cloruro de magnesio (MgCl;) y en la relacién iniciador/DNA molde,

pueden modificar los patrones de bandeo. Ademis, diferencias en las temperaturas de
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alineacién y la utilizacién de diferentes tipos de polimerasas termoestables, pueden tener
efectos sobre los patrones de RAPDs. Aquelios marcadores RAPDs que amplifican aiin con
alineaciones incompletas, se espera que sean particularmente sensibles a cambios en el
protocolo. Skroch y Nienhuis (1995) reportan un 76% de reproducibilidad entre réplicas de
la amplificacién al analizar genotipos de Phaseolus vulgaris con marcadores RAPDs. La
alta reprodﬁcibilidad de los marcadores observada en este trabajo puede ser resultado de 1a
estandarizacion y optimizacion de la técnica PCR-RAPD realizada previamente en el
laboratorio, particularmente la optimizacién de la concentracién de MgCl, por iniciador y

a} hecho de que la amplificacion se realiz6 con iniciadores seleccionados (Arvizu, 2003).
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V.3, Anilisis de Segregacién.

De un total de 22 fragmentos producidos con los iniciadores OPA-08, OPA-11 y OPC-06,
21 se analizaron como marcadores codominantes. El genotipo diploide (homocigoto para la
presencia del fragmento AA, heterocigoto AB y homocigoto para el alelo nulo BB) se
infiri6 a través del genotipo haploide de los gametofitos. Siete de estos fragmentos
resultaron monomoérficos (OPA-081700, OPA-081100, OPA-08750, OPA-111900, OPC-062200,
OPC-061300 y OPC-06900) mientras que los 14 restantes fueron polimérficos de acuerdo al
criterio de considerar un locus como polimérfico, cuando el alelo mas comin presenta una
frecuencia menor a 0.95.

Dos de los loci polimérficos (OPC-061100, OPC-06750) mostraron una considerable
distorsién en la segregacion alélica (Cuadro VII); restando asi, solamente 12 loci
polimérficos y siete monomorficos para determinar el equilibrio de Hardy-Weinberg
(Cuadro VIII). Aunque los loci OPA-11,900, OPA-11;500, OPA-11y950, OPA-11400 y OPA-
08,700 presentaron un exceso de alelos segregantes, el tamafio de la muestra analizada (1 0 2
individuos heterocigotos), no es suficiente para la definicién de estos resultados, seria
importante analizar un mayor nimero de individuos. heterocigotos para estos marcadores.
Exceptuando al locus OPA-11,509, €l resto de los loci polimérficos mostraron el equilibrio
de Hardy-Weinberg. El niimero de heterocigotos esperados para este marcador fue de 0.24,
sin embargo el nimero de heterocigotos observados fue de 0.09, el valor de chi cuadrada
fue de 6.3 (p=0.01), y el indice de fijacién de 0.614. El promedio del indice de fijacién para
todos los fragmentos RAPDs fue de 0.03.

Cuadro VII. Loci que mostraron distorsion en la segregacion alélica

Locus Heterocigotos No. de alelos No. de alelos Exceso
positivos nulos %
OPA-11 1900 1 2 3 20
OPA-11 1500 1 6 2 33

OPA-11 1050 2 13 8 238
OPA-11 900 1 3 2 20
OPA-08 1700 2 4 7 27
OPC-06 1100 5 22 14 22

OPC-06 750 5 29 16 28.8
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Cuadro VIII. Determinacién el equilibrio de Hardy-Weinberg en fragmentos RAPDs
como marcadores codominantes.

Loci Tamaiio de  Heterocigotos Heterocigotos Chi p indice de
la muestra observados esperados cuadrada fijacién
OPA-11 1800 22 0.4545 0.5238 0.2115 0.6455 0.0909
OPA-11 1500 22 0.0909 0.2468 6.3 0.01 0.614
OPA-11 1300 22 0.4545 0.5063 0.1282 0.7203 0.0598
OPA-111200 22 0.5455 0.5195 0.0303 0.8618 0.1
OPA-11 1056 22 0.1818 0.1732 0.0526 0.8185 -0.1
OPA-11 900 22 0.1818 0.1732 0.0526 0.8185 -0.1
OPA-11 800 22 0.6364 0.5065 0.8012 0.3707 -0.3162
OPA-08 1700 22 0.0909 0.0909 0 1 -0.0476
OPA-08 1100 22 0.0000 0.0000 - - 0.0000
OPA-08 950 22 0.3636 0.5195 1.0909 0.2962 0.2667
OPA-08 850 22 0.2727 0.4545 2 0.1572 0.3714
OPA-08 750 22 0.0000 0.0000 - oo- 0.0000
OPA-08 550 22 0.2727 0.2468 0.1754 0.6753 -0.1579
OPC-06 2200 22 0.0000 0.0000 - - 0.0000
OPC-G6 1700 22 0.4545 0.4545 0 1 -0.0476
OPC-06 1300 22 0.0000 0.0000 - - 0.0000
OPC-06 900 22 0.0000 0.0000 - - 0.0000
Promedio 22 0.2443 0.26 - - 0.0314

En pinos es frecuente observar una distorsién de la segregacion o desviacién de la

relacion esperada (1:1) en alelos de genes que codifican para proteinas (Ledig, 1998). En el

caso de los RAPDs es probable que la distorsion de la segregacién sea resultado de un

origen citoplasmico del marcador, ya que los cloroplastos se heredan a través del polen

paterno (Wolfe, 1998).

El tamafio de la muestra (n=12) estuvo determinado por el nimero de arboles en los

que se disponia de conos maduros. El desconocimiento de la fenologia de la mayoria de las

poblaciones de P. ayacahuite dificulta el muestreo de aciculas y conos en buenas

condiciones. El nimero de gametdfitos analizados por arbol es suficiente para la

identificacién de individuos heterocigotos, ya que la probabilidad de no detectarlos cuando

se analizan de seis a ocho megagametofitos, es de 3 a 1% (Isabel et al., 1999).
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V.4. Diversidad y Diferenciacion Genética,

El nimero total de fragmentos utilizados paré estimar la diversidad y la diferenciacion
genética a nivel poblacional fue de 20, debido a la imposibilidad de analizar claramente el
fragmento OPC-067so en las dos poblaciones de P. ayacahuite. El andlisis de diversidad
revel6 12 loci polimérficos en la poblacion del Estado de México y 13 loci polimoérficos en
la poblacién de Michoacan. Lo anterior represent6 un 60% de polimorfismo promedio para
la primer poblacién y un 65% para la segunda. El indice de diversidad de Nei (h) en la
poblacion del Estado de México fue de 0.27 y el de Shannon (1) de 0.38; la poblacién de
Michoacén present6 un valor de h=0.25 y un valor de 1=0.38. El andlisis de diferenciaciéon
poblacional mostré un valor de Fsr= 0.1 y una distancia genética de Nei=0.08. En promedio
al considerar ambas poblaciones (n=40), P. ayacahuite presentd 15 loci polimérficos lo que
representa 75% de polimorfismo promedio y valores de h=0.29 y de 1=0.42.

Cuando se eliminaron los fragmentos menos reproducibles, el fragmento que no
mostré equilibrio Hardy-Weinberg y aquellos fragmentos que presentaron una fuerte
distorsién de la segregacién mendeliana, restaron solamente 16 fragmentos para realizar el
andlisis de diversidad y diferenciacion genética. Este analisis revelé solamente 8 loci
polimérficos en la poblacién del Estado de México y 11 loci polimérficos en la poblacién
de Michoacan. Los porcentajes de polimorfismo promedio fueron de 50% para la primer
poblacién y 69% para la segunda. El indice de Nei y el Shannon fueron de 0.22 y 0.34
respectivamente para la primera poblacién, y de 0.27 y 0.39 para la segunda. La gran
perturbacién del bosque en el que se encuentra la poblaciéon de P. ayacahuite var. veitchii
en el Estado de México podria explicar los niveles de variacion genética mas bajos en
relacién a la poblacién de P.ayacahuite de Michoacan. El andlisis de diférenciacién
poblacional revelé un valor de Fgr=0.12 y una distancia genética de Nei=0.09. En
promedio al considerar ambas poblaciones (n=40), P. ayacahuite presenté 11 loci
polimérficos lo que representa 69% de polimorfismo promedio y valores de h=0.28 y de
I=0.41.

Los resultados revelan que cuando se consideraron todos los fragmentos RAPDs
para analizar la diversidad genética, se obtuvieron niveles de variacién genética muy

similares en las dos poblaciones. Sin embargo, el anélisis efectuado con fragmentos RAPDs
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seleccionados, con base en la reproducibilidad y la segregacion, reveld un valor de
variacion maés alto en la poblacién de Las Palmas, Michoacan. Ademas al considerar
solamente este grupo de marcadores, se observé una mayor diferenciacién poblacional ya
que tanto el valor de Fst como la distancia genética de Nei revelaron valores mas altos.

Al trabajar con los 16 fragmentos RAPDs mas confiables y realizar el anélisis de
diversidad y diferenciacion genética considerando estos marcadores como codominantes, se
obtuvieron indices de diversidad similares a los revelados por el analisis de RAPDs como
marcadores dominantes, los indices de variacion genética fueron también mas altos en la
poblacién de Las Palmas, Michoacén. Sin embargo, se observaron diferencias en los
indicadores de diferenciacién poblacional, la distancia genética de Nei fue de 0.04 y el
_ valor de Fst fue de 0.068. Estos valores indican muy poca diferenciacion entre las
poblaciones. Es importante sefialar que en esta parte de nuestro trabajo se analizé un
numero reducido de muestras (n=5 para la poblacién de Michoacan y n=6 para la poblacion
del Estado de México). Sin embargo, nuestros resultados son similares a los reportados por
Isabel et al. (1999) quienes reportan una sobrestimacion de los valores de diferenciacion
poblacional cuando los RAPDs se analizan como marcadores dominantes.

Las ventajas que presentan los marcadores RAPDs en relacién a otros marcadores
moleculares, hacen que estos sean preferidos para el andlisis de la estructura genética de
una gran cantidad de especies eucariotas. Sin embargo, en estos estudios generalmente se
considera el total de los fragmentos amplificados en la reaccion PCR-RAPDs,
independientemente de su reproducibilidad y del tipo de segregacion que presenten. El
ensayo de la reproducibilidad de los RAPDs es simple e incrementa la confianza en el
registro y analisis de los datos. Las gimnospermas presenta la ventaja de que a través del
genotipo observado en los gametofitos de un mismo arbol, es posible analizar y asi
seleccionar aquellos marcadores que presenten segregacion mendeliana. La seleccién de

marcadores RAPDs reflejard a su vez valores més confiables de variacion y diferenciacion

genética.



Cuadro IX. Variacién y diferenciacion genética de P. ayacahuite.
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Poblacién No. de No. de loci P H I Fst/ Distancia
loci polimérficos Genética
Michoacan 20 13 65% 0.25 0.37
Edo de México 20 12 60% 0.27 0.38 0.1/0.08
P. apacaluite 20 15 75% 0.29+0.20 0.43+0.28
Michoacan 16 11 69% 0.27+0.20 0.39+0.29
Edo. de México 16 8 50%  0.22+0.24 0.33+0.34 0.12/0.09
P. ayacaluite 16 11 69% 0.28+0.22 0.41+0.30

Figura 9. Amplificacién de marcadores RAPDs con OPA-llen las poblaciones: Gel a,

Estado de México; Gel b, Michoacan.
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Figura 19. Amplificacion de marcadores RAPDs con OPA-08 en las poblaciones: Gel a,
Estado de México; Gel b, Michoacan.

s , _—

Figura 11. Amplificacién de marcadores RAPDs con OPC-06 en las poblaciones: Gel a,
Estado de México; Gel b, Michoacan.
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VI. CONCLUSIONES

s Se observaron los mismos patrones de amplificacion de marcadores RAPDs con los
iniciadores OPA-11, OPA-08 y OPC-06 en genoma diploide (aciculas y embriones) y
en genoma haploide (megagametofito) de pinos. Es posible trabajar marcadores

RAPD:s utilizando cualquiera de las fuentes de DNA mencionadas.

e La optimizacién de las condiciones de las reacciones PCR-RAPDs y el empleo de
iniciadores seleccionados, incrementa considerablemente la reproducibilidad de los

fragmentos amplificados.

3 La‘mayorl'a de los marcadores RAPDs analizados presentan la segregacion esperada
para herencia mendeliana. Esto demuestra indirectamente el origen nuclear de los
marcadores. Es importante sefialar que es necesario aumentar el namero de individuos
heterocigotos analizados para definir claramente el patrén de segregacion de los loci

OPA-11999, OPA-11,509, OPA-11;9s0, OPA-11909 y OPA-08,7p0.

e Exceptuando al locus OPA-11;s500, los marcadores RAPDs presentaron equilibrio de

Hardy-Weinberg. Se desconoce la causa del desequilibrio observado.

e Se presenta una mejor resolucion en la diferenciacion genética cuando se trabaja con
marcadores RAPDs confiables (reproducibles y con segregaciéon mendeliana). E! valor

de Fsy de 0.12 refleja una nivel de diferenciacién moderado entre las dos poblaciones .

e Pinus ayacahuite presenta altos niveles de variacién genética. La poblacién de Las
Palmas, Michoacan presenta mayor variacién genética que la poblacién de Tlalmanalco
Edo. de México. Lo anterior podria estar relacionado con las condiciones de

explotacion y las formas de manejo que presentan ambas poblaciones.
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ANEXO 1: PROTOCOLOS

A. PROTOCOLOS DE EXTRACCION DE DNA

. Protocolo de Extraccion de DNA a partir de aciculas.

Triturar 1 g de tejido (aciculas) con nitrégeno liquido, en un mortero (previamente
enfriado a —20°C), hasta obtener un polvo fino. (Para evitar degradacion del DNA
durante el proceso de extraccion tomar las muestras una por una del congelador).
Transferir la muestra con una espétula a un tubo de 50 ml con 8 ml de amortiguador de
extraccion CTAB 2X previamente calentado a 65°C. Mezclar suavemente por
inversion, hasta homogenizar completamente. (emortiguador CTAB 2X (pH 8) 100 mi:
CTAB 2%-2g, Tris 100mM-1.21g, NaCl 1.4M-8.18g, EDTA 20mM- 0.744g y PVP 10
1%-1g).
Incubar en bafio marfa a 65°C por 60 minutos; a los 30 min. mezclar suavemente por
inversion 2-3 veces. Después de la incubaci6n enfriar a temperatura ambiente 5-7 min.
Agregar 7.5 ml de solucién Cloroformo- alcohol isoamilico 24-1, mezclar por inversién
suavemente 2 o 3 veces y permitir que el gas escape.
Centrifugar a 4,000 rpm por 25 minutos.
Transferir la fase acuosa, con ayuda de una micropipeta de 1000 pl, a un tubo de 50 ml
limpio.
Afiadir un volumen igual de isopropanol frio y mezclar suavemente hasta precipitar el
DNA. En caso de no obtener una hebra mantener a -20° C por 30 min. o toda la noche.
Transferir la hebra de DNA precipitado con una micropipeta de 1000 pl (cortar la
punta) a un tubo de 50 ml limpio, en caso de no obtener precipitado centrifugar dos
minutos a 2,500 rpm para formar una pastilla y eliminar el sobrenadante.
Afiadir 10 ml de amortiguador de lavado al precipitado o pastilla y mezclar lentamente
por inversién. Mantener por 20 min. en el amortiguador de lavado (cada 5 min. mezclar
por inversion). Recuperar la hebra de DNA (eliminar con la ayuda de la micropipeta el
amortiguador de lavado o decantar si es posibie) o centrifugar a 2,500 rpm por 2 min.
(amortiguador de lavado 100 ml: Etanol 76% - 76ml, Acetato de amonio 10 mM -
0.07g).

. Secar con aire por un tiempo corto. Afiadir 1 ml de amortiguador TE y disolver

completamente la hebra o pastilla. (amortiguador TE 100 mi: Trisma 10mM-0.121g y

EDTA 1mM-0.018g).

Agregar 5 pl de RNAsa (30 pg/ml) e incubar por 30 minutos a 37°C.

Agregar 2 ml de agua destilada.

Afadir 1.5 ml acetato de amonio 7.5M (Para 50 mi: Acetato de Amonio- 28 905 g)

Mezclar suave por inversion.

Inmediatamente anadlr 10 ml de etanol frio, mezclar suavemente hasta precipitar el

DNA.
Recuperar la hebra de DNA o centrifugar a 8,500 rpm por 10 min. para formar la

pastilla.
Lavar con 5 ml de etanol al 70%, centrifugar a 2,500 rpm por 2 min.

Decantar, secar con aire y resuspender en 500-1000 pl de TE (250 ul sin hebra o
pastilla). Disolver durante 2h a37°C o toda la noche a temperatura ambiente.
Almacenar €l DNA genomico obtenido en congelacion a -20°C hasta su uso.
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2. Protocolo Micro-método de Extraccién de DNA para Megagametofitos y
Embriones (Palomera, 2002)

la. Triturar el megagametofito en un tubo de 2.0 ml con 200 pl de amortiguador de
extraccion CTAB 2X. Afiadir 600 pl de amortiguador CTAB 2X y mezclar por
inversion suavemente hasta homogenizar.

1b. Triturar el embrién en un tubo de 2.0 ml con 200 pl de amortiguador de extraccion
CTAB 2X. Afadir 300 pl de amortiguador CTAB 2X y mezclar por inversion
suavemente hasta homogenizar el tejido.

2. Incubar a 65°C por 60 min.
3. Después de la incubacion, los tubos se enfrien a temperatura ambiente de 5 -7

minutos.

4a. Al megagametofito afiadir 800 pl de fenol: cloroformo: alcohol isoamilico
(24:24:1), mezclar suavemente por inversion.

4b. Al embrién afiadir 500 pl de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1), mezclar
suavemente por inversion.

5. Centrifugar por 25 minutos a 4500 rpm.

6. Recuperar el sobrenadante que contienen el DNA y transferirlo con la pipeta de 200
"pl a otro tubo (Nota: = 700 pl en megas y ~ 250 pl para embriones).

7. Agregar 700 pl de isopropanol frio. Invertir suavemente varias veces hasta
precipitar el DNA.

8. Transferir el DNA precipitado a un tubo de 1.5 ml con la pipeta de 1000 pl.
Centrifugar por 1 o 2 min. a 2,500 rpm.,

9. Aifadir 1 ml de amortiguador de lavado e invertir suavemente. Mantener durante 20
minutos y eliminar el amortiguador de lavado con la pipeta de 1000 pl, o centrifugar
a baja velocidad (2,500 rpm 2min).

10. Secar con aire por un tiempo corto. Afiadir 200 pl de amortiguador TE y disolver la
hebra o pastilla de DNA.

11. Agregar 70 ul de agua destilada y 130 pl de acetato de amonio 7.5M. Mezclar
suavemente por inversion.

12. Anadir 850 pl de etanol frio, mezclar suavemente hasta precipitar el DNA.

13. Recuperar la hebra de DNA o centrifugar a 4,500 por 5 minutos para formar
pastilla.

14. Lavar con 1 ml de etanol 70%, y centrifugar a 2,500 rpm por 2 min. repetir el
proceso 2 a 3 veces.

15. Decantar el etanol con la pipeta y afiadir 200- 400 pi de amortiguador TE. Disolver
durante 2 h a 37°C o toda la noche a temperatura ambiente. Nota: Almacenar el
DNA gendmico obtenido, en congelacién a -20°C hasta su uso.
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B. Cuantificacién de DNA (Sambrook ef al., 1989)

La concentracién del DNA se determiné por espectrofotometria con luz UV.
1. Diluir 10 pl de DNA en 990 pl de H;O destilada.
2. Leer la absorbancia a 260 nm (DO). Calibrar con blanco de H,0.
3. Calcular la concentracién multiplicando: DOz x 100* x 50** = ng/ul
e Factor de dilucion: 1000/10 0 1/100 y ** 1 DO de DNA genémico (50 ng/pl

o pg/ml).

C. Reprecipitacion del DNA.

1. 1 ml de etanol absoluto frio y mezclar suavemente varias veces hasta precipitar el DNA

por inversion.

2. Incubar en el congelador a —20 °C por 20 min. o toda la noche.

3. Recuperar la hebra o en caso de no obtener hebra centrifugar durante 15 min. a 7,000 o
10, 000 rpm por 15 min. para formar una pastilla.

4. Decantar el alcohol.

5. Lavar con 50 pl de etanol al 70% fri6 mezclar suavemente varias veces por inversion
durante 20 min. Repetir el proceso dos a tres veces mas.

6. Decantar, secar con aire y resuspender en 200-500 pl de TE. Disolver el DNA toda la
noche a temperatura ambiente.

7. Almacenar el DNA genomico obtenido en congelacion a —20°C hasta su uso.

D. Determinacién de la Pureza del DNA (Sambrook ef al., 1989)
La calidad del DNA se determind por espectrofotometria.
1. Con la dilucion anterior.
2. Leer la absorbancia a 280 nm. Usar blanco de H,0, para calibrar.
3. Determinar el grado de pureza con la relacion: DO,s-DNA/DOQ;g0 proteinas.
Relacion: > 1.7 (buen grado de pureza) y < 1.7 (contaminacién con proteinas).

E. Electroforesis en Gel de Agarosa (Sambrook ef al, 1989)

La calidad del DNA también se determin6 por electroforesis en geles de agarosa. La
electroforesis muestra la posibilidad de contaminaciéon del DNA con sales o proteinas, asi

como su integridad o degradacion.

Correr 6 pl de DNA gendémico con 4 pl de jugo azul 6X (Para 10 mi: Xilencianol 25 mg;
Azul de bromofenol 25 mg y Glicerol 3 ml), en un gel de agarosa al 0.8%, con las
condiciones descritas a continuacion.

a) Preparacion del gel (40 ml al 0.8%)
Agarosa 032g
Amortiguador TBE 1X 40 ml

1. Sellar los bordes del molde y colocar el peine.
2. Disolver la agarosa en el amortiguador TBE 1X en un matraz Erlenmeyer de 50 ml,
calentar en una plancha o microondas hasta que la solucién este transparente.
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3. Enfriar aproximadamente a 50°C y vaciar al molde (evitar las burbujas), gelificar a
temperatura ambiente de 30-40 min.

b) Corrimiento Electroforético.

1. Remover el peine, colocar el gel en la cdmara horizontal para electroforesis
submarina (Easy Cast B1A, OWL Scientific), cubrir con amortiguador TBE 1X.

2. Colocar cuidadosamente la muestra en cada punto de aplicacion.

3. Cerrar la camara y acomodar el campo eléctrico cuidando que el DNA migre hacia el
anodo. Correr a 80 volts por 40-60 min. (Hasta que los colorantes migren a la tercera
parte del gel).

4. Teiiir el gel en una solucién con Bromuro de Etidio (10 mg/ml) por S minutos.

5. Destefiir con agua destilada, observar el gel en un transiluminador de luz UV.

TBE 10X (1000 mi): Tris 0.89M-108 g; Acido Bérico 0.89M —55 g y EDTA 25mM-9.3 g.

F. Protocolo para la Reaccién de PCR-RAPD.

Antes de la Reaccién de PCR

1. Descongelar las diluciones de DNA molde; Amortiguador PCR 10X, dNTPs 5SmM,
cebadores y H>O grado molecular. Centrifugar todo a 14,000 rpm por 20 seg.
2. Marcar los tubos de reaccién (tubos de 0.2 ml) y ordenarlos de la manera mas
conveniente para evitar errores siguiendo el disefio experimental.
3. Preparar 21 pl de Mezcla de PCR por reaccién:
3.5mM 45 mM

Amortiguador PCR10X 25 2.5ul
MgCl; 25mM 3.5ul 4.5l
dNTPs SmM 0.7 ul 0.7 pl
dH,0 14.3 pl 13.3

Nota: Preparar la Mezcla de PCR el mismo dia de la reaccion para obtener mejor
resolucion de los productos RAPDs, calculando una cantidad suficiente mas una alicuota

extra.

4. Preparar 2 pl de Mezcla Primer-Taq por reaccion:
Iniciador 1.5 pl
dH,O 0.35pul
TaqPol 02 u
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Reaccién de PCR
5. Agregar 21 pl de mezcla PCR en el fondo del tubo.
6. Afadir 2 pl de DNA molde (10 o 40 ng/pl) y 2 pl de la mezcla Primer-Taq en
puntos opuestos de la pared del tubo.
7. “Meézclar los componentes de la reaccion, golpeando con el dedo la base del tubo.
8. Centrifugar a 14,000 rpm por 20 seg.
9. Colocar las muestras en el termociclador MJ PT-100 R con el programa de
amplificacion:
Desnaturalizacion Inicial a 94°C por 3 min.
45 ciclos de
Desnaturalizacién a 94°C por 1 min.
Alineacién a 36°C por 2 min.
Extensién a 72°C por 2 min.
Extension prolongada a 74°C por 10 min.
Tiempo indefinido a 4°C.

10. Almacenar el producto de reaccion a 4°C o —20°C hasta llevar a cabo la
electroforesis.

G. Corrimiento Electroforético de los productos de la Reaccién PCR-RAPDs.

Preparacion de las muestras
1. Agregar 4 pl de jugo azul 6X a cada tubo de reaccién de PCR-RAPDs.
2. Centrifugar a 14,000 rpm por 20 seg.

Preparacién del Gel de Agarosa al 1.8%

Para camara OWL de 108 Pozos (3 peines de 36 pozos cada uno)
Diluir 4.32 g de agarosa en 240 ml de TBE 1X.

Para camara EC de 80 Pozos (2 peines de 40 pozos cada uno)
Diluir 3.9 g de agarosa en 220 ml de TBE 1X

Para camara EC de 40 Pozos
Diluir 2.16 g de agarosa en 120 ml de TBE 1X

Corrimiento Electroforético del Gel de Agarosa
Cargar de 13 a 15 pl de la muestra.
2. Cargar 4 pl del marcador de 100 pb
3. Correra 65,75y 100 V en las cAmaras de 40, 80 y 108 pozos respectivamente;
Durante 180 min. 220 min. y 240-270 min. respectivamente; o bien hasta que el
azul de bromofenol migre 6 cm.
Nota: Correr el gel siguiendo el criterio de 3 volts por centimetro.

—

Tincién con Bromuro de Etidio del Gel de Agarosa
1. Sumergir el gel en bromuro de etidio (c.c. 10 mg/ml) durante 30-40 min.
2. Destefiir con agua destilada al menos por 60 min.
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Fotografia con el Sistema de Fotodocumentacién EDAS del Gel de Agarosa.

1. Encender la camara digital. Nota: Revisar que tenga los filtros.

2. Conectar la camara con el cable de puerto serial al CPU

3. Ensamblar la cAmara en la caperuza

4. Colocar el gel en el transiluminador de luz UV, cubrir con el adaptador de campo
visual correspondiente al tamaiio del gel.

5. Montar la caperuza con la cdmara sobre el transiluminador, centrarlo con el
adaptador de campo visual.

6. Encender el trasiluminador y entrar al programa 1D.
7. Abrir archivo (file) y adquirir imagen (aquire).
8. Al abrir el dialogo de la camara se muestra la fotografia del gel con opcioén

predeterminada de tincién con bromuro de etidio.
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Matriz de dates binarios utilizada en el anilisis de RAPDs como marcadores

dominantes (20 loci).
A11-1900 A11-1800.A11-1500 A11-1300 A11-1200 A11-1050 A11-900 A11-850 A11750

A8-1700 A8-1100 A8-950 A8-850 A8-750 A8-550 C6-2200 C6-1700 C6-1300 C6-1100

C6-900
Nombre de la poblacion = Tlalmanalco, Edo. de México

ANEXO 2: BASE DE DATOS
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Nombre de la poblacién = Las Palmas, Michoacéan
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Matriz de datos binarios, elaborada con fragmentos reproducibles que segregan
mendelianamente, utilizada en el anilisis de RAPDs como marcadores dominantes

(16 loci).

Numero de poblaciones =2

Numero de loci = 16

Nombre del Locus:

A11-1800 A11-1300 A11-1200 A11-1050 A11-900 A11-850
A8-1700 A8-1100 A8-950 A8-850 A8-750 A8-550

C6-2200 C6-1700 C6-1300 C6-900

Nombre de la poblacién = Tlalmanalco, Edo. de México
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Las Palmas, Michoacan

Nombre de la poblacién =

fis
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Matriz de datos utilizada en el an4lisis de RAPDs como marcadores codominantes.

Numero de poblaciones = 2
Numero de loci = 16

Nombre del Locus:

A11-1800 A11-1300 A11-1200 A11-1050 A11-900 A11-850 A8-1700 A8-1100 A8-950
AB-850 A8-750 A8-550 C6-2200 C6-1700 C6-1300 C6-900

Nombre de la Poblacién = Las Palmas, Michoacin

fis=0

AB AB AB AB AA AB AA AA AB AA AA AB AA AA AA AA
AA AA AA AA AA AB AB AA AA AB AA AA AA AB AA AA
AB AB BB AA AA AA AA AA BB AA AA AB AA AB AA AA
AB AB AA AA AB AA AA AA BB AB AA AA AA AB AA AA
AB AA BB AA AA AB AA AA BB BB AA AA AA AA AA AA
AA AA AA AA AA AB AA AA AB BB AA AA AA AB AA AA

Nombre de la poblacién = Tlalmanalco, Edo. de México

fis=0

BB AA AB AA AA AA AA AA AB BB AA AB AA BB AA AA
BB BB AB AB AA AB AA AA AA AB AA AA AA AA AA AA
BB AB AB AA AA AB AA AA AA BB AA AA AA AB AA AA
AA AB AB AA AB BB AA AA BB BB AA AA AA AA AA AA
AB BB AB AA AA AB AA AA AB BB AA AA AA AA AA AA



