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RESUMEN

El marcador genético ideal es aquel que proporciona un elevado nimero de alelos
codominantes distribuidos en todo el genoma. Los marcadores microsatélites
cumplen estas caracteristicas por lo que son muy utilizados en anélisis de evolucion

molecular y diversidad genética.

En este trabajo se examino si los cebadores para amplificar microsatélites nucleares
desarrollados en Pinus strobus (Echt et al. 1996; Rajora et al. 2000) permiten
identificar seis loci; cuatro de ellos simples (RPS2, RPS12, RPS50, RPS39) y dos
compuestos (RPS25 Y RPS 60), en Pinus chiapensis y en €l complejo de pinos
formados por Pinus ayacahuite, Pinus strobiformis y Pinus flexilis, cominmente

conocidos como pinos blancos.

Los seis pares de cebadores fueron dtiles en la identificacion de microsatélites
nucleares en las muestras. Sin embargo la eficiencia de amplificacion fue diferente
entre los seis loci, asi RPS2 y RPS12 mostraron la mayor eficiencia con 70.4 % y
82.2 % respectivamente; seguido de RPS25b, RPS50 y RPS39 con sélo el 50 % y
RPS60 con 9 % de amplificacion.

Los resultados mostraron variacion en ¢l nimero y la frecuencia de los alelos en cada
taxa. Asi como alelos compartidos por dos o més taxa y alelos especificos de un solo
taxa. También se identificaron alelos raros, con diferencias de 1 par de base, asi
como alelos monomorficos. Se identificaron un total de 69 alelos, para los seis Joci,
con un rango de 101 a 269 pares de bases. El Jocus con el mayor nimero de alelos

fue RPS12 (22) y el locus con menor nimero de alelos fue RPS60 (8).




ANTECEDENTES

1. GENERALIDADES

1.1 Importancia del género Pinus en México.

El género Pinus comprende algunas de las especies de arboles mas importantes
econdémicamente y ecoldgicamente que existen en México y Arnérica Central. Los
pinos son el principal proveedor de madera para construccién de todo tipo, se
emplean en la manufactura de puipa, papel y resinas. Son fuente importante en la
alimentacién tanto para humanos como para aves, y quiza lo mas importante sea
como combustible para millones de personas. Norteamérica es especialmente rica
con un total de 65 especies, de estas, 43 existen en México y América Central y 38 se
distribuyen al norte de México (Farjon et al. 1997). México tiene el mayor nimero
de especies de pinos (inctuyendo formas y variedades) que cualquier otro pais del
mundo (Perry 1991).

Los bosques de pinos en México y América Central estin amenazados por la
sobrexplotacién, 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 las poblaciones humanas (Richardson
1998). Las especies de pinos blancos en México, entre las que se encuentran el
complejo Pinus strobiformis. - Pinus ayacahuite - Pinus flexilis, no son una
excepcion. La mayoria de las poblaciones se encuentran disminuidas, aisladas y
fragmentadas. Ademas, debido a sus fustes rectos, grandes dimensiones y su madera
de buena calidad, estos pinos representan un recurso econoémico importante para este

pais (Pérez de la Rosa 1993).

1.1.1  Pinus chiapensis: Taxonomia, morfologia, distribucién y ecologia.

Pinus chiapensis (Mart.) Andresen fue descrito en 1940 por Martinez como Pinus
strobus var. chiapensis. Posteriormente, Andresen en 1964 después de un analisis
morfométrico, lo reconocié a nivel especifico. Taxonémicamente se encuentra
ubicado dentro del subgénero Strobus, seccion Strobus, subseccion Strobi (Little y-
Critchfield 1969). Pinus chiapensis agrupa arboles de tronco recto, a veces

bifurcado, alcanza normalmente 30 a 35 m y ocasionalmente 40 m de altura y un



didmetro de 1 hasta 1.5 m. De corteza rugosa y escamosa en el tronco,
descascarandose, con fisuras poco profundas, de color café-grisiceo hasta gnis; en
arboles jovenes suave y de color verde-grisdceo. Aciculas en fasciculos de 5, de (5-)
6-12 (-13) cm de longitud y 0.6-0.8 (-1) mm de ancho. Rectas o ligeramente torcidas,
laxas, con los margenes aserrados. Estomas presentes solamente en las dos caras
internas; las escamas de la vaina del fasciculo pronto caedizas. Los estrdbilos son las
estructuras reproductoras que hacen las funciones de flores. Los conos generalmente
en verticilos de 2-4, con pedinculos delgados, pedunculos, deciduos, cilindricos a
ovoide-oblongos cuando abren, de (6-)8-16(-25)x 4-8 cuando estan abiertos, de color
café opaco. Semillas de 7-9 x 4-5 mm, de color café, con ala adnada de 20-30 x 6-9

mm (Farjon et al. 1997).

Pinus chiapensis se encuentra distribuido en México en los estados de Guerrero,
Puebla, Veracruz, Oaxaca y Chiapas (Figura 1). En Guatemala en localidades como
El Quiché y Huehuentenango. La distribucion estd restringida a pequefas
comunidades relictuales de la especie en bosques montafiosos, de subtropicales a.
termplados y célidos, con gran cantidad de lluvia y neblina, en suelos magros bien
drenados (Farjon ef al. 1997). Crecen en un rango altitudinal de entre (500-) 800 -
2000 (-2200) msnm, en donde no llega a formarse escarcha de hielo, ya que no es
resistente a la congelacion. P. chiapensis se asocia con P. maximinoi, P.
pseudostrobus, P. ayacahuiie y de forma mas localizada con P. tecunumanii y P.
patula 'y con arboles de hojas anchas (Quercus spp., Liquidambar styraciflua,
Magnolia, Platanus mexicana, Ulmus mexicana, Carpinus caroliniana, Fagus

mexicana, Clethra spp., y Brosimum).

1.1.2 Complejo Pinus ayacahuite - P. strobiformis — P flexilis: taxonomia,

morfologia, distribucién y ecologia.

Pinus ayacahuite, P. strobiformis y P. flexilis forman parte del grupo de pinos
conocido como pinos blancos o blandos. Taxondmicamente se encuentran ubicados
dentro del subgénero Strobus, seccion Strobus, subseccion Strobi (Little y Critchfield

1969).



En general Pinus ayacahuite y P. strobiformis comparten caracteristicas como el
tamaiio del 4rbol, la forma de crecimiento, las aciculas, conos y semillas, lo que
dificulta frecuentemente su determinacidn; son arboles de troncos rectos que pueden
medir entre 25 y 45 m de altura con didmetros de hasta 2 m. Las aciculas son de
color verde en fasciculos de cinco, generalmente rectas, laxas con los margenes
débilmente aserrados. Los conos son de color café opaco y se pueden encontrar en
verticilos o solitarios de dos o cuatro, en pedinculos cortos, péndulos deciduos
generalmente cilindricos. Las escamas varian ligeramente en el nimero y la forma de
la ap6fisis, abren pronto y ampliamente, son delgadas, flexibles y muy resinosas. Las
semillas son de color café con ala adnada, con diferencias en el tamafio de la semilla
entre los taxa. Se presenta un incremento paulatino (cline), en el tamaiio del ala, este
se manifiesta desde las semillas 4pteras del norte de la Repiblica Mexicana, hasta las
semillas que presentan alas bien desarrolladas en el sur, este cline se ve interrumpido
en-el limite norte del Eje Volcanico Transversal (Farjon et al. 1997; Farjon y Styles
1997, Pérez de la Rosa 1993).

A diferencia de otras especies de pinos, los arboles del complejo Pinus ayacahuite -
P. strobiformis - P. flexilis tienen preferencia por lugares sombrios y humedos,
crecen en suelos fértiles, profundos y bien drenados. Pérez de la Rosa (1993), los
encuentra en altitudes superiores a los 2000 msnm y reporta su presencia en laderas
de exposicién norte y en el fondo de cafiadas; indica que en la Sierra Madre
Occidental y Siera 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. P.
strobiformis se distribuye en los estados de Sonora, Chihuahua, Coahuila, Nuevo
Leo6n, Sinaloa, Durango, Jalisco, Zacatecas y San Luis Potosi (Figura 1). Por su
parte, P. ayacahuite se distribuye en los estados de Chiapas, Guanajuato, Querétaro,
Hidalgo, México, Morelos, Oaxaca, Puebla, Veracruz, Tlaxcala, y Honduras, en las
montafias més altas y en El Salvador, tinicamente en Chalatenango. Se ha observado
que en &reas planas principalmente, los arboles se desarrollan mezclados con otras
coniferas. Es frecuente encontrarlos asociados con especies del género Abies, pinosy |

encinos (Pérez de la Rosa 1993; Farjon ez al. 1997).

En Pinus flexilis, el arbol es de tronco recto o retorcido, con ramas ascendentes de

uno a varios tallos, se ramifica desde muy abajo y alcanza normalmente entre 10y 15



m y ocasionalmente hasta 20 m de altura y un didmetro de | a 1.5 m, de corteza
delgada y escamosa, con placas y escamas pequefias, de color café a gris, aciculasen
fasciculos de 5, de (5-) 6-9 cm de longitud y 0.8-1.2 mm de ancho, rectas o torcidas,
laxas, muy débilmente aserradas, semillas 10-15 x 8-10 mm de color café oscuro,
con ala adnada rudimentaria o muy pequefia, hasta de 5 mm de longitud;
frecuentemente el ala esta ausente cuando la semilla cae del cono, habita en bosques
abiertos de alta montafia hasta subalpinos o expuestos en lo mas alto de las montaiias,
su distribucion en México se limita a algunas cumbres montafiosas de Chihuahua,

Coahuila y el sur de Nuevo Ledn (Faljon etal., 1997).

Pinus ayacabuite
——— Mopronimate fimats
s Collection locafities
vmus of Pinus strobiferois
i Ses map 8)

¢ P. chiapensis

Figura 1. Distribucién en México de Pinus chiapensis y del complejo
P. ayacahuite- P. strobiformis.



1.1.3 Caracteristicas del genoma de pinos.

Los pinos presentan el mimero basico predominante en las Pinaceas 2n=24. El
tamafio del genoma de coniferas es grande comparado con el de otras plantas. El
‘valor C varia de 19,5 a 26,5 pg, segln estimaciones realizadas en ocho especies de
pinos (Diaz 2001). Gran parte det ADN de pinos corresponde a la fraccion de ADN
repetido. Experimentos de reasociacion cinética muestran que el 25% del ADN total
es de copia unica y el 75% pertenece a las fracciones de ADN moderada y altamente
repetido, pero el porcehtaje de genes expresados es poco conocido. Se considera que
en P. maritime solo el 5% del genoma seria ADN codificante, aunque ésto puede ser
una subestimacion ya que un nimero significativo de genes estan en forma de

familias multigénicas (Diaz 2001).

2. MARCADORES MOLECULARES

Los marcadores moleculares basados en ADN se han convertido en una
poderosa herramienta en diversos tipos de estudios en genética de poblaciones,
conservacion y mejoramiento de especies forestales, y la identificacién del grado de
diferenciacion entre especies a través de analisis filogenético. En comparacion a los
métodos tradicionales, los moleculares son potencialmente utiles para acelerar la
cantidad de informacion de especies que han sido clasificadas basandose unicamente
en caracteristicas morfoldgicas o de origen geografico. Esto es especialmente
importante cuando los caracteres morfologicos son limitados o dificiles de interpretar
por su simplicidad y plasticidad causante de homoplasia morfoldgica. Ademads, los
marcadores que son filogenéticamente informativos y que discriminan entre taxones
estrechamente relacionados son especialmente ttiles como ayuda en la conservacion
ex situ (Diaz 2001).

La utilizacién de isoenzimas para la evaluacion de la diversidad genética en
pinos durante los afios 80 presentaba un pﬁncipal inconveniente, el limitado nimero
de loci analizables (Diaz 2001). Asi, la proliferacion de técnicas relativamente
sencillas, principalmente las basadas en PCR (Polymerase Chain Reaction), ha hecho
posible incrementar sustancialmente el nimero de loci analizados. Estas técnicas
permiten estudiar directamente la variacion a nivel de ADN incrementando el nivel

de polimorfismo detectado con isoenzimas. Los marcadores basados en PCR se



pueden obtener a partir de cebadores especificos dirigidos hacia un gen o secuencia
especifica, para lo que se requiere conocer la secuencia de la region del ADN que se
desea amplificar, o bien a partir de cebadores de secuencia arbitraria que amplifican
regiones al azar del ADN y en conjunto, por lo tanto, cubren una mayor parte del

genoma (Diaz 2001).
2.1 Microsatélites

Los microsatélites son repeticiones en tandem de 1 a 6 pb encontrados en todos los
genomas procaridticos y eucarifticos analizados hasta ahora (Karhu 2001).
Histéricamente el término microsatélite se utilizaba para describir repeticiones de
dinucledtidos CA/GT. Los microsatélites también se conocen como SSRs (simple
sequence repeats) o STR’s (short tandem repeats). Si estas repeticiones son
suficientemente largas e ininterrumpidas son excelentes marcadores genéticos debido
a su elevado nivel de polimorfismo (Karhu 2001; Zane ef al. 2002).

Los microsatélites nucleares se encuentran tanto en regiones codificadoras como no
codificadoras del genoma y por lo general se caracterizan por un alto grado de
polimorfismo en el tamaiio o en el mimero de repeticiones (Figura 2). En plantas, las
repeticiones GA/CT y AT/TA son las mis comunes. En coniferas, el tipo de
repeticiones entre las especies son muy variables siendo GA/CT y CA/GT las mas
comunes y por lo general se localizan en secuencias de ADN repetitivas. La
secuenciacion del genoma del cloroplasto en Pinus thunbergii ha permitido el
desarrollo de microsatélites universales para coniferas (Karhu 2001; Zane er al
2002). También se han descrito microsatélites en el genoma de mitocondrias y de

cloroplasto de coniferas (Soranzano et al. 1999; Echt ef al. 1998).
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Figura 2. En el genoma A, la region de la unidad de repeticién stmple repetida es
mas larga que en el genoma B, por lo que los productos amplificados presentan
diferencias en su tamafio. Los cebadores permiten amplificar la region interrepetida
por PCR.

2.2 Tipos de microsatélites

De acuerdo a las caracteristicas de las secuencias, los microsatélites se clasifican en
perfectos e imperfectos. Perfectos cuando presentan secuencias con repeticiones
motivo sin interrupciones o repeticiones adyacentes de otras secuencias como (AQ)y
0 (AG )1o. Los microsatélites imperfectos, poseen dos o més de la misma repeticion
motivo separadas por no mas de tres nucleétidos no repetidos consecutivos como
(CAMICT(CA)s o (ACC),GTACATAA(ACC)o. Los microsatélites perfectos
compuestos, conticnen secuencias de este tipo, (CA)16A(TC)ig, mientras que los
microsatélites imperfectos compuestos son aquellos con secuencias (CA)y A(AG )9
A(GA); (Kutil y Williams 2001).



2.3 Mecanismos de mutacién en microsatélites.

Se han propuesto varios mecanismos para explicar las elevadas tasas de mutacion de
los microsatélites. El primero involucra la recombinacién entre moléculas de DNA
por entrecruzamiento desigual o conversion génica (Karhu 2001). El segundo
mecanismo involucra el deslizamiento de la polimerasa durante la replicacion
provocando un error de apareamiento. Estudios en levaduras y bacterias como E.
coli, mostraron que el deslizamiento en la replicacion al parecer es el mecanismo
principal para la generacién de mutaciones de tamafio en microsatélites. En el
deslizamiento de la replicacién y en el error de apareamiento, la cadena naciente se
disocia de la cadena molde durante la replicacion en el area de la repeticion, y puede
realinearse fuera de fase con la cadena molde. Cuando la replicacién continua, la
cadena recién sintetizada, puede ser mas larga o mas corta que el molde, cuando el
bucle ocurre en la cadena naciente o en la cadena molde respectivamente (Figura 3).
De esta manera, los microsatélites ganaran o perderan una o varias repeticiones

(Karhu 2001).

Replicacion
Cadena naciente
a) E = = =3
- - - Cadena molde

b) M
- - - - —

Error de apareamiento
JL—? ko = o

~ - - —— -—?--—

Deslizamiento

+ una repeticion - una repeticién
2 . v S—
- ..
-GS — .T—--—-

Figura 3. Proceso de mutacion por deslizamiento en la replicacion de microsatélites
a) Deslizamiento de la polimerasa durante la replicacion, b) Error de apareamiento de
12 cadena naciente o de la cadena molde y ¢) Continuacién de la replicacion.



La secuenciacion de la repeticion (CA)n en humanos mostrd insercién/delecion y
mutaciones puntuales. La insercion de 6 pb en la region flanqueante del
microsatélite; provoca una mala interpretacion de los alelos, al considerar solo el
tamafio, por ejemplo (CA)ze con la insercién de 6 pb, puede co-migrar con un alelo
(CA); sin la insercion (Grimaldi y Crouau - Roy 1997). Las mutaciones puntuales
por lo general no cambian el tamafio del microsatélite (Blanquer-Maumont y Crouau

- Roy 1995).

Las mutaciones en las regiones de apareamiento de los cebadores de los
microsatélites, provocan la reduccion o pérdida de productos de PCR (Callen et al.
1993). Estos productos son llamados alelos nulos y se comparan con los alelos nulos
de aloenz‘imas. Los alelos nulos pueden manifestar una baja heterocigocidad a la
esperada; ya que si en un heterocigoto, un alelo no se amplifica por problemas de
alineacion del cebador, entonces el fenotipo (en el gel) aparecerd con una sola banda;
como un homocigoto. Los alelos nulos también son responsables de la falta de
correlacion de los alelos entre parentales y su descendencia, cuando en la
descendencia no amplifica un alelo que esta presente en los parentales (Pemberton et
al. 1998).

Para estimar la variacion entre poblaciones y distancias génicas basados en datos de
microsatélites es necesario considerar los modelos tedricos de mutacion. En el
modelo de alelo infinito (IAM, Kimura y Crow 1964), la mutacién puede involucrar
cualquier numero de repeticiones en tandem y siempre resulta en un nuevo alelo que
no existia previamente en la poblacién. Sin embargo, el modelo del deslizamiento de
la polimerasa es €l mecanismo mas aceptado para la variacion de longitud en SSR's,
al causar principalmente pequefios cambios en el niimero de repeticiones; asi los
alelos de tamafios similares estarin mas relacionados que los alelos de tamafios muy
diferentes; y los alelos podrian mutar hacia alelos ya presentes en la poblacion. El
modelo de mutacién stepwise (SMM) (Kimura & Ohta, 1978), desarrollado para
aloenzimas, provee la estimacion de las relaciones filogenéticas, distancias génicas y
diferenciacion poblacional para datos de microsatélites. Estas estimaciones se basan
en lo siguiente: (I) una mutacién resulta del cambio de una unidad de repeticion, (I1)
la tasa de mutacién es constante e independiente del tamaiio de la repeticién, (III) no

hay asimetria en la distribucién de las mutaciones, (IV) y no hay restricciéon de



alelos. En adicidn a este modelo, Di Rienzo et al. (1994) describieron el modelo de
dos fases (TPM), donde una limitada proporcion de las mutaciones involucraban
varias repeticiones. Varios autores sugieren que uno o mas de uno de estos supuestos
podrian ser incorrectos o por lo menos no aplicar para todos los microsatélites. Sin
embargo, la tasa de mutacidn sobre el nimero de repeticiones y sobre la pureza de la

repeticion, no han sido tomado en cuenta en estos modelos de mutacién.

2.4 Ventajas y desventajas de los microsatélites como marcadores moleculares.

Los microsatélites se han convertido en los marcadores preferidos de muchos
investigadores, por su alta variabilidad, por ser marcadores co-dominantes y su
facilidad de conteo y registro. Su principal desventaja es la necesidad de aislarlos de
novo en la mayoria de las especies que se analizan por primera vez, ya que los
microsatélites se encuentran usualmente en regiones no codificadoras donde la tasa
de sustituciones nucleotidicas es mas alta que en las regiones codificadoras. Como
consecuencia, la estrategia de crear cebadores universales que reconozcan secuencias
conservadas, la cual ha sido muy efectiva para ADNm y ADNcp, es realmente
problematica para microsatélites nucleares. No obstante, en algunas especies, se ha
descrito la presencia de regiones flanqueantes altamente conservadas, entre ellas
cetaceos, peces y tortugas. Es importante sefialar que durante el proceso de
aislamiento de microsatélites se seleccionan repeticiones ampliamente distribuidas en
el genoma, ya que suelen ser mas polimoérficas. Sin embargo, el elevado
polimorfismo observado en una especie no garantiza que polimorfismos similares se
encuentren en especies relacionadas, especialmerl\te cuando se incrementa la

distancia evolutiva (Zane et al. 2002).

2.5 Resolucion e Identificacién de Alelos SSR’s

Los alelos en los microsatélites estan definidos por el nimero de repeticiones y se
identifican por varios métodos. Asi, 1a cantidad de diversidad alélica observada varia
coﬁ la capacidad de resolucion y separacion de los fragmentos de DNA en el tipo de
gel utilizado. Por ejemplo, la electroforesis en agarosa y la tincién con bromuro de
etidio (BrEt) es inadecuada para la separacion de fragmentos con diferencias de una
sola repeticion dinucleotidica, pero suficiente para separar fragmentos que difieran
en 10 pb. La resolucién de los productos de PCR mejoran con el uso de geles de

agarosa de bajo punto de fusién o Nusieve® (Wolfe y Liston 1998). La electroforesis



en geles de poliacrilamida (PAGE) tiene un mayor poder de resolucion, separando
moléculas cuya longitud difiere hasta en un 0.2 % (1pb en 500pb) (Sambrook et al.
1989). Por lo tanto los geles de poliacrilamida se utilizan para la resolucién de alelos
SSR's, tanto en condiciones nativas o desnaturalizantes, como con variaciones en la
tincion con BrEt, nitrato de plata, autoradiografia o la incorporacion de

radioactividad en la reaccion de PCR (Wolfe y Liston 1998).

Debido a que los microsatélites presentan segregaciéon mendeliana en organismos
diploides, se esperaria obtener una o dos bandas por individuo. Sin embargo, se ha
descrito que en ocasiones los cebadores que amplifican microsatélites polimorficos
producen patrones multibandas muy complejos; este problema aparece
particularmente en organismos que contienen grandes cantidades de DNA repetitivo

como es el caso de las coniferas (Squirrell ef al. 2003).

Finalmente durante la resolucion de alelos en marcadores microsatélites existe la
posibilidad de reduccion o pérdida completa de amplificacién por parte de algunos
alelos (alelos nulos) debido a la sustitucién, pérdida o ganancia de nucleétidos en el
sitio de alineacion del cebador. Ademas debido a que la vanacion de los
microsatélites estd basada en la variacion en longitud (en pb) de los fragmentos
amplificados, es posible que dos fragmentos de la misma longitud no se deriven de
una misma secuencia ancestral, introduciendo la posibilidad de homoplasia (Karhu
2001).



JUSTIFICACION.

Los microsatélites empiezan a ser los marcadores preferidos en muchos estudios por
su elevada variabilidad, su herencia codominante y su facilidad en el registro de
datos y reproducibilidad. Sin embargo, la principal desventaja en el uso de
microsatélites nucleares es la necesidad de aislarlos de nove en la mayoria de las
especies que se analizan por primera vez. Ademas, los microsatélites como
marcadores presentan algunos inconvenientes; entre ellos la dificultad en la
interpretacion de los patrones de bandeo; confusiones provocadas por alelos nulos,
asi como reducci6n o perdida completa de amplificacion de algunos alelos, debido a

sustituciones en el sitio de union del cebador (Zane et al. 2002).

A pesar de que la conservacién de las secuencias que flanquean las repeticiones de
los microsatélites permite la amplificacion de los marcadores entre especies
relacionadas; es importante establecer las condiciones adecuadas para la
identificacion de marcadores apropiados. Asi, en este trabajo se propone examinar si
los cebadores de microsatélites desarrollados en Pinus strobus (Echt et al. 1996,
Rajora et al. 2000) permiten identificar loci correspondientes en el complejo Pinus
ayacahuite - P. strobiformis — P. flexilis y en P. chiapensis, los cuales podran ser
utilizados en estudios filogenéticos y de diversidad genética de las poblaciones de

pinos blancos mexicanos.



OBJETIVO GENERAL

Identificar microsatélites nucleares en P. chiapensis y en el complejo Pinus
ayacahuite - P. strobiformis — P. flexilis a partir de cebadores desarrollados en Pinus

strobus.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Definir los alelos para seis microsatélites, cuatro de ellos simples (RPS2,
RPS12, RPS50, RPS39) y dos compuestos (RPS25 Y RPS 60), en las

muestras de pinos blancos.

2. Establecer escaleras de alelos que nos permitan definir genotipos

individuales.




MATERIALES Y METODOS

1. Muestras de Pinos

Se colectaron aciculas de Pinus ayacahuite, P. strobiformis y P. chiapensis (Cuadro
). Ademas se obtuvieron megagametofitos haploides (n) y embriones diploides (2n)
de semillas germinadas de P. ayacahuite var. veitchii y P. flexilis (Cuadro II). Las
muestras de aciculas y semillas de pinos perfectamente caracterizados y
representativos de cada especie fueron colectadas por el Dr. Jorge A Pérez de 1a Rosa
y Georgina Vargas Amado del Instituto de Botinica de la Universidad de
Guadalajara, de Marzo de 2001 a Noviembre de 2002, las semillas de P. flexilis que

fueron colectadas en Diciembre de 1991.

Cuadro 1. Listado de aciculas de Pinus analizadas con el taxa, localidad, namero
de muestras y posicion geografica.

Taxa Localidad/Estado n Aftitud Coordenadas
(msnm)
P. strobiformis  |El Potosi, Nueve Ledn 1 2750 24°53'N 100°13'W
Cananea, Sonora 2 2470 23°37'N 25°50'W
N=5 Bocoyna, Chihuahua. 2 2470 31°03'N 110°22'W

P. ayacahuite  {Xico, Veracuz. 2 2930 19°31'N g7°05'W
Cuale, Jalisco. 3 1810 20°22°'N 105°02'W
Las palmas, Michoacan 1 2260 19°40'N 102°25'W

1

2

1

QOmitlén, Hidalgo. 2450 20°09'N 98°39'W
Palo Hueco, Hidalgo 2630 20°09'N 98°38°'W
E! Copal, Querétaro. 2800 21°10'N 99°41'W

N=26 Palenque, Chiapas 16 2390 16°40°N 92°33'W
P. chiapensis Tlapacoyan, Veracruz. 4 750 19°55°N 97°15'W

Heytamaico, Puebla. 4 1000 19°53'N 97°16W
N=21 Bochil, Chiapas. 13 1630 16°59'N 92°50'W

Cuadro II. Listado de semillas de Pinus analizadas con el taxa, localidad,
ntmero de muestras y posicién geografica.

Taxa Localidad/Estado n Altitud Coordenadas
(msnm)

P. flexilis. | Cerro el Polosi, Nuevo Ledn| 2 | 3450 [ 24°53'N 100°13'W

P. ayacahuite
var.veitchii | San Rafael, Edo. de México | 3 | 2721 | 19°12’N9g°a4'W




2. Extraccién de DNA
La extraccion de DNA, a partir de tejido fresco de aciculas, embriones y

megagametofitos se llevo a cabo con un método descrito por Doyle y Doyle (1987),
con algunas modificaciones (Palomera 2002) (ANEXO 1). La concentracion y
calidad del DNA se determind en ng/pl por espectrofotometria y electroforesis en

geles de agarosa, respectivamente (Sambrook ef al. 1989) (ANEXO 2).

3. Amplificacion de Microsatélites
Para la identificacion de los microsatélites se utilizaron seis pares de primers (Cuadro
I11), desarrollados en otro pino blanco, Pinus strobus (Echt et al. 1996; Rajora et al.
2000). Los criterios de seleccion de los cebadores utilizados fueron:
a) Nivel de polimorfismo, nimero elevado de alelos reportados para cada
cebador.

b) Similitudes en la temperatura de alineacién, para posibles reacciones

multiplex.

¢) Diferencias entre los pesos moleculares en pares de bases (pb) de los
productos amplificados de cada cebador, para préximas reacciones
multiplex.

Cuadro III. Loci SSR, tipo de repeticién, secuencia de los iniciadores,
pumero de alelos, tamaiio esperado y temperatura optima de alineacién
descritas en P. strobus (Echt et al. 1996; Rajora et al. 2000).

Locus  Repeticion Secuencia de los Tamadio Temperatura No
cebadores (pb) de de
alineacién  Alelos
RPS2  (AC)s CATGGTGTTGGTCATTGTTCCA 145-171 55°C 4-10
TGGAGGCTATCACGTATGCACC
RPSI2  (AC)y TCAATGTGGAGATGGTGATT 153-209 57°C i1-21
ACTTCTGACCTAACCAGAAACC
RPS25b (AC);;AG(AT)s CACATATGGCAGAACACACA 97- 115 55°C 9-10
GATCGTCGCACTATCGAAC
RPS60 (AC)(AT), ACGATAATGGCGGTGAGAACAA 247-279 57°C 8-17
CACCTGTCCTTCGTACATCCA
RPS50 (AC)y, CCCAGTAATCTGTTTTAGAGC 160 -188 50°C §-13
ACACATGAAATGTCAGAATGC
RPS39 (AC); GCCAGCTCCAACCAGAATC 160 - 180 57°C 2-6
GGCTCGCTGACCCAATAA




A) Reaccién de PCR y Condiciones de Amplificacién.

Para la identificacion de los microsatélites se siguieron las condiciones de la reaccion

descritas por Rajora et al. (2000) con algunas modificaciones.

Reaccion para PCR

Mezcla - PCR 1X Mezcla Primer - Taq X

Buffer 10X(MBI Fermentas)* 1ul Cebador 5' 2.5uM Tyl

MgCl; 2.5mM Tul Cebador 3' 2.5uM im

dNTP’s 2.5mM (Invitrogen) 0.8pl Taq Pol 1U/ul 0.15ul

dH;0 4.85ul : 0.35p1
7.65 ul

DNA (20ng/ul) ' 2ul Volumen final: 10 pl.

* (200mM Tris-HCI pH 8, 500mM KCl)

Debido a que los cebadores utilizados se marcaron con fluorescencia lo que los hace
muy sensibles a la luz, la reaccion se realiz6 con la minima cantidad de luz requerida.
Ademas la preparacion de la reaccion de PCR se realizo en placas colocadas dentro
de un recipiente con hielo.

Finalmente, las amplificaciones se llevaron a cabo en un termociclador MJR
Research® PTlvOO. El programa de amplificacion inicial consistié de un paso de
desnaturalizacion prolongada a 94°C por 3 minutos, seguido de dos ciclos de
desnaturalizacion a 94°C por 15 segundos, alineacion a 60°C por 15 segundos y
extension a 72°C por 15 segundos. Los siguientes diez ciclos incluyeron
desnaturalizacion a 94°C por 15 segundos, alineacién a 59.5°C por 15 segundos
(disminuyendo 0.5°C cada ciclo, hasta 54.5°C)y extension a 72°C por 15 segundos.
Los ultimos treinta ciclos fueron de desnaturalizacién a 94°C por 15 segundos,
alineacion a 54°C por 15 segundos, extension a 72°C por 15 segundos. Se agregd un
paso de extension a 72°C por 3 minutos, y para finalizar un paso de conservacién por

tiempo indefinido para mantener las muestras a 4°C.



B) Corrimiento electroforético en geles desnaturalizantes de poliacrilamida al

7%.

Limpiar las placas de vidrio con isopropanol, ensamblar las placas con los
separadores y apretar con las pinzas. Pesar 10.08 g de urea. Agregar 3.64 ml de
Long ranger gel® J.T. Baker y 3.00 ml de TBE 10X. Adicionar agua destilada, hasta
que la mezcla pese 27.0 g y mezclar hasta que la urea se disuelva. Una vez que la
urea este disuelta, filtrar la mezcla. Finalmente afadir 150 pl de persulfato de
amonio 10% (5g de persulfato de amonio en 30 ml de agua destilada, almacenar
fuera del contacto con la luz) y 15 pl de TEMED (Tetrametiletilenediamina),

mezclar con movimientos circulares.

Para preparar el gel vaciar inmediatamente la mezcla a las placas de vidrio. Para
lograr un gel sin burbujas, mantener las placas en forma vertical. Permitir que la
mezcla fluya al dar unos pequefios golpes con los dedos a las placas, cuando la
mezcla comience a salir por el otro extremo, colocar las placas en posicién
horizontal. Por tltimo colocar el peine para formar el pozo de aplicacion de las

muestras; y permitir la polimerizacion del gel durante una hora.

Precorrimiento.

1. Una vez polimerizado el gel, limpiar perfectamente los residuos de
poliacrilamida de las partes exteriores de las placas, con agua destilada e
isopropanol; cualquier resto de poliacrifamida en las placas; es detectado por el
laser y distorsiona el corrimiento.

2. El espacio donde ird el peine no debera tener residuos de poliacrilamida y el agua
debera correr facilmente, si es necesario remover los residuos con ayuda de una
pequefia hoja de rasurar.

3. Se secan los sujetadores, para evitar problemas con el equipo; se acomodan
dentro del sistema LI-COR, las placas con los sujetadores y el reservorio
superior, después ¢l reservorio infedor y las tapas. Se utiliza para correr TBE 1X
en ambos reservorios. Se conecta el cable interior se cierra el equipo y se

programa en el sistema de computo el precorrimiento a 200V por 15 minutos.



Corrimiento de productos amplificados en Sistema LI-COR.

1. Mientras ocurre el precorrimiento se aitaden 20 pl de la mezcla de paro para PCR
al producto amplificado. Solucién de paro para PCR.

0.225 g de Azul de Bromofenot

0.225 g de Xylen Cianol en 45 mi de Formamida.

250.0 1l 2M de NaOH

2. Colocar en el termociclador y desnaturalizar a 93°C por 3 minutos.

3. Una vez terminado el precorrimiento det gel. Cargar en cada uno de los pozos 0.4
ul del producto amplificado, asi como 0.2 pl de un marcador de referencia  (L1-
COR's IRDye 800 PerkinElmer Lifesciences®).

4. Correr a 200 V por 90 minutos.

C) Analisis y Registro de los Productos Amplificados.

Para el anélisis de los microsatélites se utilizé el sistema LI-COR el cual es un
equipo con deteccion de fluorescencia infrarroja de alta sensibilidad; que contiene un

compartimento para colocar la camara de electroforesis con el gel de poliacrilamida.

Una vez terminado el corrimiento electroforético las bandas en el gel se detectaron
por un ldser integrado en el compartimiento del sistema LI-COR, produciendo
sefiales que se traducen en una imagen con el programa de cémputo, imagen que

representa el patron de bandas de los productos de PCR

Para el andlisis de los patrones de bandeo de los productos amplificados por PCR se
utilizé el programa de computo SAGA ©7, compatible con el sistema LI-COR. El
programa permitié capturar imagenes digitales de mapas de bits, mismos que fueron
enviados por medios electrénicos a una computadora y analizados por el programa
de computo. Ademids para definir los alelos de cada loci SSR's, asi como su tamaito
en pb, se utilizé dentro del gel un marcador molecular de referencia con marcaje
fluorescente, que el sistema de LI-COR toma como referencia para determinar

tamaiio en pb de los productos amplificados.



RESULTADOS

1. Amplificacién de microsatélites nucleares

Todos los cebadores fueron ttiles en la identificacion de microsatélites nucleates en
las muestras de P. chiapensis y en el complejo P. ayacahuite - P. strobiformis - P.
Aexilis. En las Figuras 5 y 6 se muestran fragmentos de los geles de pohiacrilamida

con algunos de los alelos para cada Jocus SSR.
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Figura 5. Fragmentos de los geles que muestran los alelos SSR identificados en los
loci A) RPS12, B) RPS2, C) RPS25b ¥ M (marcador de referencia).
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'Figura 6. Fragmentos de los geles que muestran los alelos SSR detectados en los
locus A)RPS50, B)RPS60, C)RPS39 y M (marcador de referencia).

21



2. Determinacion de los genotipos para cada locus SSR

Los genotipos observados para los seis marcadores SSR en las muestras
estudiadas se muestran en el ANEXO 3.
Al

3. Relacién de muestras amplificadas/muestras trabajadas.

En el Cuadro III se detalla el mimero de muestras que amplificaron en relacion al
nimero de muestras trabajadas para cada {ocus por taxa. Lo anterior nos proporciona
la eficiencia del proceso de amplificacion con los cebadores especificos para cada
uno de los loci analizados. Se observa una mayor eficiencia para los loci RPS2 y
RPS12 con porcentajes de muestras amplificadas de 70.4 y 82.2 respectivamente.
Aproximadamente la mitad de las muestras trabajadas mostré amplificacion positiva
para los loct RPS25b, RPS50 y RPS39. Mientras que para el locus RPS60 se observo

una eficiencia muy baja ya que solamente el 9 % de las muestras amplificaron.

Cuadro III. Relacién de muestras amplificadas/muestras trabajadas y porcentaje de
éxito en amplificacion en Pinus ayacahuite (PAE), P. ayacahuite var. veitchii
(PAV), P. strobiformis (PS), P. chiapensis (PCH) y P. flexilis (PF).

Locus PAE PAV PS PF PCH %

RPS2 14/18 3/6 5/5 2/4 7111 704
RPS12 22/28 2/8 4/5 ) 2/4 2121 82.2
RPS25b 12/18 1/4 4/5 1/4 411 523
RPSS50 8/18 3/5 5/5 2/4 710 59.5
RPS60 118 0/6 0/5 0/4 3/11 9

RPS39 7/18 0/6 4/5 0/4 11/11 50

4. Alelos SSR’s identificados

A pesar de que la mayoria de los alelos SSR's identificados en cada locus se
encuentran dentro de los tamafios descritos o esperados de acuerdo al nimero de
repeticiones (Rajora et al. 2000 y Echt et al. 1996), es decir alelos con diferencias de
2 pares de bases (pb), también se observan algunos alelos con diferencias de 1 pb por
lo que se consideran “alelos raros” ( alelos subrayados en cada uno de los siguientes

cuadros).
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En el Cuadro IV se detallan los resultados observados para el locus RPS2. En un
total de 62 genomas haploides (cromosomas) analizados se obtienen 13 alelos con
tamaiios de 142 a 169 pb. Se observa variacién en el nimero y la frecuencia de los
alelos en cada uno de los taxa, Pinus ayacahuite tipico presenta el mayor nimero de
alelos; sin embargo, mas de la mitad de los cromosomas amplificados portan el alelo
149 0 150. Asi mismo, €l alelo 149 es el mas frecuente en la variedad veitchii de P.
ayacahuite. En el caso de P. strobiformis el alelo 151 es el mas observado, mientras
que P. flexilis presenta una alta frecuencia del alelo 150. En la mayoria de los
genomas de P. chiapensis amplifica el alelo 147. Se observa que 5 de los alelos
(148, 149, 150, 151, 157) son compartidos por dos o0 mds taxa y el resto son alelos

especificos de un solo taxa.

Cuadro IV. Alelos en pares de bases identificados para el locus RPS2.

PAE PAV PS PF PCH

Alelos N N N N N

142 1
145 1

147 10
148
149
150
151 :
153 2
155 1
157 1 1

160 2

165 1

169 ]

N 00O
(¥S)

No. .
Alelos 13 7 3 4 2 4

Crs 62 28 6_ 10 4 14

N=Nimero de veces observado.

Crs= Cromosomas analizados.
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El locus RPS12 (Cuadro V) es el mas diverso con 22 alelos en total en un rango de
147 a 198 pb. Pinus ayacahuite tipico presenta el mayor nimero de alelos (12);
seguido de Pinus chiapensis (11). Sin embargo, puede observarse que en el primer
taxa el alelo raro 184 es el mas frecuente (18 cromosomas), mientras que el segundo
taxa 3 alelos 147, 163 y 167 son los mas frecuentes, con 13, 6 y 7 cromosomas
respectivamente. En cuanto a los alelos especificos, ocho de once alelos encontrados
para P. chiapensis son tinicos para el taxa, seguido de P. ayacahuite tipico solo con
cinco alelos tinicos. Pinus flexilis resultdé monomorfico para el alelo especifico 173.

Pinus strobiformis cuatro de cinco alelos son compartidos con P. ayacahuite tipico.

Cuadro V. Alelos en pares de bases para el locus RPS12.

PAE PAV PS PF PCH

Alelos N N N N N

147
151
153
155
157 1
163
165 2
167 7
171 i
173 4
175
177
181
183
184
186
187
188
189 _ 4
192
193
194
195
198

—
A¥S)

OV - Ly,

W= NN
p—
—_

W BN

No.
Alelos 22 12 3 5 1 11

Crs 102 44 4 8 4 42
N=Numero de veces observado.
Crs= Cromosomas analizados.
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En cuarenta y nueve genomas haploides estudiados, se encuentran 10 alelos para el

locus RPS50 con tamafios de 150 a 182 pb y solo dos alelos exclusivos 176 y 178 pb

para P. ayacahuite veitchii y P. chiapensis respectivamente (Cuadro VI). El alelo 160

es el mas frecuente para P. ayacahuite tipico (8 cromosomas). Mientras que un alelo

(168) esta presente en todos los taxa con excepcion de P. flexilis. Se destaca la

ausencia de alelos raros en este marcador.

Cuadro VI. Alelos en pares de bases identificados para el locus RPS50

PAE PAV PS PF PCH
Alelos N N N N N
150 1 1
156 1
160 8
162 4
166 1 2 )
168 3 1 l t
170 2 2
176 1
178 2
182 1 4
No.
Alelos 10 4 5 2 2 7
Crs 49 16 6 2 3 22

N=Nimero de veces observado.

Crs= Cromosomas analizados.
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En el locus RPS39 (Cuadro VII) se observan diez alelos con tamafios de 145 a 172
pb en 44 cromosomas analizados. Para este locus se observan nueve alelos
especificos. Seis de un total de siete alelos en P. ayacahuite tipico y tres de tres en P.
strobiformis. E} alelo 170 es el mas frecuente ya que se presenta en 26 cromosomas
en total, P. chiapensis es monomoérfico para este alelo. Pinus ayacahuite tipico
resultd con la mayor diversidad de alelos (7) para éste locus. En taxas como P.
ayacahuite var. veitchii y P. flexilis no se logré la amplificacién en las muestras

trabajadas.

Cuadro VIL Alelos en pares de bases identificados para el locus RPS39,

PAE PS PCH
Alelos N N N
145 1
152 2
157 4
161 2
163 2
167 2
168 2
170 4 22
1711 2
172 1
No.
Alelos 10 7 3 1
Crs 44 14 8 22

N=Numero de veces abservado.

Crs= Cromosomas analizados.

En el Cuadro VIII se describe el marcador RPS25b, se encéntraron nueve alelos con
tamafios que van de 101 a 168 pb en un total de 56 cromosomas. El taxa con mayor
nimero de alelos, es P. ayacahuite tipico, de los cuales el 126 y 124 son los mas
frecuentes con 15 y 6 cromosomas respectivamente. El alelo raro 126 es el mas
frecuente (37 cromosomas), y esta presente en casi todos los taxa, excepto en P.

Sflexilis el cual es monomorfico para el alelo raro 144.
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Cuadro VIII. Alelos observados para el locus RPS25b.

PAE PAV PS PF PCH
Alelos N N N N N
101 i
102 1
113 1 1
117 1
124 6 2
126 15 7 8 4
144 2
160 1
168 1
No.
Alelos 9 5 3 3 1 2
Crs 56 24 10 10 2 10

N=Numero de veces observado.
Crs= Cromosomas analizados.

Solo fue posible lograr 1a amplificacion del Jocus RPS60 en ocho genomas haploides
para dos taxa; P. ayacahuite tipico y P. chiapensis, por lo que resultd el marcador
con menor eficiencia en amplificacion de los seis utilizados. Se encontraron alelos
con tamafios de 251 a 269 pb exclusivos para ambas especies; cuatro alelos para P.

chiapensis y solo uno para P. ayacahuite tipico (Cuadro IX).

Cuadro IX. Alelos en pares de bases identificados para el locus RPS60.

PAE PCH

Alelos N N

251 1
259 2
265 2

267 2

269 i

No. Alelos 5 1 4
Crs 8 2 6

N=Ntmero de veces observado.
Crs= Cromosomas analizados.



DISCUSION
1. Obtencién e identificacion de microsatélites.

La principal desventaja del uso de microsatélites nucleares es la necesidad de
aislarlos de novo en la mayoria de la especies que se analizan por primera vez. No
obstante, en algunas especies se ha descrito la presencia de regiones flanqueantes
altamente conservadas (Zane ef al. 2002). En un trabajo previo en el que se
trabajaron siete microsatélites con repeticiones de tripletes, desarrollados de Pinus’
taeda (subgénero Pinus) fue posible lograr 1a amplificacion en otros seis pinos duros
(P. palustris, P. echinata, P. radiata, P. patula, P. halepensis y P. kesiya) y en P.
strobus (Kutil y Willams 2001).

No existen trabajos previos de identificacion de microsatélites nucleares en P.
chiapensis y en el complejo P. ayacahuite - P. strobiformis - P. flexilis. En este
trabajo se seleccionaron cuatro tipos de microsatélites perfectos (RPS2, RPS12,
RPS50, RPS39) y dos compuestos (RPS25b Y RPS 60). Los cebadores utilizados en
este trabajo para la identificacién de microsatélites nucleares fueron desarrollados en
P. strobus (Rajora et al. 2000; Echt e al. 1996) una especie con la que se comparte
género, subgénero, seccion y subseccion. Kutil & Williams (2001) concluyeron que
las repeticiones perfectas son mejores candidatos para llevar a acabo amplificacion
transespecifica que los microsatélites compuestos. Al igual que estos autores se
encontrd una mejor eficiencia tanto en la amplificacién como en la cantidad de alelos
amplificados, al trabajar con cebadores para microsatélites perfectos con porcentajes
de muestras amplificadas del 50 al 82 %. En cambio para los microsatélites

compuestos se observamos porcentajes de 52% y 9 % respectivamente (Cuadro I1T).

En general las condiciones de la reaccion y del programa de PCR reportadas por
Rajora et al. (2000) fueron las adecuadas para amplificar la mayoria de los
microsatélites. Se esperaria una mejoria en la amplificacién al optimizar las
condiciones de PCR; en particular, las temperaturas de alineacion para cada par de
cebadores, ya que la temperatura de alineacion estd determinada por el tipo y miimero
de bases nitrogenadas que los constituyen. En cuanto a la deteccién de los alelos LI-
COR, es un sistema costoso, por lo que es recomendable implementar sistemas de

deteccion con geles de poliacrilamida y tincion de plata, para generar datos de
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manera mas accesible en el laboratorio de genética con el fin de apoyar el estudio de

la diversidad genética de los pinos blancos mexicanos.
2. Los microsatélites, sus repeticiones y los modelos de mutacién.

Todos los loci SSR’s fueron polimoérficos. Se observd un promedio de 11.5 alelos por
locus; similar a lo descrito por Echt e al. (1996) y Rajora et al. (2000) 7 y 12.8
respectivamente. La abundancia, facilidad de la determinacion del genotipo y la gran
diversidad alélica de los cuatro loci RPS2, RPS 12, RPS25b y RPS50 los hace

marcadores utiles para los estudios de genética de poblaciones y el mapeo génico.

La mayor cantidad de alelos encontrados, fue en el Jocus RPS12 con 22 alelos, a
diferencia del locus RPS60 en el cual solo se logré amplificacion de 5 alelos. Cabe
destacar que el locus RPS50 es el unico que no presento alelos raros. En el locus
RPS25b (Cuadro VIII) se encontrd el alelo (126) con mayor frecuencia en el estudio
(30 cromosomas) y presente en P. chiapensis, P. strobiformis y P. ayacahuite tipico,
1o que nos podria hablar de secuencias altamente conservadas. El taxa con una mayor
diversidad alélica es P. ayacahuite tipico (36), seguido de P. chiapensis (29), P.
strobiformis (17), P. ayacahuite var. veitchii y finalmente P. flexilis (6). En cuanto al
numero de homocigotos y heterocigotos, la especie con un mayor niimero de alelos
heterocigotos es P. chiapensis y la especie con menor nimero de heterocigotos es P.
Sflexilis (ANEXQ1). Es importante sefialar que existe una relacién ente el nimero de

muestras trabajadas con la riqueza alélica de cada taxa.

En el caso del locus RPS12 (CuadroV) cuatro de veintidds alelos los comparten P.
ayacahuite y P. strobiformis, los cuales forman parte del complejo y nueve de
veintidos alelos son exclusivos para P. chiapensis. Al igual ocurre en’ el locus
RPS50 (Cuadro VI), donde tres de nueve alelos los comparten P. ayacahuite y P.
strobiformis, y cuatro de nueve alelos son exclusivos para P. chiapensis y solo un
alelo se comparte entre estas tres especies; los alelos que se presentan s6lo en una

especie podrian manejarse como marcadores especificos para esa especie.

En el Cuadro VII, podemos observar que ¢l locus RPS39 amplificd un alelo (170)

exclusivo para P. chiapensis presente en todas las muestras amplificadas de esta
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especie. Con respecto al locus RPS60 un microsatélite compuesto; amplificé cuatro
alelos especificos para P. chiapensis, un alelo (267) para P. ayacahuite y no se logré
amplificacién en P. strobiformis. En el caso de P. ayacahuite var. veitchii y P. flexilis
ninguno de los Jocus amplificados lo comparten entre estas especies. En general se
observaron un mayor nimero de alelos compartidos por P. ayacachuite y P.
strobiformis especificamente en los loci RPS12, RPS 2, RPS50 Y RPS25b.

Finalmente el presente trabajo demuestra que algunos cebadores desarrollados en P.
strobus pueden ser utilizados en otras especies de pinos blancos, confirmando lo
descrito por Echt ef al. (1996), sobre la amplificacién de marcadores microsatélites

entre especies del mismo subgénero.
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CONCLUSIONES

Los cebadores desarrollados en Pinus strobus, fueron suficientemente afines para
lograr una amplificacién de seis loci; cuatro de ellos simples (RPS2, RPS12,
RPS50, RPS39) y dos compuestos (RPS25 y RPS 60), en P. chiapensis y en las

especies del complejo P. ayacahuite - P. strobiformis - P. flexilis

Las condiciones de PCR descritas por Rajora et al. (2000) y Echt er al. (1996)
resultaron ser adecuadas para lograr la amplificacién de los microsatélites en
muestras de P. chiapensis y en las especies del complejo P. ayacahuite - P.

strobiformis - P. flexilis.

El sistema LI-COR, resulto ser el adecuado para la separacion de los productos
amplificados y por tanto para la identificacién de los alelos, y la determinacién

de genotipos individuales.

En el presente trabajo se identificaron 69 alelos en los seis loci. Se obtuvieron
diferentes polimorfismos, en cada uno de los locus SSR’s y cada una de las
especies. Con los alelos encontrados se logré establecer un listado 6 escalera de

genotipos.

Y finalmente el éxito de amplificacién de los microsatélites perfectos (RPS2,
RPS12, RPS50, RPS39) fue mayor que de los microsatélites compuestos (RPS25
y RPS 60).




PERSPECTIVAS

Es deseable que trabajos como éste, se complementen con datos de secuenciacidn de
los microsatélites y sus regiones flanqueantes. La secuenciacion de los productos
amplificados, permitiria conocer las posibles mutaciones que nos llevan a encontrar
alelos raros, alelos nulos, asi como las variaciones en los tamafios de los
microsatélites y sus regiones flanqueantes. Ademas, la secuenciacion de fragmentos
del genoma de especies de pinos blancos crearia informacion para el desarrollo de
cebadores especificos para las especies en cuestion. Este banco de datos podria
proporcionar informacién para la identificacion de semillas en bancos de

germoplasma.

Asi, futuros trabajos, en particular un estudio poblacional, nos podria arrojar
resultados para conocer las condiciones de diversidad genética; herramienta
necesaria para crear un programa de manejo y conservacion de las especies de pinos
blancos en México. Ademas, contar con estos datos permitiria llevar a cabo un
analisis filogenético de las especies de pinos blancos encontrados en México y
contribuir con la definicién del estrato taxondmico del complejo Pinus ayacahuite -

Pinus strobiformis - Pinus flexilis.
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ANEXO 1

Extracion de DNA a partir de
aciculas Palomera (2002)

1. Moler 1 gr de tejido (aciculas)

con nitrogeno liquido, en un
mortero (previamente enfriado a
-20°C), hasta obtener un polvo
fino. Transferir la muestra con
una espatula a un tubo nalgene
de 50 m! con 8 ml de buffer
CTAB 2X (previamente

calentado a 65°C)

Buffer CTAB 2X (pH 8) 100ml
CTAB 2% 2
Tris 100 mM 1.21g
NaCl 14 M 8.18g
EDTA 20 mM 0.744g
PVPIO 1% 1g

2. Incubar en bafio maria a 65°C

por 60 minutos. Después de
. incubar  dejar  enfriar por
aproximadamente 10 minutos.

3. Agregar 7.5 ml de solucién

cloroformo-alcohol  isoamilico
(24-1), mezclar suavemente 2 o
3 veces y permitir que el gas
escape.

4. Centrifugar a 4,000 rpm por 20

minutos

5. Transferir la fase acuosa (aprox.

6 ml), con ayuda de una
micropipeta de 1000 pl, a un
tubo de 50 m! limpio.

6. Afadir un volumen similar al

recuperado de isopropanol frio
(aproximadamente 6 ml) y
mezclar  suavemente  hasta
precipitar el DNA. Mantener a
-20° C por 30 minutos.

7. Transferir el DNA precipitado a

un tubo de 50 ml limpio, en caso

de no obtener precipitado
(hebra) centrifugar dos minutos
a 2,500 rpm para formar una
pastilla.

8. Afadir 10 ml de buffer de

lavado al precipitado o pastilla y
mezclar por inversion para
resuspender el DNA.

9. Mantener por 20 minutos. en
el  buffer de lavado (mezclar
por inversién) y  recuperar la
hebra de DNA o centrifugar a
baja velocidad { 2,500 rpm por 2
minutos). En caso de tener hebra
eliminar con la ayuda de Ila
micropipeta el buffer de lavado.

Buffer de lavado 100m!
Etanol 76% 76ml

Acetato de amonio 10 mM 0.07g

10. Decantar y secar la pastilla con
aire por un tiempo corto. Diluir
el ADN en 1 ml de buffer TE

Buffer (TE) 100m!}
Trisma 10 mM 0.121g
EDTA 1mM 0.018g

11. Agregar 5 ul de RNAsa e
incubar por 30 minutos a 37°C.

RNAsa 2 pg/ul
RNasa 2 pg/ul
Agua destilada 140 pl

12. Agregar 2 ml de agua destilada y
1.5 ml acetato de amonio 7.5 M.
Mezclar suavemente.

Acetato de amonio (PM77.08g) 75M
13. Inmediatamente afiadir 10 ml de

etanol frio, mezclar suavemente
hasta que el DNA precipite.
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14. Recuperar la hebra de ADN o
centrifugar a 2,500 rpm por 2
min para formar la pastilla.

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

16. Decantar, secar con aire Yy

resuspender en 200 - 700 pl de
Buffer TE.

B) Micro-método de Extraccion de

DNA para Megagametofitos y
Embriones (Palomera 2002)

1a. Triturar el megagametofito en un
tubo Eppendorf de 2.0 ml con 200
pl de buffer de extraccion CTAB
2X. Afiadir 800 pl de buffer CTAB
2X 'y mezclar por inversion
suavemente hasta homogenizar.

1b.Triturar el embrion en un tubo de
2.0 ml con 500 pl de buffer de
extraccion, mezclar por inversion
snavemente hasta homogenizar el
tejido.

2. Incubar a 65°C por 60 minutos.

3. Después de la incubacion sacar
los tubos y permitir que se
enfrien a temperatura ambiente
de 5 -7 minutos.

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

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

5. Centrifugar por 20 minutos a
4000 rpm.

6. Recuperar el sobrenadante que
contienen €l DNA vy transferirlo
con la pipeta de 1000 pl a otro
tubo Eppendorf. =~ 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 Eppendorf de 1.5 ml con
la pipeta de 1000 pl
Centrifugar por | o 2 minutos a
2500 rpm.

9. Anadir 1 ml de buffer de lavado
e invertir suavemente. Mantener
durante 20 minutos y eliminar el
buffer 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 buffer
TE y disolver la hebra o pastilla
de DNA.

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

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

13. Recuperar la hebra de DNA o
centrifugar a 4500 por 5 minutos
para formar pastilla.

14. Lavar con 1 ml de etanol 70%, y

centrifugar a 2,500 rpm por 2
minutos.
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15. Decantar el etanol con la pipeta
y afiadir 200- 400 ul de buffer
TE. Disolver durante 2 hrs a
37°C o toda la noche a
temperatura ambiente.

16. Almacenar el DNA gendmico
obtenido, en congelacién a
-20°C hasta su uso.

37



ANEXO 2

Anilisis cuantitative y cualitativo del ADN por espectrofotometria. (Sambrook
1989).

Para conocer la concentracién de DNA en ng/ul las muestras se diluyeron 1:100 en agua
destilada y se determiné la DO (Densidad Optica) a 260 nm (Espectrofotémetro
JENWAY 6405 UV/Vis). La cantidad del ADN en la muestra se obtiene aplicando la
formula: ’

{DNA ;1] = DO2eo x 100 (factor de dilucion) x 50 pg/ml (factor constante).

La pureza de las muestras de DNA es indicada automaticamente en las lecturas del
espectrofotometro con la relacion de absorbancia Ajsp:Azse. En general una preparacion
pura de DNA de doble hebra presenta una relacion de 1.8 0 2.0. Relaciones més altas se
deben frecuentemente a contaminacion de RNA, mientras que relaciones menores entre

1.4-1.7 pueden indicar la presencia de proteinas o impurezas (Sambrook et al. 1989).

Analisis Cuantitative y Cualitativo del ADN por Electroforesis en Geles de
Agarosa.

Las muestras se corieron en geles de agarosa al 0.8 % en buffer TBE 1X (TBE
10X:Tris 0.89 M, Acido bérico 0.89 M, EDTA 25M). El gel se colocd en el soporte de
la camara de electroforesis (equipo de electroforesis submarina BIO-RAD®) y se
aiiadié buffer de corrimiento TBE 1X hasta cubrir el gel. Se aplicaron las muestras 6 pl
de ADN gendmico y 4 pl de buffer de carga (azul de bromofenol 0.25%, Xilencianol
0.25 %, Glicerol 30 %) en los pozos. Se aplico ademds un marcador de DNA de alto
peso molecular (ADN del bacteridéfago lambda cortado con Hind III. GIBCO BRL®).
Las muestras corrieron hacia el polo positivo, aplicando un voltaje constante de 90
Volts por 90 minutos. EI gel se tifid sumergiéndolo en solucién de bromuro de etidio
(cc. final de 0.5 mg/ml) durante 15 minutos, se destifid en agua destilada
aproximadamente durante [ hora y se visualizd con un transiluminador de luz UV

(UVP), se fotografié con cdmara Polaroid ® (FOTODYNE).

38



ANEXO 3

Genotipos SSR’s observados en Pinus strobiformis

Locus SSR
Poblacién Muestra RPS2 RPS12 RPS25b RPS39 RPSS50 RPS60
El Potosi PS1b 151 1717175 101/126 NA 164
Cananea PS7a 151/157 175/183 126 152 160 /166
PS17 151/169 184 126 157 160/168
Bocoyna PS37 151 NA 126 157 160
PS39 153 181 102/126 167 160

Genotipos SSR’s observados en P. ayacahuite.

Locus SSR
Poblacién Muestra RPS2 RPS12 RPS25h RPS39 RPS50 RPS60
Cuale PAE1b 148 192 160/168 NA  160/168
PAE 23b 148 187 124 NA 160
PAE 24 NT 181/184 NT NT NT
Las Palmas PAE 7a NA 198 124 163 162
Omitlan PAE 9a 160 194 126 171 150/160
Palo Hueco PAE 16 NA 183 126 161 160
PAE 18b 149 194 126 168 162
Et Copal PAE 19 149 183 NA NA 160
Xico PAE 37 NT 181/186 NT NT NT
PAE 39b 145/148 193 124 NA 168
Palenque PAE 47 NT 175/184 NT NT NT
PAE 48 NT 175/184 NT NT NT
PAE 50 150 NA NA NA NA
PAE 52 151 NA NA 170 NA
PAE 126 149 184 NA 170 NA
PAE 127 149 187/198 126 NA NA
PAE 131 149/165 NA NA NA NA
PAE132 NT 184 NT NT NT
PAE 133a NA 184 NA NA NA
PAE 134 NA 184 126 145/172 NA
PAE135 150 184 117/126 NA NA
PAE136 150 184 126 NA NA
PAE137 NT 1771184 NT NT NT
PAE138 NT 184 NT NT NT
PAE 139 150 NA 126 NA NA
PAE140 NT 177 NT NT NT
NA No Amplifico

NT No Trabajada

NA

NA
NA

NA
NA

NA
NA
NT
NA
NA

NA
NA

NA

NT
NA

NT

NT

NA
NA
NA
NA
NA
NT
NA
NA
267
NA
NT
NT
NA
NT
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ANEXO -3

Genotipos SSR's observados en Pinus chiapensis.

Especie
Poblacion

Tlapacoyan

Hueytamalco

Bochil

Genotipos SSR’s observados de semillas P. flexilis y P. ayacahuite var. veitchii

P. flexilis

P. ayacahuite
var. veitchii

NA
NT

Muestra RPS2

Pch1b
Pch2e
Pch3c
Pch4d

Pchéb
Pch8

Pch9a
Pch9c

Pch10 148/157

Pch11b
Pch12
Pch13
Pch14
Pch15
Pcht7
Pch21
Pch22
Pch23
Pch25
Pch28
Pch32

NA
NA
151
NA

NA
NT
NT
147

147
147
147
147
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT

Muestra RPS 2

3e NA
3m NA
5m 150/155
5e 150
im NA
1e 149
8m 142/148
8e NA
9m NA
9e 149
No Amplifico

No Trabajada

RPS 12 RPS 25b RPS 39

167
167
163/189
189/198

167
167/195
147/188
147/189

153/157
147/189
147
147/1565
153
147
153
151/163
147/163
163
151/163
147
147

Locus SSR
RPS12 RPS25b RPS39 RPS50 RPS60

NA
NA
173
173

NA
165/165
NA
1571177
NA
NA

Locus SSR

NA
NA
NA
NA

NA
NT
NT
NA

126
126
NA
113/126
126
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT

144
NA
NA
NA

126
NA
113/126
126
126
124

170
170
170
170

170
NT
NT
170

170
170
170
170
170
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT

NA
NA
NA
NA

NA
NA
NA
NA
NA
NA

RPS50 RPS60

178
NA
178/182
NA

NA

NT

NT
168/182

156/182
156/182
NA
156/170
170
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT

156/182
NA
166
NA

NA
176 /182
NA
150/168
NA
170

NA
NA
259
NA

NA
NT
NT

2651265

251/269

NA
NA
NA
NA
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT

NA
NA
NA
NA

NA
NA
. NA
NA
NA
NA
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"El amor es una secuencia de copia unica en el genoma de cada individuo,
y depende de cada uno de nosotros someterla a una replicacion"

RENO.-



