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Resumen
Las poblaciones cuentan con diversidad genética que permiten a los individuos

resistir y tener habilidad para sobrevivir y perpetuar la especie en distintas
circunstancias. Por ello, este trabajo se enfocd en el estudio genético de Pinus
oocarpa, la especie mas importante del ramo forestal del estado de Michoacan
debido a su importancia econémica para la produccion de resina. La finalidad de
estandarizar un protocolo de extraccién de DNA para Pinus oocarpa no hay los
estudios basados en la utilizacién de técnicas modernas para poder evaluar la

diversidad genética y proponer un manejo forestal de dicha especie.

Se utilizaron técnicas de espectrofotometria, electroforesis en geles de agarosa y
marcadores moleculares para identificar el rendimiento, peso y pureza del ADN de
P. oocarpa. Se logro extraer concentraciones de DNA de 258 a 811.6 ng pl™' . Esto
supero el objetivo que consistia de extraer al menos 100 ng ul”, con un rango de
la relacion de absorbancia 280/260 de entre 1.86 y 1.92 lo que indica que hay una

buena calidad y pureza de DNA.

Para evaluar la existencia de micro satélites en esta especie, se probaron 3 pares
de oligonucledtidos propuestos por Steinitz et al 2011 y Guevara et al., 2005, de
los cuales solamente el par ITPH4516 R y ITPH4516 _F amplificdé para Pinus
oocarpa, esto se comprobé por medio de PCR vy electroforesis en geles de

agarosa al 3%.

Entre las perspectivas de este trabajo se encuentra el uso del protocolo de
extraccion de DNA establecido para probar distintos oligonucledtidos que
amplifiquen microsatélites en esta especie y aplicarlo para un analisis diversidad

genética



Introduccién
Pinus oocarpa es una de las especies mas comunes de pino en el mundo,

representa a uno de los linajes mas antiguos de un grupo de pinos conocidos
como de estrébilo cerrado, es utilizado para la obtencion de lefia, madera para
construccion, resina y productos como la trementina y aguarras, la magnitud de su
distribucion geografica y lugares en donde se desarrolla, permite tener un buen
estado de conservacion de sus poblaciones en las diferentes locaciones
(Hernandez, 2004).

La demanda de resina de pino en México como materia prima para diferentes
productos ha crecido en los ultimos afos, y rebasa las posibilidades de abasto que
ofrecen los principales estados productores, entre los que destacan Michoacan,
Jalisco, México y Oaxaca (SEMARNAT, 2009).

La resina de pino se considera como un producto forestal no maderable (PFNM),
las especies de mayor produccidén resinera en Meéxico son: Pinus oocarpa, P.
leiophylla, P. lawsonii (SEMARNAT, 2009). Estas materias primas son llevadas a
diferentes estados e incluso a otros paises para transformarlas quimicamente y

convertirlas en innumerables productos de mayor valor agregado (Munro, 2007).

Mantener la diversidad genética es de suma importancia porque es la materia
prima para la evolucidon. Entre mayor diversidad genética presenta una especie en
particular, tendra mayores posibilidades de resistir a cambios climaticos, estrés
hidrico, sequias, plagas o enfermedades habilitando sus procesos evolutivos. A su
vez, se relaciona con la capacidad adaptativa que constituye una condicidn
obligatoria para la restauracion, conservacion y dinamica evolutiva (CONABIO,
20006).

Para evaluar la diversidad genética en el DNA, existen diversas técnicas que

consisten en la identificacion y analisis de marcadores moleculares, estos pueden



detectar polimorfismos dentro del DNA nuclear, de cloroplasto o mitocondrial.
Dentro de los mas utilizados se encuentran los microsatélites (Sunnucks, 2000 y
2001).

La ventaja de utilizar los microsatélites es que tienen una gran variabilidad, asi
como la capacidad de hacer en forma semiautomatica su analisis y clasificacion
(Echt et al. 1996), optimizando la identificacion de poblaciones y dar seguimiento

al flujo de polen o la dispersion de la semilla (Slatkin, 1995).

Marco Teédrico

Descripcion botanica de la especie Pinus Oocarpa
Pinus oocarpa es nativo de México y Centroamérica. Se distribuye desde los 28°

N al noreste de México en Sonora, Chihuahua, Sinaloa, Zacatecas, Durango,
Nayarit, Jalisco, Michoacan, hasta el sureste en Guerrero, Oaxaca, Chiapas y en
el centro de la Republica en México, Morelos, Puebla, Hidalgo y Tlaxcala (ITTO,
2019). Es un arbol que puede llegar a medir entre 30 y 35 m de altura. El fuste
alcanza entre 40 y 70 cm de diametro a la altura del pecho. La copa es amplia, se
reduce y se vuelve conica a medida que posee competencia, las ramas se

insertan en el tronco en angulo de 45° (Veliz et al., 2007).

Alcanza su mejor desarrollo de 600 a 1800 msnm. Se encuentra en ambientes con
temperaturas de 13 a 23°C y precipitaciones de 650-2000 mm, con una época de
seca de 5-6 meses. La maduracion de los conos ocurre 26 meses después de la
polinizacion (ITTO, 2019).

La corteza de los arboles maduros es gruesa y de color grisaceo a café, existen 5
hojas o agujas por fasciculo, se caracterizan por ser gruesas en comparacion a
otras especies del género Pinus. Los estrobilos, se diferencian de las demas
especies por tener forma de una manzana achatada cuando estan abiertos, de
escamas duras, se abren unicamente en el apice; de tamafo variable, entre 5 a 8

cm de largo y 4 a 7.5 cm de ancho. Es caracteristico de la especie encontrar



estrobilos de dos o tres afios anteriores aun sujetos a las ramas (Veliz et al.,
2007).

Importancia econémica

El volumen de la produccién forestal en México se subdivide en dos grandes
categorias: maderable y no maderable; el primero esta constituido por materiales
lefiosos. El segundo estd compuesto por: semillas, resinas, fibras, gomas, ceras,

rizomas, hojas, pencas, tallos, tierra de monte (SEMARNAT, 2006).

La produccion de resina de pino en México se concentra principalmente en cuatro
estados: Michoacan, Jalisco, Oaxaca y Estado de México. El estado de
Michoacan aporta el 90% de la produccion de resina en el pais y Pinus
oocarpa Schiede ex Schitdl, es una de sus especies mas importantes por la alta
produccion y calidad (SEMARNAT, 2013).

La resina de pino se obtiene de la exudacién de donde se obtiene la trementina,
aguarras y la brea o colofonia, son productos utilizados en la industria de pinturas
y perfumeria, principalmente. Sus derivados son brea y aguarras; posteriormente
mediante procesos de industrializacion, se obtienen principalmente ceras,
pinturas, gomas, jabones, adhesivos y productos farmacéuticos; barnices, tintas,
breas modificadas para la fabricacion de llantas (Cunningham, 2009).

Diversidad genética

La diversidad genética es la variacion hereditaria dentro y entre poblaciones de
determinada especie o grupo de especies (Brack, 2000). A grandes rasgos, entre
mayor diversidad genética presenta una especie en particular, tendra mayores
posibilidades de sobrevivir a diversos factores como cambios en el ambiente,
perdida de vigor, fecundidad, viabilidad, plagas y enfermedades adaptandose

continuamente a los cambios en su ambiente (FAO, 2007).

Las especies forestales han evolucionado bajo diferentes periodos de cambio, su

variabilidad genética proporciona la capacidad de adaptarse a nuevas condiciones



climaticas. Los arboles tienen diferentes mecanismos para la propagacién natural

de las semillas, lo que les permite poblar lugares distantes (Boshier, 2011).

La diversidad genética puede actuar a nivel cromosomico, donde se dan
paulatinamente recombinaciones o mutaciones que pueden dar 0 no mejores
caracteristicas adaptativas a las siguientes generaciones (Brack, 2000) o bien
dentro las secuencias de ADN. Dentro de una poblacion, las diferencias genéticas
a nivel individual pueden incrementar las probabilidades de sobrevivencia y
reproduccion enfrentando la aparicion de plagas, enfermedades, condiciones
adversas de sueloy clima. De manera conjunta disminuyen potencialmente los
efectos deletéreos del apareamiento de individuos genéticamente relacionados,
evitando asi la depresidon endogamica (CONAFOR, 2007).

Marcadores moleculares
Un marcador genético o marcador molecular es un segmento de ADN situado en

un lugar especifico del genoma (locus) y cuya herencia genética se puede
rastrear. Puede ser un gen o cualquier otra porcidon de genoma con o sin funcién
conocida (Valadez et al., 2000).

Se usan para marcar el comportamiento de un gen o la herencia de una
caracteristica particular, ademas pueden utilizarse para el mapeo genético, para

encontrar la posicion e identidad de un gen desconocido (Valadez et al., 2000).

Existe un conjunto de técnicas que utilizan marcadores de DNA para evaluar la
diversidad genética, los mas utilizados son los microsatélites. Estos marcadores

se usan para detectar polimorfismos del ADN nuclear (Sunnucks, 2001).

Los diferentes tipos de marcadores se distinguen por su capacidad de detectar
polimorfismos en locus unicos o multiples y son de tipo dominante o co-dominante
(Simpson, 1997).

Existen dos clases de marcadores genéticos: los morfolégicos y los moleculares

(Tanksley, 1983). La caracterizacion e identificaciéon tradicional de variedades se



ha basado en el empleo de caracteres morfolégicos y/o agrondmicos (Rallo et al.,
2002).

Los primeros se usan para estimar la variacion morfolégica que se presenta en
una poblacién. Existen algunas limitaciones que se basan en las caracteristicas
morfolégicas o expresadas en el individuo (fenotipo), las cuales son influidas por el
ambiente en que se desarrollan, ademas sélo se pueden identificar y medir en

individuos completos o adultos (Solis y Andrade, 2005).

Para los marcadores moleculares los individuos pueden evaluarse desde sus
primeros estadios de desarrollo, y se pueden aplicar usando a todo el individuo o
solo parte de él. Existen dos tipos de marcadores moleculares: los marcadores

bioquimicos y los marcadores de ADN (Solis y Andrade, 2005).

Los microsatélites, también llamados Simple Sequence Repeats (SSR) son
segmentos cortos de ADN de 1 a 6 pares de bases (pb), que se repiten en tdndem
y de forma aleatoria en el genoma de los seres vivos se caracterizan
principalmente por tener un elevado grado de polimorfismo, su herencia es
mendeliana simple, son codominantes (pudiéndose diferenciar los individuos
homocigotos de los heterocigotos), son faciles de medir y analizar, tienen una
confiabilidad del 100%, repetitivos y automatizables. Estos marcadores se
encuentran generalmente en regiones no codificantes del genoma vy distribuidos
uniformemente (Goldstein et al., 1999).

La deteccion del polimorfismo SSR se realiza mediante amplificacion por la
técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y la separacion de los
productos mediante electroforesis en geles de agarosa, poliacrilamida o geles de
secuenciacion. Las variaciones detectadas por los SSR son el resultado de

cambios en el numero de unidades repetidas (Lowe et al., 2004).

Objetivos
Generar un protocolo de extraccion de DNA para Pinus oocarpa para la posterior

amplificacion de microsatélites.



Objetivos especificos
v Extraer ADN de calidad a una concentracion minima de 100 ng ul™ y un

rango de la relacién de absorbancia 280/260 de entre 1.8 y 2.0.
v/ Obtencion de 3 parejas de oligonucledétidos que amplifiquen microsatélites

de Pinus oocarpa.

Método
Esta investigacion se realizdé en el laboratorio de germoplasma y biotecnologia

forestal del Centro de Investigacion Disciplinaria en Conservacién y Mejoramiento
de Ecosistemas Forestales (Cenid Comef) del Instituto Nacional de Investigacién
Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP). Para desarrollar este protocolo se
utilizaron dos especies de pino, el primero fue Pino ayacahuite Ehrenb. Ex Schltdl,
las muestras de aciculas para esta especie se recolectaron dentro de las
instalaciones del Instituto, esto con el fin de tener una referencia positiva donde
demuestra que el protocolo de extraccion de DNA por el método S de CTAB
descrito por Telfer es eficaz para el género Pinus. El segundo fue Pinus oocarpa,
las muestras de aciculas de esta especie fueron proporcionadas por
investigadores del Cenid Comef del INIFAP, estas se recolectaron de arboles del
estado de Michoacan. La extraccién de DNA se realiz6 por el método S con CTAB
descrito por Telfer y colaboradores (2013). Este método consta de distintas fases,
desde la desinfeccion de la muestra, homogeneizacion del tejido y lisis celular,
separacion de lipidos y proteinas, lavados, precipitacion del DNA, resuspension,
cuantificacion, electroforesis y almacenamiento. Se utilizé un buffer de extraccién
CTAB el cual contiene NaCl al 2%, EDTA 20 mM, 0.1M Tris-HCI, 1%,
polyvinylpyrrolidone, 0.2% B-mercaptoethanol y 0.5 mL de proteinasa K. La enzima
utiizada fue RNase A en una concentracion de 100 pg/mL, mas NaCl 5M, 1

volumen de cloroformo alcohol isoamilico e isopropanol (Telfer et al., 2013).

Una vez obtenido el DNA, se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa al 1%
para comprobar la concentracion del DNA y posteriormente pasar a la

amplificacion.



La amplificacién de los microsatélites fue a través de la técnica de PCR (utilizando
iniciadores que se alinean en las regiones especificas de la secuencia repetida,
por medio del kit Go Taq® Flexi DNA Polymerase (QlIAgen) en conjunto con los
oligonucledtidos B4F08_F, pEST2669 R, ITPH4516 y 18S (Citas).

Las amplificaciones se llevaron a cabo en un termociclador de acuerdo al siguiente
programa: Precalentado 95°C por 10 minutos, desnaturalizacién 30 ciclos a 94°C
por 45 segundos, alineacion 55°C por 50 segundos y extensién a 72°C por 50

segundos; la extension final se realizé a 72 °C por 10 min.

Posteriormente se visualizaron las amplificaciones de los SSR (Simple Sequence
Repeat) por medio de un gel de agarosa al 3% tefido con bromuro de etidio,

comparando su tamano con escalas de pares de bases (pb) ya establecidas.

Actividades realizadas
e Revisidn bibliografica sobre métodos de extraccion de DNA.

Extraccion de DNA por el método S con CTAB en Pinus ayacahuite.

Extraccién de DNA por el método S con CTAB en Pinus oocarpa.

Modificaciones al protocolo original de extraccion de DNA:

1.- Cambio de concentracién de B-mercaptoethanol.

2.- Cambio de concentraciones de polyvinylpyrrolidone (pvp).

3.- Tiempo de centrifugacion.

4.- Aumento de concentracion de NaCl.

5.- Electroforesis en gel de agarosa al 1%.

6.- Prueba de oligonucledétidos en muestras de DNA.

7.- Amplificacion de microsatélites en Polymerase Chain Reaction (PCR).

8.- Electroforesis en gel de agarosa al 3%.

Objetivos y metas alcanzadas

Se establecio un protocolo optimizado para purificar DNA a partir de aciculas de

Pinus oocarpa en concentraciones altas y pureza adecuada, de manera eficaz.



Las concentraciones minimas obtenidas superan el objetivo delimitado de 100 ng

U™, pues los datos recabados oscilan entre 258.3 + 811.6 ng ul™'.(Cuadro 3)

De las 3 parejas de oligonucledtidos analizados solamente la pareja de
ITPH4516_R y ITPH4516_F amplifica para Pinus oocarpa, mientras que B4F08 F,
B4F08_ R y pEST2669 R y pEST2669_F no se obtiene un patrén de bandas de

calidad.

Resultados y Discusion

Como referencia se realizd el protocolo con Pinus ayacahuite, se obtuvieron
buenas concentraciones que va desde los 261 hasta los 519 ng/pl (Cuadro 1) lo
que concuerda con las concentraciones establecidas por Telfer et al 2013 que
reporta concentraciones promedio de 234 £211 siendo este método 6ptimo para
obtener DNA en el género Pinus. El rendimiento de ADN depende del tipo y
cantidad de material utilizado, se emple6é 300 mg de aciculas de P. oocarpa lo que

indica la cantidad de DNA existente por mg de hoja.

Cuadro 1.- Concentraciones de DNA por el método S con CTAB

en Pinus ayacahuite.

Muestra [ng/pl] A260 A280  260/280  230/260 endimient
351.7 7.034 3.743 1.88 1.81 35.1 mg
261.3 5.227 2.746 1.9 1.49 26.1 mg
262 5.239 2.779 1.89 1.71 26 mg
259.1 5.189 2.743 1.89 1.5 25.8 mg
340 6.803 3.524 1.93 1.71 34 mg
519 10.38 5.695 1.82 1.76 51.9 mg
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Al utilizar el mismo protocolo propuesto por Telfer et al 2013 en Pinus oocarpa no
se obtuvieron concentraciones optimas de DNA (Cuadro 2), por lo que se

requirieron hacer modificaciones a los parametros establecidos.

Cuadro 2.- Concentraciones de DNA de Pinus oocarpa por el método S con

CTAB sin modificaciones.

Muestra [ng/pl]  A260 A280  260/280 230/260 endimient

40 0.201 0.484 1.65 0.67 4 mg

57.5 1.151 0.626 1.84 1.27 5.7 mg
257 0515  0.279 1.84 1.59 2.5mg
27.1 0.543  0.302 1.8 1.35 2.7 mg
57.2 1144 0615 1.86 1.97 5.7 mg
69.6 1.393 0727 1.92 2.11 6.9 mg
34.8 0.696  0.212 3.27 0.78 3.4 mg

Debido a la cantidad y tipos de metabolitos secundarios que contiene el género
Pinus como son polifenoles, terpenos, flavonoides y polisacaridos, los cuales
varian entre especies, no es posible reproducir el mismo método de extraccion
universal (Khanuja, et al,.1999), ya que estas sustancias interfieren y son fuente

de contaminacion para la obtencion de DNA de calidad pura.

Por ende, las modificaciones pertinentes que se han realizado forman parte de la
concentracion de B-mercaptoethanol, que se modificd de 0.2 % (2 pg/L) a 2% (20
Mg/L), esta sustancia actua como reductor de enlaces, desnaturalizando proteinas
y estructuras de GC (Velasco, 2005).

El Polyvinylpyrrolidone (pvp) inicial era del 1%, se aumento hasta el 8% porque las
muestras obtenidas tenian un color grisaceo o sucio, este reactivo inhibe la
actividad de las polifenoloxidasas, ademas de tener mejor efectividad afiadiéndolo
por separado, fuera del buffer de extraccion.

Se tenia problemas en la primera centrifugacion ya que el tiempo no era suficiente
para la separacion de tejido, membranas y proteinas de los acidos nucleicos,

porque se observaban particulas resuspendidas, el tiempo inicial era de 5 min x
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18000 rpm y se adicionaron 10 minutos mas, para un total 15 min x 18000 rpm

obteniendo una mejor separacion de fases.

En el segundo lavado de cloroformo: alcohol isoamilico (v/v) se agrega 0.3

volumenes al 3M de NaCl, aumentando su capacidad iénica, neutralizando la

carga negativa de los fosfatos lo que permite una mejor precipitacion del DNA.

Por ultimo, la resuspencion final se realiza en 30 ug de agua DePC, debido a que

al usar 50 ug originales la muestra se diluia obteniendo lecturas bajas.

Posteriormente a dichas modificaciones se obtuvieron concentraciones mas altas

(Cuadro 3) en comparacién al protocolo original, mejorando significativamente.

Cuadro 3.- Concentraciones de DNA de Pinus oocarpa por el método S con

CTAB modificado.

Muestra [ng/ul]  A260 A280  260/280 230/260 endimient
811.6 16.232  9.187 1.77 1.07 81.1 mg
468.3 9366  5.284 1.77 1.34 46.8 mg
258.3 5162  2.288 1.79 2.15 25.8 mg
590.4 11.807  6.100 1.94 1.78 59 mg
546.2 10.294  5.846 2.01 1.97 54.6 mg

Después de la obtencion de DNA por cada especie de pino y protocolo utilizado se

realizd una electroforesis en gel de agarosa al 1%, para posteriormente ser

visualizada con ayuda de un transiluminador (Figura 1).




Los microsatélites son una secuencia repetida de un fragmento de DNA que esta
presente dentro de la informacion genética de una especie, para su amplificacion
se requiere de oligonucledtidos o iniciadores que ayudan a amplificar el fragmento
que contenga un microsatélite. Steinitz et al., (2012) y Guevara et al., (2005)
probaron algunos iniciadores (Cuadro 4) en especies de pino que produjeron
productos amplificados del tamafio esperado sin embargo, al probar tres de ellos

en P. oocarpa solamente uno de ellos amplifico.

Cuadro 4.- Secuencia de oligonucledtidos iniciadores utilizados para el analisis

de microsatélites en Pinus. Steinitz et al., (2012), Guevara et al., (2005).

Nombre Secuencia del primer
Forward 5 GCACTTTGATTGTTGTCATCG 3’
BG08 Reverse 5 GTGGCTGATGTCCAAATGC 3
SEST2669 Forward 5 ATTGCTTCTGAAAGGGCATC 3

Reverse 5 TCCCTTGGCACCATGTTAAT 3

13



Forward 5° TGATGCAAACAAGTTCCATG 3’
Reverse 5 AGCACTCGCTAAACTATGAAGG 3

ITPH4516

Las muestras de DNA analizadas por PCR con los marcadores B4GO08 (Figura 2) y
pEST2669 (Figura 3) no se obtuvo amplificacion alguna, asi mismo presentan un

patrén de bandas difuso y de escasa calidad para su interpretacion.

Sin embargo, el marcador ITPH4616 (Figura 4) generé bandas nitidas lo que
muestra que hay fragmentos de DNA que coinciden con la secuencia del
oligonucledtido, indicando la presencia de un microsatélite que se encuentra en el
genoma del P. oocarpa por ende ha amplificado. Tiene un peso ~ 220 bp tomando
como referencia la escala del marcador de bajo peso molecular NEB N3233S
(Figura 5).

Para el corrimiento de las muestras de DNA en electroforesis con geles de
agarosa al 3% después de la PCR, se cargaron los pozos con un control negativo
utilizando agua esterilizada, este ayuda a cerciorarnos que nuestros reactivos
estan libres de contaminacién por lo cual no debe generar ninguna banda, el
control positivo es el marcador molecular NEB N3233S, son fragmentos de DNA
de tamafio conocido que sirven de referencia para calcular el tamafo aproximado
del DNA que se esta analizando, también se utilizé6 un gen de referencia, el 18S
RNA ribosomal, este provee un patrén indicativo con el cual comparar los
resultados de las muestras, porque todo organismo tiene este gen ya que forma
parte del nucleo funcional ribosomal y su amplificacion es segura porque esta

secuenciando.
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Figura 2.- Amplificacion por PCR del Figura 3.-  Amplificacion del

microsatélite pEST2669. 1.- Control microsatélite B4F08. 1-4- Gen 185; 5.-
negativo; 2.- Marcador de bajo peso Marcador de bajo peso molecular NEB
molecular NEB MN32335; 3-5 MN32338S; 6-9 oligonucledtido B4F08.

Oligonucleotido pEST2669.
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766 bp

200 bp

50 bp

Figura 4.- Amplificacion  del
microsatélite ITPH4616 1.- Control
negativo; 2.- Marcador de bajo peso
molecular NEB N32335; 3-4 Gen
18S5; 5-6 oligonuclecdtido ITPH4616.

200 170

Figura 5.- Marcador de bajo peso
molecular NEB N3233S
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Conclusion

Las modificaciones realizadas al método S con CTAB propuesto por Telfer et al.,
(2013) para la extraccién de DNA en P. oocarpa permitieron optimizar un protocolo

para obtener DNA de calidad y concentraciones elevadas.
Se obtuvieron concentraciones mayores a las esperadas de 258.3 + 811.6 ng ul".

De los 3 oligonucledtidos probados solamente el par ITPH4516_R y ITPH4516_F

amplifican para la especie Pinus oocarpa estudiada.

Recomendaciones

Es de suma importancia tener protocolos adecuados o especificos de aislamiento
y purificacién de DNA, asi como métodos eficientes para la amplificacion mediante
marcadores, esto dependera de las condiciones de trabajo, de la especie y de sus
componentes, porque cada una tiene en mayor o menor proporcion polifenoles,
proteinas, polisacaridos entre otros, que son factores que influyen en la extraccién

de material genético y no es posible utilizar en un protocolo en general.
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