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RESUMEN

En hojas y tallos del género Pinus L. se ha cncontrado una gran variedad de hongos
endéfitos. A pesar de que las comunidades endofiticas son muy diversas en todas las
plantas investigadas, cxiste sélo una o unas cunntas especies fungales dominantes, lo cual
sugiere cierta especificidad. La especificidad en Jos hongos enddfitos asociados a los pinos
¢s 1a buse para proponer tendencias coevolutivas entre Jos hongos endofitos y los pinos. La
biisqueda de patrones de especificidad y coevolucion ent este sistema en un contexto
macroevolutivo requiere la reconstruccion filogenética de ambos grupos, en este ciso con
el uso de un marcador molecular, para lo cual s¢ montaron (enicas para: (a) extraccidn de
DNA total de pinos y hongos cultivados en medio lfquido y (b) amplificacion del
espaciador intemo transcrito (ITS) del DNA ribosomal nuclear (wrDNA) mediante la
reaccidn en cadena de la polinierasa (PCR). La calidad y la concentracidn del DNA,
obientido a partir de un protocolo de ripido aislamiento ("MINI-PREP"), son éptimas parat
s wtilizacién posterior en la amplificacién del ITS. Se obtuvieron 22 secuencias fungales
de ITS a panir de DNA tolal de pino y 2 secuencias fungales a partir de DNA total de
hongos de cultivo. Con dichas secuenicas y el uso del prograna PAUP se reconstruycron
tres cladogramas para inferir las relaciones filogenéticas de los hongos enddfitos. Sobre
dos filogenias inferidas se mapearon los dos subgéieros de Pinus y las subsccciones del
subgéncro Haploxylon, respectivamente. Los mapeos muestran evidencia de patrones de
especificidad entre hongos end6fitos y grupos de pinos.



CAPITULO1

INTRODUCCION

1.1 Antecedentes generales y (rascendencia del estudio

Esta tesis forma parte del proyecto “Filogenia molecular y especificidad de hongos enddfitos en
el géncro Pinus L." en el cual se pone a prueba la hipdtesis acerca de la especificidad y la
existencin de patrones coevolutivos entre los hongos enddéfitos y los pinos, para lo coal, se ha
decidido utilizar marcadores moleculares y métodos analfticos de inferencia filogenética, La
prueba de la hipdtesis requicre de la identificacion de enddfitos especialistas, su Jocalizacién en
tejidos vegetales y el andlisis de las reluciones filogenéticas entre los hangos y los pinos. Esta
tesis se enfoca por un lado, en implementar y optimizar las téenicas moleculures de extraccion y
amplificacion de DNA y por otro lado, en proporcionar resultados prcliminmés para definir las
iclaciones filogenéticas entre los hongoes enddfitos y sus relaciones evolutivas con sus
hospederos del género Pinus.

Recientemente, en ¢l Luboratorio de Genélica Molecular y Evolucién del Centro de
Ecologfa de la UNAM, se encontr6 que secuencias de DNA ribosomal ({DNA) publicadas por
Smith y Klein (1994), que se pensaba pertenecfun a especies de Picea sp. y a una especie del
género Pinus, en realidad corresponden a secuencias de hongos ascomicetos filamentosos
(Liston, Klein y Alvarez-Buylla, en rev., Fig, 1). Esta conclusion sugirié que las secuencias
fungales provienen de hongos enddfitos que se encontraban en las hojus utilizadas para la
extraccion de DNA. Ademds, Ias relaciones filogenéticas inferidas a pirtir de dichas secuencias
coinciden con las relaciones filogendticas de Picea reportadas por Sigurgeirsson y Szmidt
(1993) inferidas a partir de polimorfismo en la longitud de fragnientos de restriceién (RFLP)
de DNA de cloroplasto (cpDNA,; Fig. 2), lo cual sugiere que existe una alta especificidad entre
los hongos enddfitos y las especies de confferas, por lo que se puede suponer que ambos
grupos (fos hongos enddfitos y los hospederos del género Picea) coevolucionaron,

l.as relaciones simbi6ticas entre organisinos vivos constiuyen sistemas dtiles para
estudiar dinfmicas de coadaptacion, coespeciacion y coevolucion entre especies de Phyla muy
lejanos y con niveles de complejidad celular mmy comtrastantes. Ademds, las relaciones
simbidticas han dado Ingar, posiblemente, a procesos evolutivos trascendentales en la hisioria
de Ia vida en la tierry, tales como el origen endosimbistico de las célulus cacariontes.
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Figura 1.Relucidnes filogenéticas de dos secuencias repoitadas por Smith yRlein (1994).
En el cladograma se observa que las secuencias reportadas como DNA ribosomal de Pinus y de Picea se agrupan
con secuencias fungales, con base en una reconstrucci6n filogenética hecha con el programa PAUP por

parsimonia. Tomudo de Alvarez-huylla y Francisco Espinosy, 1995,

La mayorfa de las especies fungales son simbiontes obligados o mutualistas asociadas 4
plantas (Pirozynski y Hawksorth, 1988). En la interaccién con las plantas, los hongos invaden
¢élulas o tejidos, conformando un amplio rango de asociaciones parasflicas y mutualistas, en
Ins que se incliyen a los hongos formadores de micorrizas, los hongos enddfitos, epifitos y
patégenos de plantas (Barrett, 1983). El estudio de Jos hangos en general tiene una iniportancia
intifnsec debido a que son los principales degradadores en los ecosistemas terrestres y se
encuentran aplismente relacionados con Ins plantas vasculares como pardsitos o nutualistas,
Ademds, alpunas especies han sido ampliamente wtilizadas como sistemas genéticos para el
andlisis molecular y son wtilizados industrizhnente para la fermentacion (Bruns ef al., 1991).
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Figura 2. Comparacion de los cludogramas infesidos a partir de Ia informacién dada por los RFLE's de cpPNA
de Picea y de las sccuencins de rDNA de hongos respectivamente,

El primero claborado por Sigucirsson y Szmidt (1993) y el segundo elaborado por Smith y Kicin (1994). Al
centro se encueniran Jos nombres comunes de fas piceas y ef pino utilizados para el anflisis. Se puede observar
que existe congruencin entre fos cladogrunas, exceptuando a las piceas Black, Blue y Norway, que cn of
cladogramu de sceuencias fungales se encuentran como una politomfa y en el opuesto como ramias hicn

definidas. Tomado de Alvarez-buyla y trancisco Espinosa, 1995.

Existe evidencia dc que las usocinciones enire plantas y hongos endéfitos son de
naturaleza mutualista. En ocasiones, los hongos pueden incluso defender a sus plantas
hospederas contra la herbivorfa y contra ln infeccién de otras especies de hongos pat6genos
(Carroll, 1988; Clay, 1988). Por lo tanto, los hongos enddfitos podiian uiilizarse
putencialmente en el control bioldgico de plagas. También existe un interés particular en el
estudio de los hongos enddfitos debido a su potencial intrinseco para usarse, mediante fa
ingenierfu genética, como vectores de genes de resistencia y de otros genes en especies de
plantas con importancia econémica (Wood, 1990). En estos términos, existen tres aplicaciones
bésicas del uso de endéfitos transformados: (1) la interferencia contra genes fungales
patégenos mediante la (ecnologfa de RNA aniisentido, (2) la elevacion de la expresion de genes
fungales benéficos para la planta y (3) la introduceidn de nuevats capacidades genéticas, para la



expresion de prolefnas, enzimas y metabolitos secundarios asociados con la sesistencia a
insectos y enfermedades, 13 tolerancia a herbicidas y el incremento del crecimiento (Siepel y
Schardl, 1991).

En México, el 15% del territorio estd ocupado por bosqies de confferas, de los cuales
¢l 90% corresponden a bosques de Pinus L. (Rzedowski, 1986). De los pinos se obticnen dos
clases de productos: fos primarios son la madera, la tementina (resina) y las semillas. Los
secundarios {o indirectos) son el carbén, el aguarrds, la brea, ¢! dcido pirolefioso, el alquitidn y
¢l alcohol metilico (Martinez, 1992). El pafs cuenta de manera natural con especies del género
Pinus desde regiones tropicales hasta de alta montafia, incluyendo las extensas dreas
semidridas, En esta anplia gama de climas y suelos existe unu clevada diversidad de especies,
En México se encuentran entre 49 (Styles, 1993) y 55 especies de pinos (34 de ellus,
endénicns; Perry, 1991), constituyendo cerca del 509 del tot! de las especies en todo o
munda,

México es, por lo tanto, uno de los principales bancos de gerntoplasma de pinos a nivel
mundial. Dicho germoplnsma puede ser (il para ¢l mejoramiento y establecimicnto de
plantaciones de especies de pinos adaptadas a diversas eondiciones ambientales (Sdenz, 1991).

1.2 El estudlo de la Coevolucién

El término Coevolucidn fue usado por Ehrlich y Raven (1964) para describir Ins adaptaciones
recfprocas entre plantas y mariposas, desde entonces cl uso de éste ténnino ha tenido gran
variedad de interpretaciones, pero en general se refieren todas al canbio evolutivo reefproco en
especies inleractuantes (Thompson, 1994), Es imporiante restringir los eventos bivlGgicos a
los cuales se puede aplicar la definicitn de coevolucidn, ya que existe ¢l peligro de que dicho
término sea usado en un sentido ain mas general, sin ninguna restriccién, Por ejemplo, cuando
es interpretado como la adaptacién de lus especies a las caracterfsticas del ambiente bidtico
(caracterfsticas que pueden permanecer constantes por largos periodos). En este sentido, las
adaptaciones a caracleristicas constantes del ambiente bidtico no difieren de la adaptacién a
caracterfsticas del ambiente abidtico. Asf, cuando ¢l término se usa tan ampliamente, la
coevolucion puede ser equivalente a la evolucién (Futuyma y Slatkin, 1983). Slatkiu (1983)
define la coevolucién incluyendo la restriccién histérica de la relacidin de las especies
interactuantes: “es la evolucién de dos o mds especies como consecuencia de sus
interacciones”, Futuyma y Slatkin (1983) dan una definicién que asegura que las especies que
s¢ encuentrin al final del proceso coevolutive sean descendientes directas de aquelias especies
en Jas que comenz6 la interaccion: "en unt o mas especies ecoldgicamente interactuantes, existe
una respuesta adaplativa al cambio genético de la ofra”. Thompson (1989) seifala que la wiitidad
¢ importancia del concepto de la coevolucidn es la idea de que las imeracciones entre las



especies pueden coordinarse parcialmente durante el tiempo evolutivo sin mezelr sus pozas
génicas, Thompson sugiere que existen cinco tipos de coevolucién: (1) coevalucion gen a gen
(presencia de loci complementarios para virulencia y resistencia en ambas especies), la cual
puede darse en interacciones entre patgenos y plantas y cn algunos otros pardsitos y
hospederos. (2) La coevolucin especifica ticne Jugar en especies con presiones de seleccion
recfprocus y se puede ejemplificar en especies en competencia que divergen en cicrto caracter,
(3) La coevolucién difusa es e] cambio recfproco entre grupos de especies y no entee un par de
especies; en este caso of autor sefiata que este tipo de coevolucidn puede estar presente en todas
las interacciones. (4) En Ja coevolucién diversificadora estdn incluidos los simbiontes
heredados maternalmente y sus hospederos, 1os simbiontes que regulan los movimientos de los
gametos de los hospederos y los polinizadores pardsitos de semillas y plantas hospederas. Este

tipo de evalucién rweefprca e Heva 2 cabo entre espocies en las cuales la interaceidn cavsa que
una de fas especies sea subdividida en dos o mds poblaciones reproductivainente aisladas. Por
tihimo, (§) la coevolucién de escape y radiacién que involucra eventos de adaplacién y
especiacion se puede dar en lus interacciones de pardsita-hospedero y en las interacciones de
insecio-planta,

Thompson delimita los tipos de cocvolucién principalinete por las cosecnencias de las
interacciones en las especies involucradas, pero no toma en cuenta Jas condiciones ecolGgivas
requeridas para que fa coevolucion ocurra. Craig er al. (1988) mencionan cinco factores para
que fa coevolucidn se lleve a cabo: (1) las especies que participan en la interaccidn tienen el
potencial mutuo para reducir In sobrevivencia del individuo o el exito reproductivo, (2) debe
existir wua alta especificidad, de manera que tos caracteres implicados sean resultado de la
interaccién con una sola especie, (3) Ia interaccién debe abarcar una amplia proporcidn de las
poblaciones, (4) la interaccidn debe ser predecible en ficcuencia y en intensidad y (5) la
coevolucion debe ser ki fuerza selectiva dominante para que sus efectos no se pierdan por la
accion de otras fuerzas selectivas. Los requisitos planteados por Craig ef al. excluyen la
pusibilidad de la existencia de coevolucién difusi, ya que en cf punto 2 se plantea que debe
existir una alta especificidad, mientras que Thompson plantea que ta coevolucién difusa puede
ocurrir entre grupos de especies. Bl principal problema para cualquier interaccion particular es
denostrar que ambas especies han evolucionado en respuesta @ la interaceidn, ya que en
muchias casos s¢ puede confundir Ia coevolucidn con la evolucion paralela de dos especies. Por
un lado, las adaptaciones resultantes de la caevolucién deben distinguirse de otras adaptaciones
y ser divergentes filogenéticamente de las especies cereanas (Craig ef al., 1988) y por olro
lado, se debe demostrar que b interaccidn afecta fa dindmica poblacional y las proporciones

génicas de una 0 ambas especies.



Otra manera de buscar evidencias de que las especies interactuantes influencian
evolucion de cada una es mediante Ia sistenudtica, encantrando alguma relacidn wempacal de
cventos evolutivos (cambios de caracteres o divergencins) entre linijes asociados. Pero cl
encontrir cstos eventos no implica necesariamente coevolucidn, ya que dos gmpos de
organisimos pueden compiutiv patrones temporales de especiacidn 0 tasas de cambios de
caructer similares, porgue comparten eventos histdricos y de aislamicnto geogréfico (Mitter ¢f
al.,, 1983). Por lo enunciado anteriormente, es necesario hacer una distincion entre los
caracteres que se encuentran implicados en la asociacion de las especies (intrfnsecos) y los que
no estdn implicados (extrinsecos), Por ejemplo, en el sistema planta-endétito los caracteres
jutrfnsecos que porta el enddfito son aquellos que estdn implicados en los mecanismos de
reconocimiento del hospedero; los caracteres extrinsecos san aquellos que comparten con todas
lus demds miembros de su grupo, incluyendo a las especies que no son endofitas, cormo la
morfulogfi filamentosa o la reproduccion por esporas. Tomando esto en cuenta se distinguen
dos tipos de patrones histdricas en s asociaciones: la filogenia de las especies de cada uno de
los grupos asociados y los cumbios de cada uno de los caracteres implicados en Ia asociacion
de cada uno de los grupos asociados (Ronquist y Nylin, 1990).

Existen dos enfoques al estudio de la coevolucidn: andlisis dc los procesos
microevolutivos y andlisis de los procesos mucroevolutives. La mayorfa de los andlisis
realizados se concentran mds en fos procesos microevolutivos y en general en las adaptaciones
que pueden ser resultado de la coevolucion, que en los procesos mucroevolutivos. El
aeercamicnto microevolutivo se enfoca a la naturaleza de las interacciones (tiempo ecoldgica),
mientras que ef macroevolutivo estudia la evolueidn de linajes ecolégicamente asociados
(tiempo evolutivo; Brooks, 1988). Para Brooks (1988), el proceso de coevolucion a un nivel
microevolutivo puede definirse como el grado de mutua modificacin, es decir la co-
acomodacion (sincronfa de fos ciclos de vida); nientras que @ un nivel macroevolutivo es el
grado de mutua asociacidn o co-especiacion (clodogénensis). En este trabajo se presenta un
undlisis con un enfoque macroevolutivo, con resultados preliminares, para explorar la
posibilidad de que la asociacidn histérica de los pinos con sus enddfitos exhiba patrones de

coespeciacién,

1.3 Comparacion de filogenlas

El estudio de la coevolucién a un nivel macrocvolutivo requiere de la comparacién de las
filogenias inferidas de fos grupos que coevolucionaron hipotéticamente. Para Hevar al cabo
dicha comparacién se han desanollado principalmente tres métodos: (1) comparacién por
drholes de consenso, (2) comparacidn de drboles por parsimonia y (3) filogenias paralelas,



Algunas comparaciones de cladogramas en los estudios filogenéticos de coevolucidn no
incorporan adecuadamente las dindmicas genéticas de la coevolucidn o la distribucién
geogrifica de las poblaciones (Thompsan, 1994). Los cladogramas usados en ki comparacion
deben inferirse a partir de caracteres que son independientes de lu relacian, es decir, caracteres
extrinsecos. Los métodos de comparacion de filogenias han sido claborados con base en
andlisis biogeogrificos y de relaciones de pardsito-hospedero. El marco tedrico en que han sido
desarrollados estos métodos permite su aplicacién a relaciones de enddfitos con  sus
hospederos debido a que se basan en la especificidad de las asociaciones y en 1a influencia
mutua de las especics interactuantes.

1.3.1 Comparacién de filogenias mediante drboles de consenso

El mélodo de compuaracién por frboles de consenso elaborado por Adams (1972). Se
desarrolld originalmente para la comparacién de drboles filogenéticos que muestran diferentes
topologias para los mismos taxa. El drbol de conscnso, muestry vinicamente la informacién
compartida por los drboles comparados ¢ ignora los desacuerdos. Det mismo modo, el drbol de
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Figura 3. Cumparacidn por arboles de consenso,
£l cladograma A representa I filogenia de Ins hospederos y el cladograma B T de los pardsitos. £ &rbol
consense C, muesira los puntos de congruencia entre los dos drboles. Debido a la inconpienciu entre los dos

cladograimas para e} LUB 2, en ¢l drhol consenso C, se genera un politomin,



consenso para dos (axa a comparar muestea inicamente los puntos de congruencia entre los dos
drboles. Para lo cual forma conjuntos de taxa terminales mediante la Inisqueda del ancestro
superior inmediato pura ef conjunto. Este ancestro inmediilo se denomina LUB (Least Upper
Bound). Se marcan en ambos drboles los LUB en los que hay contlicto y se resuelve ¢l
consenso para cada LUB (Figura 3).

Existen dos limitaciones impontantes de este método, ya que no explica lns
incongruencias de los drboles y algunas porciones que sf son congruentes no fas muestra, El
cjemplo mis claro para ésie dltimo caso se observa cuando dos especies distintas de pardsitos
sc enchentran en el mismo hospedera, o cuando dos especies distintas de hospedero coniparten
la misma especie de pardsito (Brooks, 1988).

1.3.2 Comparacién de filogenins por parsimunin

La comparacién de drboles por parsimonia es un método desarrollado por Brooks (1981);
retomando la idea de Hennig (1966) de que los pardisitos y sus filogenias pueden actuar como
caracteres y series de transformacion, respectivamente, de sus hospederos. Brooks incluye
también la elaboracidn de} cladograma del pardsito por separado, para poder comparar ambos
cladogramas: el del parfisito contra el del hospedero o viceversa mediante un mapeo (Figura 4).
Brooks justilica el uso det método de Hemnig afirmindo que el uso de la filogenia del pardsito
como estimador independiente de la filogenia del hospedero tiene los mismos riesgos que cf
uso de cualquier caracter para estimar cualquier filogenia. Mediante este método se ppede
distinguir ln homologfa coevolutiva (asociacién por descendencia) de ta homoplasia coevolutiva
(asociaeién por colonizacidn).

La principal ventaja del uso de este método es que puede explicar los cambios de
hospedero por el parfisito gracias a que se basa en el uso de parsimonia de Wagner (Brooks,
1981). La parsimonia de Wagner al igual que 1a de Fitch, son los tipos mids sencillos de
parsimonia (Millis y Moritz, 1990), ambos permtiten la reversibilidad de caracteres, aunque ln
de Fitch muche mas libremente ya que permite los cambios de estado de caructer sin ningtn
orden. La parsimonii de Wagner, requicre la cluboracién de series de transfonnacién. Por
ejemplo en lu serie de transtormacion X<=Y¢> Z, donde X,Y y 7 son estados de caracter; X
puede cambiar a Y y viceversa, Y puede cambiar hacia Z y viceversi, pero para cualquier
cimbio de X a Z o de Z a X, debe haber un paso intermedio: Y,

Brooks y McLennan (1991) toman cn cuenta, ¢ incluyen en su andlisis, dos
explicaciones macroevolutivis para las relaciones pardsito-hospedero: (1) asociacién por
descendencin: donde el ancestro del pardsito se encontrabit asociado al ancestro del hospedero y

(2) asociacién por colonizacion: el pardsito cvoluciona en asociacion con wna especie de
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hospedero y subsecuentemente coloniza a otras especies de huspederos emparentados con la

primera.
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Figura 4, Comparacién de filogenias por parsimonia.

Filogenia del hospedero can los pardsitos (ndmeros) sobre sus respectivos hospederos (1), filogenin de los
pardsitos (1) y dos mapeos de hospederos iguafinente parsimoniosos. En uno se propone un cambio de
Tospedero (1H) y en otro un evento de extincién del pardsito (1Y) marcado con wna cruz. Ambas involucran a

pardsito codificado con el 7, Tomudo de Brooks (1991),

Debido a que en este miétodo Jos pardsitos se usan como cardcteres de Jos hospederos
{0 viceversa), se deben usar criterios paya distinguir Tas hamologfas (los pardsitos covarfan con
la filogenia) de las homoplasias (los parisitos se encuentran por convergencia y evolucion
paralela). Para ello se usa of método de Hennig que: (1) asume homologfa siempre que sea



pusible, (2) hace uso del grupo externo para distinguir los caracteres generales de fas especics,
(3) agrupa de acuerdo con los caracteres homélogos especiales, (4) los caracteres (en este caso
los pardsitos) inconsistentes se interpretan después como homoplasias, Brooks se refiere a los
caracteres gencrales (plesiomorffas) como agueflos que no pueden usarse en la reconstritecion
de una filogenia, ya que no sirven para distinguir grapos pequefios y los distingue de los
caricteres homdlogos especiales (sinapomorffas), los cuales si dan evidencia de tas relaciones
fitogenéticas.

Aungue este método requicre wna considerable interpretacion a posteriori (Page,
1994b), permite elaborar un amplio panorama referente a las yelaciones histéricas entre
pardsitos y hospederos, ademids de que pueden usarse medidas cuantitativis de ajuste como el
fndice de consistencia (CI; Brooks ¢f al., 1986). Dujante fa seconstruccion filogenélica por
parsimoniy, se pueden produceir miltiples drboles del mismo largo cuando existen caracteres
homoplisicas. Este fndice permite medir el mimero de cambias de caractercs en un drbol, pero
no permite discriminar entre drboles del mismp largo.

EFCl se culenla como el ndmero de caracteres en el conjuito de datos dividido entre el
nimero de cambios evolutivos, o nimero total de caracteres en e} dibol (el Jargo del arbol;
Broaks y McLennan, 1991). Este fadice toma valores 0 y 1 (Li y Graur, 1991), Cuando el
valor s igual a uno, indica que hay un perfecto ajuste del drbei con los datos. El Cl no toma en
cuenta fa distribuciéin de caracteres en un d&rbol o en el conjunto de caracteres.

1.3.3 Comparacién mediante filogenias paralelas

I métode desarrollado por Page (1990) reconcilia los cladogramas de pardsitos can los
cladogramas de sus hospederos, paa lo cual requicre componentes extras, como
inforimacién del tiempo de los eventos de cladogénesis. Ya que generalmente se carece de éste
lipo de informacion, Page (1994b) propone un algoriing para la reconstiuccion de las
reluciones histéricas entre las pardsitos y sus hospederos, Los gréficos resuttantes de éste
andlisis representan explicitamente Ja historia de las relaciones ¢ incluyen eventos como el
cambio de hospedero, la extincidn y la colonizacion (Pigura 5).

El algoritmo se basa en un criterio de eleccién de Ins reconstrucciones posibles de fa
evolucidn pardsito-hospedero, Aquellas reconstrucciones gue maximizan el nidinero de cventos
de especiacidn en la filogenia def pardsito que pueden ser atribuidos a coespeciacion con sus
hospederos, son preferidas sobse aguetlas reconstrucciones que postulin unos cuantos eventos
de coespeciacion (Page, 1994a). Con este propdsito, s¢ constraye un chulograni del
hospedero sobre e cual se mapea ef cladograma del pardsito asaciado; en ¢l drbot reconcilindo
resubtante, o cada uno de fos nodos corespondientes 1 un pardsito, se asignan las
distribuciones de los hospederos ocupados por dicho asoctado. De este modo, los nodos
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terminales representan la distribucion de los hospederos encontrada actualimente y los nodos

inlernos las distribuciones de sus ancestros,
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Figura 5, Comnparacidn por ilogenius paralelas.

(a) drboles incongrucntes def pardsilo y del hospedero, (b) el drbol reconcilintorio y (¢ y J) dos wlternativas de
frboles reconciliztorios von un \inico camliio de hospedero. Cada reconstruccidn  posiula  diferentes
combinaciones de coespeciacion, especincion independiente del pardsito (duplicacién), cambios de hospedera v
evenlos de ordenamiento (ausencia del pardsito donde podria predecirse). En el drbof (b) se observa que ef pardsito
1V coespeci6 con el buspeder e, de aqui que los pardsitos 1y H se encuentran asocindos con sus bospederos por

descendencia. Tomado de Page (1994b),

De los tres mélodos descrilos anteriormente el que posee mayor poder de resolucidén es
¢l elaborado por Page (1994h), pero debido a la complejidad del algoritmo usado no puede
hacerse un seguimiento con 1apiz y papel sino que requiere wn progiama de computacion,
TREE MAP y COMPONENT (Page, 1994h). En este tabajo no se pretende elabotar una
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comparacion formal de las filogenias de los hongos endéfitos y sus hospederos, los pinos,
pues atin no se cuenta con lus {ilogenias completas de fos pinos v sus enddfitos. En este trabajo
se presenta un andlisis preliminar, con base en el método de parsimonia parit la comparacién de
filogenias.

1.4 Los hongos enddfilos

Petrini (1992) define a un hongo enddfito como aquel que habita en drganos vegetales en
alguna parte de su ciclo de vida y puede colonizar tejidos internas sin causar dafio aparente.
Dichas hongos tienen bisicamente tres mecanismos de infeccion: (1) tejidos aéreos infectados
por esporas aéreas (transmisién horizontal), (2) infeccién transmitida desde Ia planta madre
hacia la semifla (Lransmisién verticat) y (3) la transmisidn levada a cabo por insectos que
inoculan ¢l enddfito en la planta (transmisidn horizontal),

Pirozynski et al. (1988) afirman que debido a que los hongos enddfitos generalmente
se encuentran intimamente ligados a su sustrato es Iggico pensar que un proceso coevolutivo
rige las rclaciones entre las plantas y sus longos endéfitos. En las relaciones endéfito-
hospedero existen carcteres que pueden ser resultado de fa coevolucion: la planta hospedera
no reacciona contra sus enddfitos y fos hongos enddfitos disminuyen la palatabilidad hacia
insectos herbfvoros y actian como antagonistas de organismos patégenos de hojas (Carroll,
1988).

Un claro ejemplo de la accidn de los enddfitos contra patdgenos se puede encontrar en
especies del género Lophoderminm. Se ha observado que L. seditiosum es un patogeno de
drboles jovenes que causa la cafda prematura de acfeulas de pinos. Otra especie, L. conigenum,
fructificn vinicamente despues de que las acfeulas han muerto, debido a Ja vejez o a cualquier
olra causa, por lo tanto se le considera un verdadero enddfito. El putégeno coloniza y fructifies
Gnicamente cuando L. conigenin estd ausente, cuando estd presente ¢f patdgeno es exclufdo de
dicho microhdbita(Carroll, 1988).

A pesar de que las comunidades endofiticas son muy diversas en todas las plantas
investigadas, existe sélo una o unas cuantas especies fungales dominantes. Uno de los géneros
mis reportados como endéfito de confferas en general y en particular de fos pinos es
Lophodermin (Minter, 1979, Minter y Millar, 1980; Wilson ef al,, 1994; Hata y Futai.,
1995).

La condicion para que un hongo enddfito se encuentre en tejidos vegetales, es por un
lado, que la planta hospedera no reaccione de la misma numera en que reacciona en contra de
hongos pitégenos, lo cual puede ser el resultado de un complejo de reconocimiento hongo-
hospedero que permite al endéfito penetrar en los tejidos del hospedero sin activar las barreras



de defensa, ustalmente activadas en Ia presencia de patégenos. Por otro lado, ¢ enddfito
podria activar Jos mecanismos de defensa y tolerarlos. Los pinos presentan mecanismos de
defensa relativamente cormplejos en comparacién con otras coniferas, ya que estan dotados con
conductos resinfferas con un alto nivel de desarrollo anatdmico; cuando wno de estos
conductos presenta una ruptura por un patdgena, fas resinas preformadas immdan ol sitio de
infeceion formando una burrera contra Ia desecacidn y los patdgenos (Lewinsohn er al., 1991),
Por lo tanto, Ia presencia de un hongo endéfito como Lophodermium puede ser el resultado de
uni serie de eventos histdricos, que implican por un lado la evasidn, por parte del hongo, de
mecanismos de defensa tan drdsticos como los presentes en los pinos y por otro lado la
ceptacion, por purte de Ia planta hospeders, de fa presencia del endéfito y finalmente el
desarrollo de mecanismos de reconocimiento. Estos mecanismos de reconocimicnto implican
uni cercana coevolucidn entre los enddfitos y sus hospederos (Petrini, 1992). Por lo anterior y
debido a I constante presencia de Lophodermium como cenddfite mutualista en distintas
especies de pinos y en otras especies de confferas en dreas geogréficas distantes (Minter y
Millar, 1980), dicho género se puede postular como un importante candidato a mostrar un
pairén de coespeciacién con sus hospederos los pinos,

Debido a que nlgunos enddfitos aparentemente inocuos pueden causar sintomis
patogénicos cuando ¢l hospedero se encuentra en condiciones deslavorables y a Iu evidencia de
que los end6fitos estudiados se encuentran taxonémicamente relacionados con conocidos
herbivoros o antagonistas patégenos, se sugiere que los enddfitos (amiualistas) han
evolucionado dircctumente de hongos patégenos de plantas. De ser cierta esta hipotesis, es
posible que las toxinas contra animales heshfvoros y contra otros patégenos han evolucionado
a partir de las toxinas contra plantas (Carroll, 1988). Petrini (1992) postula una hipStesis
acerca de Ja evolueién de ln relacidn enddfito-hospedero, proponiendo que de una relacién
antagonista patégeno-hospedero hubo una transicidn hacia una refacidn neutral entre ¢l hongo y
1a planta hasta la rejacién mutvalista endofito-haspedero.

Carroll (1988) postula que Ja evolucidn de la relacién mutnalista entre los enddfitos y
las plautas estd relacionada con Jos tiempaos generacionales de Jas especies interactuantes, Por
un lado, durante el tiempo de vida de un dibol su genotipo se encuentra fijo y por tanto con una
minima variacién en sus mecanismos de defensa. Por otro lado, los insectos herbivoros y otros
pat6genos que pueden desarrollar mdltiples generaciones en un tiempo relativamiente corto,
pueden especializarse y superar las defensas de un solo individuo hospedero. Por lo tanto, ln
presencia de los enddfitos con un cicly de vida corto, brinda heterogeneidad de defensas « lus
plantas de ciclos de vida largos, sobre todo por parte de hongos que producen un amplio
repertorio de micoloxinas,



LS OBJETIVOS

Objetivos generales:

Optimizar e implementar téenicas de biologfa molecular para Ia exiracein de DNA total
y amplificacién del espaciador interno transerito (ITS) de DNA ribosomal nuclear (nfDNA) de
hongos endétitos de pinos.

Bvaluar i variacion en secuencias del ITS para hongos endéfitos y realizar inferencias
preliminares de sus refaciones filogenéticas, asf como un andlisis preliminar de las relaciones
evolutivas de estos y sus especies hospederas de pinos.

Objetivos particulares;

Onptimizar el protocolo de extraccién de DNA total de aciculas estériles de pinos.

Montar los protocolos de extraccién de DNA de hongos endéfitos cultivados en medio
lfquido.

Montur el protocolo para la amplificacién del ITS de hongos endéfitos a partir del DNA
total de pinos y del DNA total de hongos endéfitos aislados y cultivados en medio Hquido.

Analizar Ia variacidn de fas secuencias de los ITS de los hongos.

Reconstruir con el uso del criterio de parsimonia, la filogenia de los end6fitos
utilizando el ITS comwo marcador,

Analizar las relaciones de especificidad entre fos hongos end6fitos con especies de
pinos hospederos usando como marco de referencia la taxonomfa del género Pinus y la
filogeniu obtenida con el ITS para ¢l misimo.
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CAPITULO II

OPTIMIZACION  E  IMPLEMENTACION DE  LAS  TECNICAS
MOLECULARES

2.1 Introduccién

Para realizar Ja inferencia filogenética de los hongos enddfitos de pinos, se utilizd como
marcador molecular al espaciador interno transcrito (ITS) del DNA ribosomal (\DNA), por lo
que fue necesario montar y optimizar las téenicas necesarias para amplificar el TS de
manera que fuera posible su secuenciacion.

Para It oblencidn de secuencias del ITS de fos hongos endéfitos de pinos, se siguicron
dos estrategias. Por un lado, se extrajo DNA tolal de aciculas estériles de pinos y a patir de
este substrato, con oligonucledtidos especificos para hongos, se amplificé el IS de los
endéfitos, que se distingue del ITS de los pinos por su tamafio. Por otro lado, los enddfitos
fueron niskados en un medio de cullivo rico con agar y cultivados posteriormente en medio
lquido; los micelios obtenidos de estos cultivos se utilizaron para la extraccion de DNA total de
hongos endéfitos. EL DNA obtenido se utilizé como templado pura la amplificacion del ITS
con los mismos oligonucleétidos.

Para Hevar a cubo las dos estrategias se requerfa el montaje y ka optimizacidn de las
técnicas de extraccion de DNA total de acfculas de pinos y de DNA total de hongos cultivados
en medio quido. Ademds, se requerfa montar ¢! protecolo para la amplificacién de los ITS de
los endéfitos, a partir de los dos distintos sustratos.

2,2 Extraccién de DNA total de pinos

2.2.1 Introduccién

El uso de I genélica molecular para el andlisis cvolulivo y taxondmico dentro de las
pobluciones y entre especies, requicre prineipalmente de i método de extraccién de DNA que
permita obtener un altla ndmero de  muestras de buena calidad (sin degradacién y de alta
cocentracidn) a un bajo costo y en tiempos cortos. En plantas, ¢l aislamiento de DNA se
dificulta debida a Ia presencia de polisaciridos y taninos; ademds de I pared celular que
impide Ju salidn de los componentes celulares y debe romperse por medios mecdnicos. Para
esto, se han eluborado protocolos que permiten 1a eliminacion de compuestos secundarios y
ascguran que ¢ DNA obtenido preda usarse como templado para Ja reaccidn en cadena de fa
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polimerasa (PCR, Polimerase Chain Reaction; RAPD, secuenciacion, PCR-RIFLP, ete)), en
andlisis de RFLP's tradicionales y para téenicas de DNA recombinante.

Para ¢l proyecte "Filogenias mwleculaes y especificidad de hongos enddfitos del
género Pinus.”, se requerfa un protocolo de aislamiento de DNA que permiticra extracr DNA
de un amplio mimero de muestras en poco tiempo, con concentriaciones y caracteristicus gue
permitieran la amplificacidn del ITS por medio de la PCR. La PCR puede ser sensible a
diversos factores como las concentraciones de los oligonuciedtidos y del substrato, asf como a
impurezay en las prepuraciones de DNA (Whitkus ef al., 1994). Es par esto que uno de los
objctivos de csta tesis fue desarrollar un protocolo para el aislamiento de DNA que redujera o
nimero de pasos y la cantidad de tejido requeridos para la extraceion, El método original
desarrollado por Murray y Thompson (1980), que se basa en ¢l vso de bromuro de
cetiltcimetilamonio (CTAB) se b usado ampliamente, pero ha sido modificado debido a sus
requerimientos de gradientes de Cloruro de Cesio y cantidades relativamente grandes de tejido.
El método usado originalmente para la extraccién de DNA de aciculas de pinos, consistio en un
protacolo modifiendo basado cn el uso de CTAB desarrollado por Doyle y Doyle (1987), e
cual requicre de muchas pasos y requiere 10 gramos de tejido

La mayorfa de tos protocolos de rdpido aislamiento incluyen el uso de morteros y
nitrégeno Hquido para pulverizar el tejido rompiendo paredes celulares, pera este mecanismo
no es siempre efectivo, principalmente en algunas plantas que presentan paredes celulares
gruesas en las hojas, como es el caso de las gimnospermas. Es por esto que en general Jos
protocolos de aislamiento de DNA en gimnospermas requicren de numerasas pasos gue
permitan fa extraccidn, ademds de una gran cantidad de tejido, lo cual implica un mayor uso de
reactivos y uni reduccién del mimero de muestras obtenidas en un tiempo detenninado,

Durante In extraccidn, uno de los principales problemas es el de la degradacion del
DNA que tiene tres causas principales: la presencia de desoximbonucleasas (DNAsas),
compuestos secundarios (v. gr. quinonas y taninos) y la degradacion meednica. Se debe tomar
en cuenta también, que fa calidad del DNA, muchas veces se ve afectada por el origen del
mateviul y e imacenamienito de las muestras, Ademds, durante a extraceién, es posible que
suceda un co-aistamiento de polisacdridos que impiden la actividud de endonucleasas de
restriccién (Milligan, 1992). Por lo tanto, cualquicr protocolo para la extraccién de DNA
requiere de un método y del uso de reactivos gue eliminen los factores de degradacidn,

Los pasos generales en cualquier protocolo de extraccidn de DNA total en plantas son:
(1) rompimiemo de paredes celulares, (2) detencién de  la actividad  enzimdtic:
desoxirribonucleasy, (3) aislamiento del DNA de los demds compuestos celulares y (4)
purificacion de] DNA.

I8



Durante esta parte del trabajo, ol objetive fue optimizar la exiraccion del DNA y
implementacion de un protocolo (“mini-prep™) con el uso de menos tefido vegetal y menas
pasos. Una vez implementado y optimizado ¢l protocolo de extraccion los resultados se
compararon con los obtenidos a patir del protocolo usado anteriormente y al cual
denuminmmos “maxi-prep™.

2.2.2 Método

MUESTRAS

Las colectas de aciculas de pinos se realizaron en el Pinetum "Maximino Martinez" de! Centro
de Genética Forestal A. C, de la Universidad Auténoma de Chapingo, Edo. de México, Dicho
Pinetun cuenta con drholes de 60 especies y variedades de pinos mexicanos con edades
minimas de 10 afios. Se colectaron aproximadinente 10 gramos de acfeulas de un aifio de edad
de cada especic y de las variedades. Las acfeulas se guardaron en bolsas de pldstico con cieme
hermético en hieleras, posteriormente se esterilizaron para evitar L presencia de hongos epffitos
y se empaqueturon completamente secas en papel aluminio, La temperatura de atmacenaje vario
dependiendo de! tiempo yue permanecieron guardadas las muestras antes de Ia extraccién. Para
evitar Ia degradacion de DNA durante el almacenaje de las acfeulas de pinos, se deben guardar
scens a bajas temperaturas, para evitar las actividades de enzimas degradativas por lo cual es
recomendable mantener las muestras a -70°C cuando deberdn permunecer mds de dos semanas
antes de usarse parn [a extraccidn de DNA.

BUFFER DE EXTRACCION

Para evitar la degraducion y ¢ co-nislamiento de polisacdrides, durante Ja extraccién, debe
usarse b buffer de extraccion adecuado para el sistema y un pratocolo determinado. Para la
extraccidn de DNA a parti de acfeulas de pinos se us6 un buffer ampliamente wtilizado cuyo
principal elemento es ¢l CTAB, el cual es un detergente catidnico, que solubiliza membranas y
forma un complejo con los deidos nucléicos (Milligan, 1992), fucilitando su separacion de los
demds componentes celulares. El buffer de extraccién reguiere un pH adecuado para evitar la
actividad de enzimas degradativas de DNA cuyo pH Gptinio es alrededor de 7 (Milligan, 1992),
Por lo tanto, es recomendado un pli de 7.8 a 8.5. El pH del buffer utilizado en este mélodo es
de 8. Para mantener este pH estable, se usa una solucion TRIS-HCE pH 8 (Tris[Hidroxinetil]
aminometaio) y Cloruro de Sodio (NaCl). Owo componente importante del buffer es cl
Tetracetato de Etilendiamina (EDTA), cuya funcion principal es fa de inhibir enzimos
dependientes de metales, ya que quela cationes divalentes como Mg* y Ca™. Finalmente, ¢l 2-
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Mereapto Gtanol (2-ME) se utiliza como agente reductor contra quinonas, disulfuros,
peroxidasas y polifenoles.

Durante ¢l montaje de esta técnica se probd el uso de otro detergente, el N-Lauroil-

Sarcosil, que es menos sensible al fiio y tiende menos & la cristalizacion, pero su naturaleza
aniénica impide la formacion de un complejo con los deidos nucléicos (Rickwaod y Patel,
1995). Se observé que el uso de este detergente no es tan efectivo como el CTAB, ya que Jas
muestras obtenidas mediante su uso tienen bajas concentraciones,
En algunos protocolos s¢ recomienda el uso de BSA (suero de albimina boving) que
causy  degradacién  superficial de  enzimas  degradativas  (Price, 1983) y PVP
(Polivinilpirrolidona) que disminuye ¢l efecto de compuestos secundarivs como quinonas y
taninos. Para mantencr el BSA en un buffer de extraccién se requiere refrigeracion, lo cual
puede originar 1a precipitacion del CTAB, por to cual es recomendable no utilizarlo. Ademis,
se observd que su uso, al igual que el PVP, no incrementan las concentraciones finales ni
disminuyen la degraducidn, Todas las concentraciones de los componentes se enctentran
presentadas en los resultados.

PROTOCOLO

Ef primer paso de la extraccién consiste en el rompimicnto de paredes celulares mediante el uso
del nitrégeno Hquido. Para esto se usa un mortere, en el que se muele aproximadamente un
gramo de acfculas junto con el nitrégeno, hasta que quedan puiverizadas. Una punta de
espitula (= 0.2 g) del tejide en polvo resultante es depositada en otro mortero junto con el
buffer de extraccién y se homogenciza la muestra. En cstas dos pasos se consigue ¢
rompimiento de parcdes y membrmas celulares, ademds de que comienza la accién de
inhibicidn enzimdtica por el EDTA y ¢l CTAB. Durante la inplementacién, este fue un paso
critico, ya que no basta moler el tejido con ef nitrdgeno liquido para que el CTAB inicie su
actividad dentro de 1a céluly, sino que también fue neccsario implementar el paso descrito
anteriormente en el cual se muele el tejido junto con el huffer,

A continuacion se centrifugd Ia muestra (los tiempos y velocidades utilizadas en las
centrifugaciones se especifican mds adelante) para eliminar el buffer wsado eliminando el
sobrenadunte para poder usar un buffer nuevo para la jncutbacion y I formncidn del complejo
dcido nucléico-CTAB. Ilasta estc punto, se vecomicnda realizar todos los pasos en frio,
manteniendo las muestras en hielo y usando wna centrffuga refrigerada (4°C). Después de éste
pmto no es recomendable mantener Jas muestras en Dielo para evitar la precipitacién del
complejo DNA-CTAB (Taylor, 1993), pero las centrifugaciones siguen realizandose en frfo
preferentemente. Entonces, se resuspende of pellet can buffer CTAB 2X y se incuba a 60°C,
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durante diez minntos. Ll tiempo v ta temperatora de incubacion varfa en distintos protocolos,
dependiendo del tipo de tejido, por lo cual para Jn implementacion de este método se hicieron
varias pruebas de temperatura y tiempo para encontrar la combinacién dptima, en la que no
hubiera degradacion de DNA y el CTAB se uniera a las deidos niucléicos.

En este punto el DNA puede separarse de Jus demis componentes celulares. Con este
fin se wtliza una solucién de cloroformofoctanol. En algunos protocolus el octanol es
sustituido por alcoho! isoamflico, por lo cual se probaron ambos y se observé que su uso
puede ser indistinto, ya que an se encontraron dilerencias entre los resnltados obienidos.
Medinnte una centrifugacién y la solucién de eloroformo/octanol, se prieden separar tres fases,
Ia inferior contiene 12 mayorfa de las paredes celulares, inembranas, protefnas desnaturalizadas
y la mayorfa de los palisacdridos (Milligan, 1992), 1a fase intermedia es mds solida y conticne
los restos de tejidos. En la fase acvosa superior se encuentrau los dcidos nucléicos, que se
deben recuperar para purificarse, Con este fin, se trastada la fase acvosa superior y se e afiade
isoprapanol Ifo para precipitar deidos nucléicos, En este punto se deja reposar a -20°C de 30
minittos a 12 horas, tomando en cuenta que a tempos mds largos existe un incremento en fa
precipitacién de deidos nucléicos. Después de una centrifugacion se forma una precipitado de
DNA y pucde eliminarse cl sobrenadante; para asegurar fa limpicza del DNA se pueden hacer
lavados mediante e} uso de etanol al 70%. El etunol se desccha y los restos pueden evapararse
dejando Ips mbos abiertos de preferencia en una cimara de flujo laminar (para evitar
contaminaciones) o utilizando un liafilizador,

EIDNA se resuspende y se disuclve en un buffer compucesto por Tris-HCl pH8 10 mM
y EDTA ImM (TE 1X). En este estado ¢l DNA puede usarse para andlisis de PCR, pero se
debe tomar en cuenta que debido a la naturaleza de fos dcidos nucléicos, dificilmente se aisla
DNA sin co-uistar RNA, La presencia de RNA puede interferir en la PCR y por ésto es
recomendable eliminarlo por medio de una enzima ribonucleasa, lo cual implica un watamiento
mds largo y un protocolo particular (Apéndice 1). Bs importante que dicha enzima este libre de
activilad desoxirribonucleasa, para evitar que se degrade el DNA, Este protocala requicre
ademds la eliminacién de la enzima, ya que ésta también puede interferir en el andlisis y en
uso posterior del DNA. Lu climinacién del RNA tiene dos inconvenientes principales, el
primero por el uso de acetnto de amonio durante la precipitacidn de proteinas, que también
interfiere en la amplificacién mediante In PCR. El segundo consiste en v disminucion de lu
concentracién del DNA.

Para estimar fa concentracion del DNA obtenido mediante ambos métados se utilizo wn
espectrofotémetro, que proporeiona valores directos de fa concentiacion en pg/ml caleilimdo fa

absorbancia del DNA 1 260 nin. Ademds, mediante fa observacidn de los geles de agarosa, se



puede realizar una estimacidn cualitariva de La concentracion y degradacion del DNA, ya que si
se observa una hand intensa en comparacion con el marcador v sin barridos se puede suponer
que sc trta de DNA de buena calidad (figura 63 Los geles de agarosa son tentidas con

bronwro de etidio 10mg/mi.

2.2.3 Resultados y discusion

Antes de implementar ka téepica de “mim-prep”, utiliziibamos un método de extraceion
modificado de Doyle v Doyle (1987), que requiere 10 gramos de aciculas de pinos. Este se
Heva a cabo en 17 pasos (sin incluir fa limpieza del precipitado para la eliminacion de restos de
los buffers) y requicre del uso de centrifugas refrigeradas con rotores con capacidiad para tubos
de S0mi en los cuales caben generalmente de 4 a 8 tubas, mientras que en las microcentritfugas
requeridas para ¢l “mini-prep”, caben hasta 24 tubos de 1.5 a 2 ml Debido a la cantidad de
tejido requerida para el protocola anterior, el tienpo invertido en obiener un polvo fino es
mucho mayor, y en general cada uno de los pasos se Heva mucho mas tiempo y cantidad de
reactivos. Podrfa caleubarse que una persona trabajando sola puede obtener hasta 48 muestras
de DNA en un dia con ¢l uso del “mini-prep”, mientras que con el protocolo “maxi-prep” se
podfan obtener hasta 12, Por los voliimenes wiilizados para la extraccion mediante el “mini-
prep”, ¢l requerimienty de reactivas es mncho menor lo cual implica una disminucion de
€ostos.

Alindltl

23130 .

Figura 6. Extraccisn de DNA towl de aciculas de pinos medianie el protocolo "mini-prep”,
Efecirotoresis en gel de agarosn 0.8%. Muesiras de DNA 1o1al de aciculas de ginos obtenidas mediante el mini-

prep. Sp de muestra por carril.

A continuacion, se muestra el protocota de extraccidn de DNA de aciculas de pinos
(“mini-prep”). El protocolo usade anteriormente se encuenra en el apéndice 1, junto con o
pratacolo de eliminiacion de RNA

favd
o



“MINI-PREP”

1- Moler en un mortero =1 gramo de tejido con nitrogeno Hquido

2- Moler en un micromortero ef equivalente a punta de espitula de tejido pulverizado (= 0.2 g)
junto con fmt de buffer de CTAB 2X (Tris-HCl 100 mM pll 8, NaCl 1.4 M, EDTA 20 mM,
CTAB 2% y b-ME 0.3%)

3- Recuperar todo en un tubo eppendarf de 1.5 mi y centrifugar a 10 000 mpm durante 8
minutos 4 4°C

4- Eliminar el sobrenadante y resuspender con 600 tl de buffer CTAB 2X. Incubar en un bado
4 60°C durante 10 minutos

5- Agregir a cada tubo 600 pl de cloroformooctanol 24:1, agitar hasta homogencizar y
centrifugar a 7000 rpm durante 12 minutos 3 4°C (10 a 15 minutes, hasta que el sobrenadunte
quede transparenie)

6- Trasladar el sobrenadante a un tubo nuevo (con una pipeta de 200 pI) y precipitar el DNA
con 2/3 del volumen final (500 pl uprox.) de isopropanol frfo. Dejar reposar de 30 minutos a
12 horgs a -20°C

7- Centrifugar a 9000 rpm durante cinco minutosa 4°C. Eliminar el sobrenadante

8- El pellet puede limpiarse agregando fml de etanol 70% frfo y centrifugando a 7000 rpm
durante 5 minutos 2 4°C

9- Eliminar el sobrenadante y resuspender el pellietcon 200 pl de TE (Tris-HCl 10 mM pH 8,
EDTA 1 mM)

Durante la optimizacidn de fa extraccidn de DNA a partir de aciculas de pinos los
puntos criticos fueron el rompimiento de paredes celulares y la formucidn del complejo DNA-
CTAB para el aislamiento del DNA. Para obtencr buenas concentruciones de DNA se debe
procurar obiener un polvo muy fino durante la trituracion con uitrdgeno liquido, asf comno
evitar fa descongelacion para evitar Ja degradacion de fas muestras.

Con el protocolo “mini-prep” implementado se han extrafdo mds de 240 muestras de
DNA. Se¢ tomaron 30 de cllas para medir concentriciones y analizar estadfsticamente las
diferencias de las distribuciones de frecuencin con 30 muestras oblenidas mediante el antiguo
protocolo.

Para caleular fas diferencias en fa dispersidn de los datos entre los dos métodos se
utiliz6 la prucba na paramétrica de Mann-Whitney (Zar, 1974). Medimte dicha prueba se
determiné que na existe diferencia significativa entre los dos grupos de datos: fa nestra de
concentraciones obtenidas mediante ¢f “maxi-prep” y las obtenidas medinnte el “mini-prep”
(=1.3897; pl= oo; p>0.05). Adends, s realiz6 una prueba de Kolmogorv-Smirov para
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probar si Las diterencias de Jas distribuciones de frecuencias de concentraciones son diferentes
para las muestras de los dos métodos (Figura 7). Los resultados muestran que no - existe
diferencia significativaentre tos dos conjuntos de ditos (D=0.233 0= 30; p>0.05).

Con el protocolo “maxi-prep”™ se pueden obteper mgunas muesiras de DNA altamente
coneentradas, aunque las graficas v Jas prochas estadisticas inuestran que o existe nna
diferencia significativia, Tomando en cuenti gite con el uso del “mini-prep™ se pueden obtener
Huds muestris enoun Hempo mads corto, esta diferencia es compensada, va que duranie una

extraceidn pueden realizarse véplicas y obtenerse miis muestras.

| Distribucion de frecuencia de concentraciones. |
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fiigura 7. Distribucion de frecucncias de las concentraciones oblenidas en 30 muestras de ONA medianie tos dos

protocolos de extraceion utilizados.

2.3 Aislamiento de DNA total de honges de cultivo

2.3.1 Introduccién

Oftro acercamuento para el indlisis moleaudar de hungos enddfitos de pinos es mediunte
el cullivo y la extraccién de DNA total de hungos enddfitos en cultivo. Bl protocolo
implementado se basé en el desarrollado por Xu et al. (1994) ¢l cual tiene bidsicamente los
inismos componentes y pisos que el mencionado interiormente para la extraceion de DNA twtal

de plantas, ya que se basa también en el uso de CTAB. La principal diferencia radica en el



método para fa rupturn de paredes celulares que en este caso es a partir de la lofilizacidn de
tejidos. La ruptura de paredes célulares es importante para permitir la salida y el aislamiento del
DNA. Para esto, se requiere inocular esporas en medio Ifyuido para obtener micelio en
cantidades suficientes y para desprenderto por completo. El liofilizador elimina toda ol agua del
micelio mediutte bajas temperaturas, un solvente y vacfo, permitiendo la ruptura de paredes
celulares mecdnicamente con la ayuda de una espitula.

Para estu parte del andlisis es importanie el cultivo y el aisluniento de los ongos, ya
que se deben evitar las contantinaciones para impedir la extraccién de DNA de las especies que
se encuentren en el misino cultivo,

2.3.2 Método

El método utilizado para el cultivo y el aislamiento de hongos endéfitos de acfculas de pinos
consiste bisicamente en la esterilizacin superficial de las acfeulas mediante lavados con
aleaho! al 70 % ¢ hipoclorito de sodio al 4 %. Despuds, las acfeutas se cortan en segmentos de
I cm aproximadamente y 10 de los segmentos se colocan en cajas de Petri con medios de agar
enriquecidos (Apéndice 11). Cuando los hongos se desarrollan y crecen en el agar, pueden
aislarse individualmente, por especies, en distitas cajas (Figura 8). Cuando se obtienc un
micelio de una sola especie, se aisla para crecerlo en medio lfquido. Una vez que el micelio se
desarrolla en el sc deposita en tubos eppendorf de 1.5 ml a 2 mi y congelada en nitr6gena
liguido; una vez congelado, el micelio se liofiliza por aproximadamente cuatro horas, El tiempo
varfa dependiendo de Ja cantidad de muestra para cada tubo, ya que cuanda se tiene poca
muestra el tejido puede llegar a resecarse y compactarse en exceso,

Una vez liofitizado el tejido, la extracei6n puede ilevarse a cabo. El protocolo de Xu of
al, (1994) se siguid con una dnica modificacion en el primer paso, en el cual se agrega el buifer
de extraccién. El protocolo original sugiere que se agregue el buffer directamente en el micclio
fiofilizado y con la ayuda de unn espdtula se haga homogénea la mucstra. Durante la
implementacién de esta téenicy, se probd que Iu concentracion det DNA aislado aumentaba
finalmente si el micelio seco se pulveriza antes de agregar el buffer, lo cual puede hacerse de
ipual manera con la ayuda de una espdtula delgada, El buffer contiene Jos mismos reactivos
utitizados en la extraccidn de DNA de pinos, pero en distintas concentraciones, como sc
mucstra mis adelante,



Figura 8, Aislamienio y cultivo de hongos endifitos de pinos.
Folo A: se ubservan los segmentos de acfeulas e el media de cultiva (1) y el micelio de un hongo endéfito
creciendo a partir de un segmento (2). Foto B: micelio aislado de un hongo enddfito v erecido en un medio

enriguecido. Fotos de Rodolfo Salas.

Yara fa formacion del complejo DNA-CTAB, no se requicre del uso de temperaturas
elevadas, ya que este proceso se puede Hevar al cabo a una temperalura ambiente con huenos
resultados. Una vez formado el complejo, se pueden separar las fases mediante la
centrifugacian, La Luse inferior ex acnosa y contiene paredes celulares, protefas, polisacdridos
y restos membrimales, la fase intermedia estd compuesta por las restos del micelio y fa superior

contiene los dcidos nucleicos,

2,3.3 Resultados y discusion

El método para la extraccion de DNA tatal a partir de hongos endofitos cultivados en
medio Hquido fmplementado es el siguiente:
I- Desprender ¢l micelio completo del medio liquido y climinar el exceso de agua, para
congelar y liofilizar el iejido en tubos eppendorf de 1.5 ml o de 2 ml durante coatro horas
2- Moler el tejido liofilizado dentro del tubo con una espidtula, hasta obtener un polva fino
3- Agregar a cada tubo 600 ptl a 800 pl de buffer de CTAB 1X (CTAB 1%, NaCl 0.7 M, Tris
HCI 50 mM pH 8) y agitar hasta homogeneizar
4- Incubar los tubos a temperatura ambiente (con las tapas abiertas) durante 30 minwtos denlio
de una campana de flujo laminar
5- Agregar a cada tubo 600 p! de claroformo-octanot 24:1 (un volumen igual) y agitar hast
homogenizar

6- Centrifugar a 12 000 rpm durante 5 minutos a una lemperatura de 4°C,



7- Recuperar el sabrestadante en up mevo tbo y precipitar el DNA con un volumen igual de 2-
propanol {riv.

8- Centrifugar a 9 000 pm durante 5 mimtos y favar et pelet eliminando ¢ sobrenadante y
agregando Iml de etanol al 70 % frfo

9- Centrifugar a 7 000 rpm durante cinco minutos a 4°C y climinar el sobrenadante,

10- Secar el petlet dejando los tubos abiertos en la cimara de ftujo koninar durante 45 minutos
aproximadamente. Resuspender el pellet con 200 p! TE IX (10 mM Trs-1IC! pH 8, | mM
EDTA)

Debido a que los micelios se aislan y se utlizan para la extraccion durante su
crecimiento, existe una alta actividad metbdlica y por lo tanto se co-aislan altas
cancentraciones de RNA, por lo cual es recomendable climinar el RNA miediante el método
mencionado anteriormente (ver apéndice I).

Con este protocolo se han extrafdo 25 muestras de DNA total con concentraciones
adecuadas para su utilizacion en la PCR, Este método requiere muy poco tiempo para su
realizacién, a excepeién del tiempo requerido para a liofilizacidn, por lo cual puede ser
recomendable liofilizar muchas muestras al mismo tiempo y mantener las tejidos secos en

tubos eppendorf cerrados a una tempereatura de -20°C, hasta que se Heve al cabo la extraccién.
2.4 Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)

2.4.1 Introducclén

Una vez aislado el DNA, ¢l siguienie paso consiste et Ia amplificacion de In regién a
analizar para la inferencia filogenética, mediunte la PCR. El método utilizado para In
umplificacién de Ia region depende principalimente de su tamafio y del némero de copias
encontradas dentro del genoma. Para ¢} andlisis de los hongos endéfitos, en este trabajo es
necesaria Ja amplificacion del ITS del rDNA a partir del DNA total de acfeulas de pinos y de
hongos cultivados, por Jo tunto se requicre un protocolo especifico para su amplificacién n
partir de cualquiera de las muestras de DNA.

L4 PCR es una técnica desarrollada por Kary B. Mullis (1983), cuya principal ventaja
es la de permitir generar millones de copias de una regidn del DNA a partir de una sola
moléeula, y se busa en Ia actividad de sftesis de Ia DNA polimerasa y las temperaturas de
desnaturalizacion y de alineacidn del DNA, Las primeras aplicaciones de In téenica fueron en
diagndsticos prenatales (Saiki et al,, 1985). Posteriormente, Ia PCR comenz6 a uilizrse cono
uny herramienta de estudio genético y en téenicas de DNA recombinante, asf como en e} area de



Ja biologfa evolutiva como una herramienta para la amplificacion de fragmentos usados como
marcadores moleculares. A diferencia de otras (éenicas de clonacidn. esta tSenica penmite
scparar la region de interés del resto del DNA gendémico, requicere poco tiempo, pocos reactivos
y una cantidad muy pequefia de DNA para iniciar [a reaccién.

Los requerimientos para It actividad de sintesis de kv DNA polimerasa son los
siguientes: (1) templado, que consiste en una cadena dnica de 4cido desoxiribonucleico, (2)
oligonuctéotidos o "primers”, que son cadenas cortus dnicas de DNA complementarias a los
extremos 3' de la secuencia blanco y sirven como sefial para la iniciacion de la actividad de
sfntesis, (3) magnesio (Mg™), paw la actividad de la enzima y (4) deoximucledtidos
trifosfatados (ANTP), para la formacion de las nuevas cadenas sintetizadas,

La PCR consiste cn la repeticion de un ciclo de tres temperatras: (1) temperatura de
desnaturalizacidn, (2) temperatura de alineacién de los oligonucledtidos y (3) temperatura de
extensidn. Se usa una temperatura de desnaturalizacion que separa las dos cadenas de DNA,
generando dos cadenas dnicas. Mediante la temperatura de alineacion, dos oligonucledtidos se
unen respectivamente en los extremos 3' de ambas cadenas Gnicus. A continuacién, durante la
temperatura de extensidn, la DNA polimerasa sintetiza las copias a partir de los "primers" haciu
los extremos 5'. Debido a que na existe sefial de alto, las dos hebras recien sintetizadas ticnen
distinto largo, dependiendo de la duracidn de la temperatura de extensidn y de In velocidad de
incorporacidn de nucledtidos por parte de la enzima. Las dos dobles cadenas resultantes son
sometidas nwevamente a pna temperatury de desnituralizacidn, se permite nucvamente I
alineacidn de los oligonucledtidos y la actividad de sntesis de la polimerasa. En este caso las
secuencias recien amplificadas tienen ¢l tamafio justo de la regién blanco, ya que fa sfntesis
cotrenza justo en el sitio de unidn del "primer” y termina husta ¢l final del 1emplado, que es
justo la regién donde comenzd la sfutesis en el primer ciclo (Griffiths et al., 1993). Asf ¢l
proceso puede repelirse indefinidamente (hasta que se acaben los nucledtidos o los “primers”),
hasta obtener un alto mimero de copias de la secuencia binnco del tamafio justo delimitado por
los ohgonucledtidos.

La temperatura de desnatuenlizacion varfa dependiendo de la proporcion de pares de
bases. Una region rica en G-C, requiere de una temperatura de desnaturalizacion alta, pues este
par de bases es més estable ya que se encuentra unido por un wiple enlace hidrégeno; wna
region rica en A-T requiere de unu temperatura mds baja de desnaturalizacion, pues este par de
bases se encuentra unido sdlo por un doble enlace hidrégeno y por lo tanto es mds inestable.
La temperatura de desvaturalizicion se encuentra generalnenente enue los 85°C y los 95°C
(Lewin, 1994).

Debido al uso de temperaturas tan altas se usa una polimerasa tennoestable, extraida

originalmente de wna bacteria tesmdfila: Thermus agnaticns, Por este origen se denoming a la



enzinit Tag DNA polimerasa, Actualmente esta ehizima se sintetiza en laboratorios y se extrie
de otras liacterias termoestables.

Los principales prablemas que se pueden encontrar durante la implementacion del
protocalo para fa amplificacién son: (1) no existe la amplificacidn, (2) el producta se encuentra
a muy bajas concentraciones, (3) presencia de amplilicaciones inespecfficas y formacion de
dimeros de Jos oligonuclediidos.

Taq DNA POLIMERASA
La concentracién de enzima usada durante la reaccién es uno de los principales factores que
pueden onginar amplificaciones inespecificas, formacién de dimeros o bajas concentraciones
de amplificacién. En gencral se recornienda usar de 1 a 2.5 unidades de Tug DNA polimerasa
por reaccion (Innis y Gelfand, 1990). Se define a una unidad de enzitna Tug DNA polimerasa
como aquella que convierte 10 nanomoles de ANTP en 4cido insoluble en 30 minutos a 74°C,
A bajas concentraciones de enzima es posible obtener bajos rendimicntos en los
resultados, pero cuando las unidades por reaccion superan las 3 unidades de enzima, se
incrementa la inespecificidad y la formacion de dimeros (fnnis y Gelfand, 1990).

NUCLEOTIDOS
Lus concentraciones recomendadas para ¢l uso de dNTP's vafan cntwe 20 y 200 pM
dependiendo del largo de la secuencia a amplificar, de ln efectividad y velocidad de sfatesis de
In enzima y de la calidad de los dNTPs, asf como del mimero de ciclos programados para la
amplificacién, Las bujas concentraciones producen un bajo rendimiento, mientras que las altas
concentraciones auntentan Ia probabilidad de amplificacianes inespecificas y Ia formacion de
dfmeros de los oligonucledtidos.

La mezcla de dNTP debe contener igual concentracién de cada uno de los
deoxinucledtidos trifosfatados (dATP, dTAP, dCTP y dGTP), para disminuir las posibilidades
de incorporaciones equivocas,

MAGNESIO

En lu reaccién, el Mg** se encuentra en fornu de cloruro de magnesio (MgCl). Par un lada, la
concentracién del cation en Ia reaccién es crucial, debido a que la enzima es dependiente de
Mg**, por la tanto su cficicncia varfa dependicndo de las concentraciones a las que éste se
encuentre, Cuando se encuentra ny concentritdo afectit Ja alineacion de los oligonucledtidos y
la temperatura de disociacion del DNA y del producto, por lo que las concentraciones
recontendadas oscilan entre 0.5 y 2.5mM (Saiki, 1989).



Se debe tomar en coenta también la presencia EDTA en los buffer utilizadas ya que,
como se menciond anterionmente, es un potente quelante catidnico, y si se Je encuentra nuty
cancentrado puede inhibir la actividad polimerizadora capturando Mg”.

BUFFER DE REACCION

Las sustncias contenidas y sus concentraciones en las soluciones de reaecion varfan
dependiendo det Iaboratario que produce fa enzima. El butfer se encuentra generalmente en un
pH alrededor de 8 y contienene Tris-HCl y claruro de potasio. La enzima se encuentra ¢n un
buffer que conticne glicerol para permitir mantenerla a bajas temperaturas sin que se congele y
se cristalice, udemids contiene EDTA y Tris-HCt pH8.

QTROS
Las reacciones de amplificacidn pueden complementarse con 1a adicion de compuestas
desnaturatizadores y estabilizadores. ] dimetil sulféxido (DMSO) y la formamida se usan para
evitar la formacién de estructuras secundarias en el DNA de cadena tinica y para facilitar
desnaturalizacién de ta doble eadena y son usados sobre todo cuando el fragmiento a amplificar
es grande ((Landre &1 al., 1995). También pueden usarte cstabilizadores como BSA, que en
muchos casos favorecen el resultado final evitando la degradacién de DNA.

El volumen final de la reaccidn también es crftico ya que, dependiendo de éste, vara el
tiempo cu el que se aleanzan fas teiwperaturas (Innis y Gelfand, 1990) y no en todos los
termocicladores se puede hacer este ajuste.

PROGRAMA

Otro punto crftico durante ta umplificacion es la cleccidn de temperaras y tiempos de
amplificacidn, debido a que se debe encontrar las temperaturas y duracién dptimas para los ues
pasos principales de la PCR (desnaturalizacion, alineacidn y extensién).

Desn. turalizacion. La temperatura de desnaturalizicion varfa dependiendo de la composicién de
pares de bases de la regién blanco, que recue generalmente entre los 85°C y los 95°C. En
geteral se usan temperaturas por ariba de las 90°C, por fo cual el tiempo de desnaturalizacion
debe ser corto {entre 5 y 15 segundos por ciclo) para evitw amplificaciones inespecfficas.
Aungque se ha reportado que el tiempa de vida medio de la enzinii es de 45 1 96 minutos 1 95°C
y de 9 mimtos 2 97.5°C (Landre e al. 1995), es recomendable no dejar Targos tiempos arriba
de los 90°C, para evitar la inactivacion de la enzima,

Alineacion, La temperatura y el tiempo de alineacion dependen de la nunwaleza de los
oligonucledtidos y de la regién a amplificar. En general se usan temperaturas entre los 40 y
60°C (Saikt, 1989). Mara hacer una amplificacién més especifica se requieren temperaturas mas
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cercanas a los 60°C y tiempos cortos (10 a 15 segundos). Pero, al hacer este tipo de
restricciones se corre el riesgo de climinar la amplificacion, ya que en este punto las altas
temperaturas podrian impedir la unidn de los oligonucledtidos a los extremos de fa secuencia
blaico.

Extepsion. Las tempentturas de extension recomendadas son emtee 70 y 75°C y varfan de
acuerdo al largo del segniento que se guiese amplificar. En condiciones dptimas una molécula
de enzimit incorpora 150 nucledtidos por segundo (Gelfand, 1989). Aunque ésta velocidad
puede variar en la mesencia de DMSO y glicerol (Landre ez al., 1995), por o cual se deben
hacer ajustes de tiempo part permitic que Ja enzima sintetice todo el segmento. Tiempos
amplios de extension favorecen amplificaciones inespecificas.

2.4.2 Método

Para montar ¢l protocolo de amplificacidn del 1TS de hongos a partir de DNA total
extraido a partir de acfeulas de pinos y de hongos endélitos cultivados se hicieron pruchas de
temperaiuras y tiempos asf como una curva de concentracion de Mg™ para encontrar las
concentraciones dptinas de reactivos para la rezecién,

Tabla 1. Renctivos y concentraciones utilizadas et cada reaccién de 100l para ta amplificacion del ITS &

hongos enddfitos de pinos.

Reactivos Volumen por tubo Concentracion final
ddH20 estérll 72.5p -
DMSO T 2%
BSA 10mg/mi 2ul 0.2mg/m}
Buffer 20 X IX
(Tris-HC1 pH 8.3 200 mM, Sul (Tris-HCE 10 mM, KCI0.05 M,
KCI | M, Tween 20 0,10 %, oM Tween 200.005% y
y NP-40 0.10 %) NP-40 0.005%)
MgCR225mM Ol L5 mM
dNTP 2.5mM 4ul 100 pM
Ofigonuciedtidos 100pM l 1M
Templado ul
DNA polimerasa (SU/) 05t 2.5 unidadcs




En L tabla 1 se enlistan las concentraciones usadas para cada reaccién de 100p! con
reactivos obtenidos de un paquete de amplificacidn de REPLITHERM (Epicentre Technologies
Corporation, Madissan, Wisconsin). También se usaron DMSO como desnaturalizador y BSA
como estabilizador,

Los reactivos se agregaron en el tubo de reaceion en el mismo orden que se presenta en
la tabla 1, Ia preparacién de la reaccion se realizo en frfo. El programa para ka amplificacion del
ITS de hongos consiste en un periodo de [ minuto de desnaturalizacion a 94°C, un periodo de
15 segundos para Ja alincacién de los "primers” a 55°C. A continuacidn un perioda de tiempo
variable (dependiendo del nimero de tubos) a 72°C para depositar 0.5 de enzima (2.5 U) en
cada tubo de reaccién, Una vez agregada Ta enzima comicnzan 35 ciclos de tres temperaturas de
PCR, que consisten en una temperatura de desraturalizacién a 94°C durante 10 segundos, un
periado de 20 segundos para la alineacién de los oligonucledtidos a 55°C y un tiempo de
extensién de 1 minuto 11 segundos a 72°C. Al terminar Jos 35 ciclos se realiza una dltima
extensién a 72°C durante 6 minutos parit terminar la sfitesis de los productos inconclusos
(Figura 9).

I 2 Kl
{ 38 ciclos
! 3 X
1 . P
| E
] Ei
94 o —ee w —_
%: l Eatensidn
Lo e
-
55
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Figura 9, Esquematizacién del programa iuplememado para la amplificacion det ITS de hongos cndéficos.

1y 2 represenian la desuntoratizacton y 1a alineacidn iniciales, Durante ¢l tiempo 3 se agrega la enzinw,

Los aligonucledtidos utilizados para la amplificacidn del ITS de hongos end6fitos de
pinas, y sus secuencias son las siguientes: FE'S IF (Gardes y Bruns, 1993), que se une a la
1egién que codifica para la subunidad 188 del rDNA y NL6A (Egger, 1995), que permile ¢l
inicio de la sftesis desde una poreién de la subunidad 28S del rDNA (Figura 10). Las



secuencia del ITS-1F es: 5-CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA-3 y Ia del oligonucledtido
NLOA: 5-CAAGTGCTTCCCTTTCAACA-3',

l————-—s»rrs Ik

18S rNA S 588 IONAF—rer— 288 rIINA
NLOA -a!«—-—-l

Figura }). Sitios de unidn de tos atigonucledtidos al fDNA. Las flechas indican la direecion hacia ta cual se

Heva a cabo Ia polimerizacién.

2.4.3 Resultados y discusion

El principal inconveniente durante la implementacién de las técnicas de amplificacion de
regiones espec{ficas del DNA, se debe a que los parfmetros utilizados para el incremento de la
especificidad de la amplificacion implican un decremento en la concentracién del producto
amplificado. Par lo tanto, debe encontrarse un equilibrio entre especificidad y concentracidn
para que el producto posteriormente pueds utilizarse para la secuenciacion o para andlisis de
PCR-RFLP. Otro problema, cs que 1o existe wn protocolo apropiado para todos los sistemas,
por lo tanto cada nueva aplicacion requiere un ajuste de los pardimetros para ln optimizacién.

Las amplificaciones resultantes, a partir del DNA que es cxtrafdo de hongos cultivados
en medio Hquida y del DNA obtenido a partir del protocolo para aislar DNA total de pinas
(“mini-prep’) varfan en la concentracion final, ya que cn el segundo, el DNA de los enddfitos
s¢ encuentra a bajas concentraciones. Sin embargo, se encontrd que dicho protocolo cs ¢
Gptimo pari ambos casos.

Las amplificaciones observadas en los geles de agarosa, muestran que al agregar la
enzina despues de la desnaturalizacion final y de un tiempo para que ocurra Ja alineacidn, no se
obtienen dfineros de oligonucledtidos y por lo tanto se incrementa Ja amplificacion, ya que la
regién blanco no compite coit olro sustrato por la enzima (Figura 12). El tiempo en el gue se
agrega Ja enzima es variable lo cual se debe a que es conveniente adicionar fa polimerasa cu el
menor tiempo posible, para evitar Ja formacién de los dimeros de oligonucledtidos, P'or lo
tanto, se debe calcutar ¢l tiempo que Hevard poner en cada tubo de reacei6n la enzima, para
progranar el tiempo que termociclador debe muntener kx temperitura de 72°C. 8¢ encontr6 que
en tiepos mds largos de 3 minutos para este paso, se obticuen muestras allamente
inespecfficas. Lin todas las amplificaciones se usaron coino controles pusitivos DNA’s ya
usados para la amplificacion de 1T$ de hongos enddfitos y como control negativo un tubo de
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reaceidn sin emplado para comprobar ki ausencia de contaminacion. Con éste protocoto se han
amplificado 46 ITS de secuencias fungales de a partir de DNA total de acieulas de pinos e

diferentes espeetes (Figura 1)y 221TS de hangos

2 3 4 5 6 7 8 AHindifl

504 p.h.

Figura F1, Amplificaciones de FTS Fungal a partir de DNA wial de pino.
Electroforésis en un gel de agarosa 0.8%. En fus carriles 5 y 8 se observa una segunda banda, que puede
corresponder a una segunda secriencia fungal. FTS fungal de P, lagunae (1), P. pinceana (2), P. Discolor (3), P.

culminicola (4), P johannis (5), P. cembraides (0), P. edidis (7) y £, johannis (8). Sp1 de ntuestra por caril.
i

obtenidos de DNA de hongos cultivados en edio Iiquide (Figura 12). Con excepeidn de un
individua de una especie (P. johannis; ver Figura 11), en todas tas amplificaciones a partir de
DNA (otal de pinos, s¢ obtuvieron bandas de amplificacion vinicas. mientras que durante of
cultivo en agar de los hongos a partir de acfeulas, se han obtenido hasta cinco especies fungales

de una sola especie de pino y ded nismo individuo. Esta se puede deber a que existen endificos

AHind 111

Figura 12, Tres amplificaciones de 1TS de hongos
cubivadas a partir de aciculas estériles de pinos en
un gel de agarosa O.8%. Pflexilis (cumil 1),
504 p.h.

Porzedkoneskii (earri] 2), P. avacahuire (caceril 3)

y el marcador A HindHE en el il 4.



generalistas que se pueden desarrollar répidamente en cultivos enriquecidos y competir con los
enddfitos especificos. Mientras que en condiciones naturales, los enddfitos especialistas se
encuentran con mayor frecucncii ¢ impiden el crecimicnto de los generalistas, Esto avmenta
probabilidad de que Ja secuencia fungal amplificada a patir de DNA total de pino, pertenezea a
un hongo més especffica y disminuye la posibilidad de que en los cultivos se encuentre ¢l
hongo mds especifica, sobre todo cuando los medios de cultivo no son especificos.

2.5 Conclustones

Las técnicas implementadas para este andlisis pueden wtilizarse en otros sistemas para el estudio
de hongos enddfitos. Il protocolo “mini-prep” ha sido wiilizado para la extraccién de DNA
total de hojas de drboles del género Abies con buenos resultados. El método para la
amplificacién de secuencias de ITS fungales puede utilizarse en DNA total de hongos de
cultivo y en DNA que se co-aisla de las hojas de plantas hospederas. Fn otros estudios serdn
necesarias pocas las modificaciones dependiendo del tipo de termociclador y el disefio de los
oligonuciedtidos wilizados para la amplificacion,

La implementacién y 1a optimizacién de las @éepicas son el primer paso para poder
realizar el andlisis filogenético con base en marcadares moleculares. Este tipo de andlisis, con
dos acercamientos para la oblencidn de resuitados, brinda dos distintas perspectivas. Por un
lado, cuando se extrac DNA de acfculas de pinos pars amplificar el ITS de hongos endéfitos,
se trabuja bajo el supuesto de que se amplificard ¢l DNA del hongo endéfito mds abundante y
por lo tanto, probablemente el enddfito mils especitico. Por otro lado, cuando se amplifica el
ITS de hongos cultivados, se pueden hacer determinaciones de los hongos de los cuales se
obticue la secuencia y analizar las relaciones sistenticas de los endéfitos. Este doble andlisis
puede utilizarse para la creacidn de sondas, a panir de los TS de hongos de cultivo, para
hibridizaciones in sitv en aciculas, gametofitos, embriones y en otros tejidos de los pinos. Una
vez determinada la especie de hongo, la generacion de sondas y fa utilizacion de la téenica de
hibridizaci6n ticne dos aplicaciones importanies en este estudio: (1) la ubicacién de una especie
de enddfito dentro de los diferentes tejidos de la planta, (2) mediante hibridizaciones en
gametofitos y embriones se puede determinar si existe una especie fungal que es transmitida
verticalmente por semilla. Los resultados obtenidos, presentados en este capftulo, constituyen
un avance para la realizacion de esta parte del proyecto, pero para complementarlos se requicre
Ia determinacidn de los hongos cultivados, a partir de los cuales se obtenga la sonda.

El hecha de que exista un conin co-aislamiento del DNA de Ia planta y del hongo
enddlito, junto con ef gran nimero de endéfitos reportados en fanerdgamas, pucde indicar que
el error en ¢l reporte de secuencias de Smith y Klein (1994; ver capitlo 1) no es raro. Si s¢
toma en cuenta que los oligonucledtidos universales para la amplificacion del ITS fueron
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diseindos originalmente a patir de secuencias fungales (Gardes y Bruns, 1993), las
posibilidades de amplificaciones de DNA de los enddfilos son mayores. Por tanto, podria ser
recomendable fa implernentacion de un andlisis, basado en los resultados presentados en este
capftulo, para asegurar que las regiones amplificadas no pertenecen a secuencias fungales. Por
un lado, en especies cuyo ITS cs de un tamafio similar af de un ITS fungal, se puede realizar
un andlisis de similitud o un andlisis fitogenético con ¢l uso de parsimonia, en el que se
incluyan secuencias conocidas de hongos. Si la secuencia es muy distinia o se agrupa en un
clatlo diferente al de fos hongos, entonees se puede asegurar que no se tralan de seeuencias
fungales (siempre y cuando no haya transferencia horizontal). Por otro lado, en los andlisis
basados e los RAPDS, si se realiza un co-aislamiento de DNA fungal, entonces existe uni
alta probabilidad de que algunas de las bandas resultantes del andlisis sean atribuibles a la
presenciu de longos endéfitos. Una manera de comprobar el co-uisiamiento, puede ser
mediante la amplificacién del ITS con "primers” especificos para hongos, Sila amplificacitn es
positiva piede suponerse que la presencia de DNA fungal afectard los resultadus finales del
andlisis, lo cual puede evitarse disefiando oligonuclediidos utilizando el uso preferencial de
codones,

Los resultados obtenidas pueden usarse pura la realizacion de un andiisis preliminar de
las relaciones filogenéticas de los hongos end6fitos de pinos, para la comparacion de
secuencias y para buscar evidencia inicial de la existencia de patrones coevolutivos entre las

hongos enddfitos y los pinos.
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CAPITULO HI
L ANALISIS FILOGENETICO
3.1 INTRODUCCION

Para realizar el anflisis de las asociaciones histéricas, se requiere el uso de la inferencia
{flogendtica como herramienta. Es por esto que, para probar lu existencia de patroncs
coevolutivos en la relacion pino-endéfito, el primer paso consiste en reconstruir Ia filogenia de
cada uno de los taxa por separado. La inferencia filogenética implica Ia reconstruccion a partir
de una matriz de caracteres que pueden ser de tipo morfolégico o nolecular. Para probar la
hipétesis de coevolucin en este sistema se eligi6 el uso de un marcador molecular, el ITS del
nrDNA. Una vez inferidas las filogenias, es posible realizar el andlisis comparativo de éstas,
Parg este trabajo se cuenta slamente con un avance de la filogenia de los pinas inferida
mediunte secuencias parciales del ITS, por lo que uno de los objetivos de este 1rabujo es
proporcionar los resultados prefiminares de a filogenia de los hongos endéfitos para ast,
analizar esta asociacion histdrica,

Los snélodos de comparacién de filogenias desarrolludos por Brooks (1988) y Page
(1994b), no han sido ampliamente usados en la bisqueda de patrones de coespeciacion. En
general, las interpretaciones se basan en el contraste de las dos [ilogenias inferidas (Ia del
pardsito y la de! hospedero), simplemente poniendo una frente a Ja otra para encontrar patrones
de similitnd. Un cjemplo de este tipo de andlisis es ¢l trabajo de Chapela et al. (1994), que
aunque no trati de una relacidn de pardsito hospedero, sf busca un patrén de similitud para
demostrar coevolucion. En dicho trabajo se contrasta una filogenia inferida a partir de DNA
ribosomal, con una inferida a partir de caractercs morfolégicos. Otro tipo de andlisis que ha
silo reportado es el del mapeo de Jos clados de la filogenia o de fos grupos taxondmicos
tradicionales del hospedero sobre la filogenia del pardsito u hospedero, segdn el caso (v. gr.
Beverdige, 1986). Este enfoque whiliza Lasicamente los principios de parsimonia. Las
comparaciones de filogenias mediante el uso de parsimonia reportadas por Brooks (1993) y
por Humphries er al. (1986), sc han hecho con base en filogenias inferidas a partir de
caractercs morfoldgicos, al igual que las reportadas por Page (1994ay b). Los ejemplos dados
corresponden a asociaciones pardsito hospedero, de tipo invertebrado-vertebrado; a excepeion
del trabijo de Chapela ef al. que reporta una asocincién entre hormigas y los hongos que éstas
cultivan, Por 1o tanto, las comparaciones de taxa con reluciones mutualistas son eseasas, y en
general, las compivaciones en donde ambas filogenias son inferidas con base en ditos
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nioleculures son también poco canunes todavia, Mds raras wii, son las comparuciones en las
que ambas (ilogenias se han inferido con el mismo marcador molecular, Este es el caso del
trabajo que se persigue en el laboratorio de Genética Maleculur y Evoliucion para el caso de los
pinos y sus enddfitos.

En este trabajo se usan secuencias de 118 de los hongos enddfitos de pinos como
nrttriz de caracteres para la inferencia flogenética, Con buse en estos datos y en dutos
preliminares de L filogenia de Jas especies de pinos y de I taxonomia tradicional, planteamos
las signientes preguntas: (1) ewidles son las reluciones filogendticas de los hongos endéfitos de
pinos y su relacin con deuteromicetos y ascomicelos conocidos?, (2) jexisten patrones en la
filogenia de los endéfitos que reflejen especificidad por parte de los hongos respecto a los dos
subgéneros de los pinos? y (3) ¢se pueden encontrar patrones de especificidad también a nive
de tas subsceciones de pinos sugeridas en la taxonomfa tradicional?, Para responder estas
preguntas se requicre de la inferencin filogenética de los hongos y del mapeo de fos grupos
distintos de pinos sobre la filogenia de los hongos. La especificidad en la asociacion se
sugerira en el caso en que las hongos pertenccientes a cada uno de los subgéneros o a cada
una de las secciones de pinos se agupen en ramas independientes,

3.1.1  Sceuepcins de los cespaciadores internos transerltos (ITS) como
marcadores moleculnres

Dentro de la sistemdtica molecular se han  desarrollado téenicas para Ja utilizacion de
marcadares nwoleculares basados en Ia informacion de! DNA. Los marcadores moleculares
ticnen ventajas de uso sobre los caracteres mortoldgicos para el andlisis filogeaético, ya que
permiten trabajar directamente con el material genético y ofrecen una escala comdn de
divergencia en todos los organisinos (Avise, 1994). Entre Jos marcadores basados en la
informacion det DNA se¢ encuentran el Polimorfismo en la Longitud de los Fragmenios de
Restriccion (RFLP; Dowlin ef al,, 1990; Sagahai Maroof ¢ al., 1995), el Polimorfismo en la
Amplificacién al Azar del DNA (RAPD; Williams er al., 1990; Russell er al,, 1993) y Ia
sccuenciucion (Gardes et al., 1993}, Para elegir entre los distintos marcadores se debe tomar en
cuenta el costo y €l tiempo invertido on ¢l uso de cada téenica y principalmente el grado de
resolucidn con base en I varinbilidad asf como el nivel xondmica en el cual se realiza la
inferencia filogenética (Avise, 1994). En of caso de k secuenciacion, es importante tomar en
cuenta ciertas caracterfsticas de las regiones otilizadas para In inferencia, Por un lado, existen
genes altamente conservados, cuyas tasas de evolucidn son may lentas, a partir de los cuales
no se puede inferir una filogenia en niveles tasondmicos inferiores, ya que o se encaentran
diferencias cntre especies cercanas. Por atro fado, exisien regiones del DNA con asas de
evolucidn mucho mds altas y por lo tanlo se encuentra wit gran variacion, incluso entre
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individuos de la misma especie, lo cual no permite inferir relaciones en niveles taxondmicos
superiores (Hillis y Dixon, 1991). Las principales ventajas del uso de la secuenciacién de una
regién del DNA como marcador son las siguientes: (a) proporcionan un nayor ndmero de
caracteres y por lo tanto aumenta el pader de resolucion, (b) permite la observacion del modo
de variacién de la secuencia, Por ejemplo para discemir entre transiciones y transversiones asf
como entre las mutaciones silenciosas y las que no lo son, (c) se pueden definir las zonas mds
variubles y las mas conservadas y (4) gracias o los bancos de datos clectrénicos como el
Genbank, se tiene acceso a secuencias de ciertas especies sin hacer el andlisis directo.

Para la comparacin, es recomendable usar el mismo marcador, para inferir Jas
filogenias de los dos grupos de taxa a comparar. Esto evita Jos errores originados por la
comparacién de dos genes que difieren en sus tasas de cvolucidn. Por lo tanto, un
requerimiento para estos marcadores ¢s que cumplan la mtisni fimceidn en los dos taxa a
comparar.

El uso de marcadores moleculares para inferir las realciones filogendlicas entre los
hongos, es particularmente importante debido a Ia simple y frecuentemente convergente
miorfologfa fungal, a la carencia de registro {6sil y a su amplia diversidad y distribucién, Para
inferir In filogenia de los longos endéfitos y de los pinos se decidid usar secuencias del I'TS
del DNA ribosomal.

Una regién ampliamente utilizada dentro de ki sistemitica molecular es el DNA
ribosomal (fDNA; Willivms er al., 1988; Gouy y Li, 1989; Hillis y Dixon, 1991). Tl 1DNA
nuclear de cucariontes esta constituido por cientos de copias de unidades de transcripcidn y
cspaciadores no transcritos. Dicha naturaleza multicopia facilila su amplificacién a partir de
muestras pequeiias de DNA, diluidas o altunente degradadas (Gardes et al., 1993).

Dentro del rDNA existe una region ampliamente usada en la inferencia filogenética entre
especics de plantas (Baldwin, 1992; Soltis y Kuzoff, 1993) y hongos (Jasalavicl er ul., 1995;
Milchell er al., 1995) que es el espaciadar interno transcrito (por sus siglas en inglés: 1TS,
Internal Transcribed Spacer). La regidn de) ITS esta constituida por dos regiones variables no
codificantes, dichas regiones s¢ denominan 1TS1 ¢ IT82. Fnltre los dos espaciadores internos
se encuentra el gen que codifica para la subunidad 5.8S. El conjunto del ITS1, el ITSZ y el gen
5.85 conforman el ITS total, Bl ITS se encuentra flanqueado por sceuencias altamente
conservadas, que son los genes que codifican para las subunidades pequeia y grande del RNA
ribosomal (185 y 28S; Mitchell ef al., 1995). Debido a la presencia de cstas regiones
conservadas se lacilita el andlisis de esta regién, ya que se pueden dischiar oligonucledtidos
"universales” que anplifiquen un amplio rango de especies y faciliten I localizacion de
regiones homélogas durante ln alineaeidn de secuencias. Debido o un fendmeno de
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homogeneizacion, denominado evolucién concertada, ésta familia multigénica de espaciadores
presenta una baja variacion intraindividual e intracspecifica (Arnheim, 1983).

En Jos hongos ¢s particularmente recomendable el uso de) TS como un marcador
molecular, ya que la regidn completa ticne un largo de 600 a 800 pares de bases (jr.b.) lo cual
penmite su aniplificacién y su secuenciacion completa, Ademds, muchos estudios han
demostrado que la region del JTS tene la variacion suliciente para distinguir entre especies
fungales (Gardes y Bruns, 1993).

3.1,2 Alineacién de secuencias

Cuando se usan sccuencias para la inferencia filogenética, cada posicién corresponde a un
caracter y cada nucledtido a un estado de caracter, para lo cual Ia alineacion de secuencias es
bisica, ya que mediante los algoritmos de alineacion se buscan fas homologias posicionales por
parsinionia. Una vez hecha fa alineacion se puede hacer Ia inferencia filogenética usando como
matriz de caracteres el resultado de la alineaci6n.

Ln comparacién de dos o mds secuencias homélogas irplica la identificacidn del sitio
donde pudicron fhaber ocurrido inserciones o deleciones en dos o mas lingjes desde su
divergencia de un ancestro coniin. Ningtin atgoritmo de alineacién permite distinguir en cul
de las secuencias hubo una insercién y en cual hubo una delecién por lo cual se denomina a los
dos tipos de eventos como huecos (cn inglés "gap"; Li y Graur, 1991). A 1o largo de una
alineacién se pueden encanitrar tres tipos de apareamientos por sitio; (1) existe cormespondencis;
cuando en las dos secuencias se encuentran bases iguales, (2) no hay conrespondencia; cuando
en el mismo sitio, para lus dos secuencias se encuentran bases distintas y (3) cuando en una
sccuencia se encuentra una base y en la otra un "gap". La explicacién para el primer caso cs
que no han existido cambios desde ln divergencia o se encuentra una convergencia de los dos
linajes, el segundo caso se explica mediante vn evento de substitucidn, y el tercer caso se debe
a eventos de insercion o delecidn.

Durante Ia alineacién de secuencias divergentes se debe equilibrar ¢ nimiero de sitios
impares y de “gaps" que se insertardn, para hacer Ju alincacién mds parsimoniosa. A) disminuir
el mimero de sitios impares (donde no existe correspondencia) aumenta ¢l ndmicro de espacios
y viceversa, al disminuir ¢l nimero de espacios se aumenta fa probabilidad de aparicién de
sitios impares.

El algoritiio de alineacidn se elije dependicndo de! tunaiio y del miliero de secuencias
a comparar, Ademds depende tiunbién del grado de divergencia enure las secuencias, Cnando se
cotnparan duicamiente dos secuencias muy parecidas se pueden alinear wediante wa inspeceion
visul, Debido al nimero y tamafio de las secuencias comparadas para este trabajo, se wilizd
un algorfimo de alineaciones muiltiples de secuencias, mediante un programa de computadora
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denominado Clustal W (Thompson er al.. 1994). Este algorimo se basa en obtener
alineaciones nyiltiples a partir de una serie de alineaciones binarias (Doolittle, 1986).
Bdsicamente, el algoritino de alineacion nuiltiple de secuencias consiste en tres pasos:
(1) todas las secuencias son alineadas separadamente por pares para caleular la matriz de
distancia y enconlrar el grado de divergencia para cada par de secuencias, (2) se caleula un
“drbol gufa” a partir de la matriz de distancia y (3) las secuencias son alineadas
progresivamente de acuerdo al orden de ramificacion del drbol gufa (Thompson ef al., 1994).
Las posiciones de los espacios o "gaps" que fueron introducidas durante los primeros
alineamientos de secuencias cercanamente relacionadas, preferentemente no ca_ml)iun durante fa
adicidn y alineacidn de las nuevas secuencias, que son las mds divergentes. Debido a lo
anterior cuando existen errores durante la alineacion, el problenia real es originado durante las

alineaciones iniciales,

3.1.3 La inferencin filogenética y el uso de mdxima parsimonia,

Existen distintos algoritmos numérivos para inferir filogenias a partir de una matriz de
caracteres, uno de los cnales se basa en el principio de méxima parsimonia (Hillis y Moritz,
1990). Este inétodo se hasa en seleccionar las drboles que contengnn ¢l nimero minimo de
cambios evolutivos (cambios de un estado de caracter a otro). El algoritmo consiste
hésicamente en los siguientes pasos: (1) indentificar los sitios informativos, (2) para cada drbol
posible se calcula el ndmero infnimo de sustituciones en cada sitio informative, y (3) se suma
el mimero total de cambios de todos Jos sitios informativos para cada drbol y se clige el dibol
con el menor nimero de cambios en los sitios informatitvos (Li y Graur, 1991),

La biisqueda de drboles con menor longitud se lievo al cabo con el programa PAUP
(Phylogentic Analysis Using Parsimony, versién para Macintosh) desarrollado por Swofford
(1993). Dentro de este programa existen tres tipos de bisquedas, que se usan dependiendo del
ndinero de especies incluidas en el andlisis, relacionado con Ja capacidad de memorin y la
velocidad de trabajo de la computadora. Cuando se cnenta con un niimero pequefio de especies
(menos de 11), se puede realizar una isqueda exhaustiva, la cual se basa en la evaluacion de
todos los drboles posibles (estrictamente dicotémicos), El algoritmo consiste simplemente en
conectar los tres primeros taxa de la matriz de caracteres que forman el Gnico drbol posible sin
rafz, En cl siguiente paso se adiciona el cuarto taxon a cada una de las ramas del drbol de tres
taxa inicial, de lo cual se generan tres drboles. Se continun con la adicidn de los siguientes taxa
a cada una de Jas ramas de los drboles que se generan en cada paso y finalmente se eligen los
drboles mds parsimonioses, es decir, con el menor mimero de pasos. Se debe puntualizar que
¢l orden de adicién de Jos taxa no tiene importancia; la adicién puede hacerse al azar o por

cercanfa (Li y Graur, 1991).



Dado que las bisquedas exhaustivas 1o representan una buena estrategia cuando se
trabaja con mis de 11 taxa, frecuentemente se utiliza ¢l método de ‘branch and bound". 14ste
método es muy sinilar al algoritmo de bisqueda exhaostiva descrito anteriormente, La
diferencia consiste en gue si durante la bisqueda, un ameglo de taxa origina un &bal de mayor
Jontgitud que Lo de un drbol inicial generado ab azar, entances no se continda Ja biisqueda en esa
topologfa, ya que al conectar Jos taxa adicionales no serd posible disminuir la Jongitud de dicho
drbol. Se clminan todas las topograffas que desciendan de dicho nodo y se inicia Ia adicion de
taxi en atra topograffa inicial. De esta manera es posible climinar de la memoria todos aguellos
drholes nicnos parsimoniosos,

Cuando un grupo de datos es demasiado grande, no se pueden utilizar métodos
exactos. Se debe utilizar un enfoque heurfstico que aunque disminuye la certeza de una
bsqueda dptima, disminuye el tiempo de cdmputo (Swofford, 1993), Generalmente las
bisquedas heurfsticas utilizan un drbol inicial generado al azar para comenziw ¢l proceso; ¢n
este drbol se realizan distintos rearreglos de tal manera gue se reduce el ntimero de pusos y i
un arreglo es exitosa en encontrar un d&rhol de menor longitud, se adicianan taxa en este tltimo
drbol. Cuando no hay manera de mejorar el drbol ke hiisqueda se detiene, y se puede reiniciar
con otro drbol. La desventaja de éste método cs que no se puede saber si el drbol final mds
corta ¢s realmente el drbol mds corto posible, ya que puede tratarse de un drbol Gptimo local y
no un gptimo glabal, Existen dus estrategias bisicas para optimizar una bisqueda heurfstica:
(1) realizar varias repeticiones de lu bisqueda iniciando cada vez con drboles distintos y (2)
especificar distintas opciones de arreglar los ciados. Se pueden realizar biisquedas con varias
altemativas posibles, ya que cada una de cilas puede proporcionar potenciahmente un punto de
inicio distinto, que & su vez puede generar un drbol mis parsimonioso.

Para estimar la canfianza estadistica de una hipétesis filogenéticn, obtenida mediante
cualquiera de los tres tipos de bisquedas, se puede usar la téenica de "bootstrap” (i y
Zharkikh, 1994), que es un método de submuestreo o remuestreo. Dicha téenica se basa en la
generacion de representaciones del error de muestreo, para probar la confiabilidad de la matiiz
de caracteres y de las hipétesis filogenéticas inferidas a partir de dicha matriz. Como el
muestreo en la reconsuruceion filogenélica no existe, el remuestreo se hace o partir del conjunto
ariginal de datos. Los caracteres son remuestreadas con reemplazamientos hasta que el
conjunto de datos tiene el tamafio original, entonces se lleva a cabo fa reconstruceidn del drbol,
L3n otras patabras, tomando en cuenta que una matriz. de caracteres se compone por caractercs
(columnas) y taxa (renglanes), una columna (un caracter con todos sus estados) es duplicada
dentro de In matriz de datos reemplazando a otra colunna, generando una matriz de caracteres
diferente, a pastir de fa cual se genera un auevo drbol. Lo anterior comprende Gnicamente o una
wéplica de ‘bootstrap”, E! nivel de confianza para una hipdtesis filagenética (cualquier
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dicotomfa en el cladograma) puede estimarse por el parcentije de veces que la hipdtesis se

sustenta entre el németo de réplicas de ‘bootstrap” (Sanderson, 1995).

3.2 Métado

Los métodos de coleeta, extraceidn de DNA y amplificacidn del 1TS se encuentran detallados
en ¢l Capitwlo 1L Los I'TS amplificados fucron purificados para la secuenciacion. par medio de
reamplificaciones mediante fa PCR o con el uso de protocolos de purificacion (ver Apéndice
JH1). Se sccuenciaron 22 1TS fungales obtenidos de DNA total de pinos y solamiente 2 de
hongos culivados y aislados (secuencias correspondientes a P. gregii y P. arizonica). Los
templados de PCR se scenenciaran en un secuenciador automdtico (ABI; Liston ef al., 1996)
del Departamento de Botdnica y Patologfa de Plantas de la Universidad Estatal de Oregon. En
el lubaratorio del Dr. Aaron Liston, det mismo Departamento, se obtuvo un secuencia parcial
de ITS de 130 pares de bases (pb) a partir de un micelio cultivado del género Lophodermium.
éélo en los casos de P. laguae 'y P. culminicola, se obtuvieron dos secuencias fungales
distintas, ya que se coptaba con dos individuos de cada una de fas dos especies de pinos. La
secuencia méds corta corresponde &l hongo de P. pseudostrobus con 374 pares de bases y la
mds Jarga corresponde a P. michoacana con 633 pb. Del Genbank se sucaran 6 secuencias de
I'TS de hongos deuteromicetos y ascamicetos,

La riqueza en contenido de cada uno de Jos diferentes nuclestidos se obtuvo con ¢l
programn MEGA (Kumiw ef al,, 1993; version 1.02 para PC), En el programa PHYLIP
(Felsenstein, 1993; version 3.5 para Macintosh) se construyd una matriz de distancia para
todas las secuencias para estimar ¢l ndmero de sustituciones nucleotfdicas por sitio (k)
mediante la férmult de Kimura de dos pardmetros (Kimura, 1980).

Las secuencias fueron alincadas mediante el programa CLUSTAL W version 1.4 pura
Macintosh (Thompsou et al., 1994) y ulilizadas como matrfz de caracteres para la infercncia
filogen@lica. Para la inferencia filogenética se utilizé el programa PAUP versién 3.0 para
Macintosh (Swoford, 1991).

Para responder las preguntas planteadas en la introduccion de este capftulo, se hicieron
tres undlisis distintos para inferir Ja filogenia de los hongos end6fitos y para los andlisis
preliminares de Ja comparacién. Para cada wno de cllos se realiz6 una alineacion independiente.
El primer andlisis incluye todas Ins sccuencias obtenidas y las extrafdas del Genbank, El
segundo conticne solamente lus secuencias que se obtuvieron de las hongos enddfitos de pinos
y el tercero finicamente las secuencias fungales que comesponden w pinos del subgénero
Japloxylon, Para fas dos primeras reconstrucciones se utilizaron hisquedas heurfsticas; la
tercera reconstruceion se obtuvo a partir de una nfsquede de tipo “branch and bound”. Debido

a que no se cnenta con Ia determinacion de los hongos endofitos que se mencionan ¢n este
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trabgjo, el nombre asignado es ol mismo que el de la especie de pino del cuil se obtuvo 1
secnencia fingal.

El objetivo de la primera reconstruccién es analizae si los hongos  enddfitos
secuenciados se agrupan cn un grupo separado de aquellas ramas en las que se incluyen los
hongos mds generalistas elegidos para el andlisis, cuyas secuencias se ohtuvieron del
Genbank. Las especies de deuteromicetos y ascomicelos utilizadas son la siguientes: Alfermaria
alterata, Verticilium alboatran, Fusarium sambuncinum, Peniciliume dendriticum, Giberela
avenacea 'y Trichophyton rubrum (cuyos niimeros de acceso al genbank son: U05195,
729523, X065478, 1.14502, U26737 y U18352 respectivamente). Las dos primeras especies
son deuteromicetos y las demds son ascomicetos, A excepeién de los dos iltimos géneros,
todos han sido encontrados en los cultivos de hongos obtenidos a partir de acfeulas estériles.
Mediante este andlisis se pueden inferir las relaciones filogenéticas entre los hongos enddfitos
de pinos y su relacidn con el género Lophodermiwm. Dicho género es particularmente
importante en ¢l andlisis, ya que como s¢ menciond en el Capftulo I, posce caracterfsticas que
{o hacen un importante candidalo para encontrar putrones de especiticidad con el género Pins.

Debido a que tanto la filogenia de los pinos, como la de los endéfitos, se encuentran
incompletis, no pucde llevarse al cabo una comparacién de filogenias formal, Por la tanto, el
andlisis aquf presentado consiste en un mapeo de los grupos propuestos en fa taxonomfa
tradicional de pinos sobre lu filogenia de los hongos enddtilos, tomando asf al hospedero como
estado de caracter. El primer paso para la comparacién de rboles por parsimonia requiere cl
mapeo de unit filogenia inferida sobre la filogenia del asociado, para este andlisis se mapearon
grupos de pinos y no Ia filogenia, fo cual hace el andlisis menos precisv. A pesar de la poca
resolticién de este tipo de andlisis se pucden encontrar patrones de especificidad y postular
cambios de hospedero,

La taxonomfa tradicional de los pinus- separa al péuero Pinuy en dos subgéneros:
Huploxylon y Diploxylon, 6 pinos blandos y duros, que se distinguen por tener uno o dos
haces vasculares por hoja, respectivamente. En la filogenia inferida a partir de los ITS de DNA
de pinos, se encontrd que estos dos grupos se distinguen claramente como clados diferentes, lo
cual hace interesante probar si cxiste esta divergencia en los endéfitos. Es decir, si es posible
encontrar una separacidn entre los clados de hongos de pinos blandos y 1os hongos de pinos
duros. Con base en fo anterior, para la segunda reconstruccion, se utilizaron todas las
secuencias obtenidas en el laboratorio, omitiendo las secuencias de cndéfitos generalistas
obtenidas del Genbank. Sobre la filugenia inferida se mapearon fos dos subgéneros.

s posible que lambién exista una separacion entre los clados de los hongos
encontrados en especies de pinos de las diferentes secciones y subsecciones asignadas por
taxonomia tradicional dentro de cada subgénero. Debido a que se cuenta con un mimera mayor
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de secuencias de sepresentanies de pinos blandos, la tercera reconstruccidn, que incluye
{inicamente pinos del género Haploxylon, se utilizé para mapear las secciones y subsecciones

de este subgénero.

3.3 Resultados y discusidn

Las tablas de composicién nucleotidica y Ja matrfz de distancia para todas Jas secuencias se
presentan en los apéndices IV y V. Los nucledtidos Ty C (26% y 25.9%) se encucntran en
mayor proporcidn que las bases Ay G (23.5% y 24.7%). Los valores porcentuales
encontrados reflejan una mayor riqueza en G-C. Estos valores porcentuales son simitares a los
presentadas por Jasalavich er al, (1995) para secuencias de ITS de hongos uscomicetos.

En la matrfz de distancia gendlica se encontré que el valor mds baja es de 0.042 que
corresponde & hongos endéfitos de P. culminicola 'y P. lagunae, que son dos especies
cercanamente relacionadas de acuerdo con la taxonomfa tradicional, mientras que el valor mis
alto es de 6.002, para la parcja de Lophoderminum sp y P. pseudostrobus, lo cual puede indicar
que ¢ hongo aislade de dicho pino no se encuentra refacionado con lus endéfitos def género
Lophodermium, La secuencia con menor distancia genética a Lophodermivm es la secuencia
correspondiente al género Peniciliion.

En ¢l primer andlisis, para Ja inferencia de fas relaciones filogenélicas de los hongos
enddfitos, se obtuvo un drbol consenso mediante una bisqueda heurfstica con fndice de
consistencia de 0.431 y 3 158 pasos, Los fudices de bootstrap en 100 réplicas indican que las
ramificaciones o hip6tesis filogenéticas son robustas (Figura 13). En el cladograma se observa
Ja formacién de un grupo que contiene las secuencias obtenidas en el Genbank y
Loplodermium muy cercano a Penicilimm; la secuencia fungal encontrada en P. culminicola se
asocia fambién a este grupo. Relacionado a dicho grupo, se enctientra otio conformado por
hongos encontrados en pinos duros (P. halepensis, P. oaxacana, P. gregii y P. duranguensis)
y ln secuencia pertenecientc a Alternaria. Estos dos grupos sc asocian con la secuencia
correspondiente a P, arizonica. Las sccuencias de hongos que corresponden a pinos blandos se
agrupan aparte, pero dos secucncias fungales correspondientes a pinos duros se encuentran
dentro de este grpo (P, maximingii y P. herveraif). Entonces, se encuentran dos grupos
claramente separados, el primero formado en general por secuencias de pinps duros y
secuencias de endéfilos generalistas y el segundo formado principalmente por secuencias de
pinos blandos, Unido hasalmente a las dos grupns, s encuentra un clado que contiene fas
secuencias de hongos encontradas en P catarinee 'y P. quadrifofia. Existen dos clados
separados e los demyls grupas, en nno se encuentran dos secuenciins de pinos blandos (P,
edulis y P. johannis) y dos secuencias de pinns del subgénero diploxylon (P. psewdostrobus y



P. michoacana), ¢l otro clado estd formado por una tnica secuencin fungal, que es I

correspondiente a P, rzedowskii. Las dos secuencias de hongos
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Figara 13. Filogenia de hongos enddfitos obtenida mediante una biisqueda heurfsticn. Los valores entre tas ramas

corresponden at los porcentajes de “Bootstrap” de cien repeticiones, 1.0 = 0431, L = 3158,

encontradas en dos individuos distintos de P. lograiae se encuentran cercanas en la filogenia,

mientras que las dos secuencias que corresponden a dos individuos istints de P, colminicola
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se encuentran notablemente separadas. Este ultimo resultado indica que no todas las secuencias
obtenidas son las correspondientes a los hongos méds especificos, por lo cual pam las
siguientes reconstrucciones se eliming del andlisis a una de las secuencias de P. culminicola.

La scgunda reconstruccion inciuye tinicamente a las secuencias obtenidas en este
trabajo y muestra que en general sf se pueiten distinguir dos clados, en uno de fos cuales se
encuentran las secuencias de los hongos asociados 4 pinos del subgéncro haploxylon, y en
otro, aquellos que se asocian a pinos del subgénera diplaxylon (Figura 14).
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Figura 14. Iilogenia de los hongos endéfitos. Mapeo de los dos subgéneros del géneto Pinus, en las especies de
enddfitos asoctados, Reconstruecion inferida u partir de una biisqueda bheurfstica, Acbol mus corto, de léngitud =
2830 y Cl= 0.499.

A excepeién de das especies (P maximinoii y P. herreraii), Jas secuencias de enddfitos
encontradas en pinos duros se agriapan en un clado distinto al de las secuencias encontradas en
los pictos blandws. Es posible que las raimas que se encuentran en el clado donde se encuenta
la secuencia de Lophodermitom sp. pertenczean a especies cercanas a este género, La presencia

de las secuencias encontradas en Punaximinoii y Pherreraii en ¢ gropo de los pinos blandos



puede atribuirse a un cambio de hospedero o a que el mismo hongo se encuentra en los dos
grupos (ver fig. 13 y 14). En esta reconstruccion las secuencias fungales obtenidas de P.
lagnnae, se encuentran mis distantes que en la primera reconstruccion, sin embargo, las dos
secuencias se agrupan con especies de pinos relativamente cercanas, Estos cambios en Ia
agrupacidn de Jas ramas pueden ser un artefacto de ks hiisquedas heurfsticas o un cambio por
la polaridad dada por la presencia o ausencia de ciertas especies en los tres diferentes andlisis y
¢l uso de distintos grupos externos.

La tercera reconstruccion que sélo incluye los enddfitos encontrados en pinos del
género haploxylon (Figura 15), se utiliz6 para ¢l mapeo de las secciones y subsecciones en que
se encuentra dividido tradicionalmente dicho subgénero y se designé como grupo externo a I
secuencia parcial correspondiente a Lophodermium. Haploxylon estd compuesto por dos
secciones; Centhra y Paracembra, In seccién Paracembra se cncuentra dividida a su vez en las

subsecciones Cembroides y Pinceana,
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Figura 15, Mapeo de Ins secciones de {os pinos del subgénero haploxifon en Iz filogenia de los enddfitos

enconrados ¢n pinos blundos. Reconstruccion heeli a pantic de una biisqueda de tipo "branch and bound". Arbol

mds corto, de fongitud = 1400 y Cl= 0.678.

El mapeo de las subsecciones sobre el cludograma de las secuencias de endéfitos,
muuestra que s{ existe jisocizcién entre las subsecciones y los clados definidos en la filogenta,



Tados los representantes  de Ja seccidn Paracembra se encuentran agrupados en un mismo
clado. En el caso de la subseccion pinceana, el patron encontrado puede atribuirse a un cambio
de hospedero, ya que las secuencias fungales de P. rsedowskil y P. pinceana sc encoentran
agrupadas en un clado, mientras que la secuencia del hongo enddfito asociado a P
maximartinezii se encuentta dentro del clado donde se encuentran las secuencias de Ja
subseccion cembroides. Las dos secuencias cormrespondientes a hongos asociados a dos
individuos distintas de P. Jugnnae se encuentran cercanamente relacionadas, lo cual puede
deberse a que en este caso s se encontré la secuencia del hongo mds especffico para esta
especie de pino.

Para un andlisis mds completo, serfa necesario contar con un mayor nimero de
secuencias completas representantes de cada seccidn, yn que en este andlisis los hongos
asociados al subgénero Haploxylon se encuentran sobrerepresentados, asf como los asociados
a la seccién Cembra se encuentran subrepresentados, Ademds, en los andlisis filogenéticos
preliminares presentados en este trabajo s¢ debe tomar en cuenta que existen varias fuentes
probables de sesgo en los resultados. En primera instancia, como ya se ha mencionado
mediante isquedas heurfsticas se cneuentran sicmpre drboles éptinos locales y no Gptimos
globales y en segunda instancia, los andlisis filogenéticos varfan mucho en los resultados
finales dependiendo de las especies incluidas en cada andlisis. Una vez que se cuente con un
conjunto de datos mds completo se hardn andlisis de filogenia can adicién aleatoria de drboles
para explorar distintas “islas” de drboles y minimizar f riesgo de encontrar dptimos locales.
Otra causa posible de un sesgo en cste andlisis es el hecho de que la secuencia de
Lophodermium se encuentre incompleta, Jo cual disminuye el ndmero de sitios informativos
iitiles para la inferencia filogenética. Es importante que en andlisis posteriores se incluya un
mayor mimero de secuencias obtenidas de hongos cultivados y determinados, para que de esta
manera las secuencing obtenidas de DNA fotal de pinos puedan ser identificadas, ademds esto
permitirfa cncontrar nds géneras que presenten patrones de especificidad con los pinos.

A pesar de los posibles sesgos, ol andlisis aquf presentado represema una gufa para la
hiisqueda de patrones de especificidad, pira la seleceion de las especies que se utilizardn en
andlisis posteriores y pura tener un panorama general de las reluciones filogenéticas de los
hongos enddfitos de los pinos. La topologfa de los drboles de endéfitos indica especificidad a
nivel de los dos subgéueros de los pinos y a nivel de secciones en el subgénero Haploxylon,
Esta congruencia puede tomarse como evidencia prefintinar de fa existencia de especificidad,
pero se debe tomar en cuenta que la especificidad v es siempre consecuencia de
cocvolucion, asl como la congriencia entre las filogenias de los asociados no significa
necesariamente coevolicion.
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CONCLUSIONES GENERALES Y PERSPECTIVAS

El montaje y la optimizacion de las téenicas son el primer paso para la obtencidn de resultados
reproducibles en cualquier andlisis que utilice marcadores moleculares. Las téenicas montadas,
presentadas en este trabajo, ofrecen resultados que han penmitido obtener datos preliminares
para la inferencia filogenética de los hongos enddfitos de pinos y para encontrar evidencia de
especificidad y de posibles patrones cocvolutivos en dicha relacion. Pero para lacer
comparaciones formales con los métodos aqui revisados, es necesario completar las filogenias
de ambos grupos. BEste andlisis puede servir para dirigir el estudio e identificncion en Jos
hongos de cultivo mediante el seguimiento de las agrupaciones en los clados y por andlisis en
las secuencias conio los aqui presentados.

Debido al creciente interés en el estudio de los pinos y de los hongos enddfitos en
general, Ja técnica para la extraccidn de DNA total de pinos montada, presentada en el capitulo
11, puede ser publicada como nota téenica (ver apéndice V). Dicha pratocolo ha sido probado
(con pacas muestras) para la extraccién de DNA de gaaetofito y embriones de pinos. ‘También
se ha probado para otras especie de confferas con ¢l mismo éxito. A partir de este DNA se
pueden buscar, mediante amplificaciones del ITS con oligonucledtidos especificos sceuencias
fungales para buscar evidencias de transmisién vertical de hongos endéfitos por via matema.

Bajo In hipbtesis de que los patrones de especificidad son de clados o grupos (por
ejetnplo a nivel de subsecciones) y no de especic, serf recomendable hacer un andlisis tomando
e cuenta inicamente a representantes de las distintas secciones o subsecciones, o tomar como
base los clados formados en la filogenia completa de los pinos. Un paso importante para ol
anélisis, es encontrar Jas condiciones de cultivo pata Lophodersium sp.y 1a hisqueda de otros
géneros de enddfitos de pinos para los cuales se puedan hacer andlisis detallados de patrones
de especificidad. Es importante tomar en cuenta que la congruencia entre las filogenias es $6{o
una evidencia preliminar de coevolucion en esta asociacion endéfito-hospedero, para tener mds
evidencia se debe analizar si la inleraceién afecta Ja dinfmica poblacional y las proporciones
génicas de fas especies asociadas,

[l estudio de patrones de especificidad en esta asaciacion, puede ser Ia base para
estudios posteriores en este sistema enddfito-hospedero, Este tipo de andlisis macroevolutivo
puede ser la base para entender Ja cvolucién de Jos sistemas de reconocimiento y fos
mecanismos de defensa del hospedero, asf como en la evolucién de los enddfitos a partir de un
ancestro pardsito 6 en la bisqueda de patrones bivgeogrdficos. Por otro lado @ un nivel
miicroevolutivo, se pueden analizar los mecanismos de infeccién, de transmision y de
fructificacion, asf como los indices de infeccién y andlisis de variacidn poblacionad de fos

longos en una poblacion de pinas. Ademds, comto se ha mencianado en la introduccidn, uni
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vez definidos los géneros de hongos con especificidad en pinos, se podrfa pensar cn
uplicaciones biolecnoldgicas de algunos de estos enddfitos para of comrol de hongos
patdgenos.

Los resuliados preliminares presentados en este trabajo representan Unicamente un
avance para el estudio de la especificidad de hongos enddfitos y pinos, En el proyecto de
“Filogenias moleculares y especificidad de hongos enddfitos del género Pinus L.” se
completard 1a filogenia de los enddfitos y se realizard una comparacién de filogenias format,
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Apéndice |

“MAXE-PREP”

1-Moler en un mortero 10g de acfeulas con nitrégeno lquido hasta obtener un polvo tino.
2-Vaciar en un matraz of polvo junto con 30mi de buffer de extraccion (BSA 0.1%, Sorbitol
10.35M, Tris-HCEHS0mM pH 8, EDTA 5mM, PEG (3350) 10¢% y 2-ME 0.5%) y moler con una
licuadora de mano o con polytron.

3-Dejar reposar durante 10 minutos a 4°C.

3-Filtrar todo a uravés de una gasa de cuatro capas y un papel filtro, con ayuda del vacfo, v
depositar el Hquido en tthos parit centrifuga de 50mi.

6-Centrifugar a 9000 RPM 1 4°C durante 10 mimos. Los tubas se dehen pivelar por pares
con buffer agua destilada,

7-Eliminar el sobrenadante y resuspender ef precipitado con buffer de lavado (Sorbitol 0.35M,
Tris-HCI S0mM pH 8, EDTA 25mM y 2-ME10.1%) con ayuda de uma varilla de vidrio.

8- Agregar 1/5 del volumen final (2mi aprox.) de Sacosil 5% vy agitar vigorosamente. Dejur
reposar duranie 15 minutos en agua i temperatira ambiente,

9-Afadir 1/7 del volumen finaf de cloruro de sodio SM y agilar vigorosaniente,

10-Agregar 1/10 del volumen final de CTAB 2% vy agitar. lucubar en agu a 60°C durante 10
minuios.

T-Afiadir una solucién de cloraformo-octanol 24:1 hasta tener de 30 o 35ml de solucién y
agitar vigorosameite.

12-Balnncear los bas por pares para ka centrifugacion, mediante lu sofucion de clorofarmo-
octanol y centrifugar a 6500 RPM a 4°C de 102 20 minntos (hasta clareitr el sobrenadante),
13-Trasladar el sobrenadunte a otro wbo de S0mi y se agregan 2/3 del volumen linagd de
isopropanol frfo.

14-Agitar por inversidn suavemente hasta precipitar o] DNA,

I5-Transferir el precipitado, con ayuda de una pipeta pasteur, a un tubo eppendor! de 1.5ml,
que conlenga 2500t de una sofucion de clanol 76%: y acetato de amonio 10mM. Dejar reposar
de 10 minutos a 12 horas.

16-Eliminar toula 1a solucidn mediante el uso de una micropipeta y dejar seear el precipitado
durante una ftora,

17- Afadir de 800 a 1000pt de TE 1X para disalver ¢l DNA,

PROTOCOLO PARA LA ELIMINACION DERNA.

1- Agregar a rada tubo 21 de enzima RNasa (10mg/ml) ¢ incubar i 37°C dutante 30 minutos.
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2- Para precipitar la enzima: agregar [00pd (172VI0) de acetato de amonio 7.5M frio. Colacar a
4°C por 15 minutos con agitaciones ocasionales,

3- Centrifugar a 10K durante 10 mimitos y recuperar ¢l sobrenadante.

d- Agregar 2-21/2 VI de etanol 5% para precipitar ¢ DNA.

S-Centrifugar a 8 500 RPM por 41/2 minutos y climinar el sobrenadante.

6- Lavar el precipitado con ¢l ubo lleno de etanol a 70% para remover ¢l acetato de amonio.
Repetir.

7- Centrifugar a 6K durante 4 minutos y elintinar el alecohol. Secar ¢f DNA con los tubos
abiertos 4 37°C o en una cimara de Mujo faminar,

8- Resuspender en 200mi de TE 1X.



Apéndice IX
MEDIO DE CULTIVO PARA HONGOS ENDOFT0S

Medio

) 1000ml ™ T00ml T
Solucién de sales 20X S0mi I5ml
Elementos traza Imi 0. 7mi
D-Glucosa 101 Tp
Apar 12.53 8.75g
Extracto de levadura lg 0.7p
Extracto de malta 28 1.4g

“Ti- Solucién dé sales 20X
Iin medio litra de dd11,0 afiadir una a una las siguientes sales, esperando que se disuciva Ja
anterior para agregar la siguiente, Uni vez disueltas las sales se afora a Hitra,

Guardar o temperatura ambicente,

NaNO3 120¢
Kd 10.4g
MgS04 +7H,0 10,4
KH2Po4 30.4g

2.- Elementos traza

Anadir los sélidos en orden & 80 ml de ddH,0, disoiviendo completamente uno antes de afadir
¢l siguiente. Calentar Ja solucion hasty hervir y enfriar a 60°C inmedistamentec enfviar a
(empertury ambiente y ajustar el valumen a 100 m! con dd11,0.

Ajustarel pH 0 6.5

ZnS04+7H,0 2.2

I
MiCi2+4H 0 0sg e T AL Lo
Fe SO467H.0 ose SAE BE LA BIBLIU
CoCi2 +511,0 0.168

CuS04+5i1,0 0.16g
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(NH4)6Mo702441{,0

Na,EDTA

O.01g
5.0g

3. Aforar todos los ingredientes a | litro o 700m de ddH,O v estenilizar en autockive 15 min a

121°C,

Na intentar gjustar ¢l pH del medio con el agar incluido

Agregar el antibidtico cuando el medio no este muy caliente,

4.-Antibidticas

Antibtotico Disolver ent [1 de  Stdel] de Trabajo 700 ml
(mg/mi) (Hg/m) (ki medio)
Ampiciling Litanol 70% 40 S0 875
(en H,0 estéril)
Cloramfenicol Metanol o 10 10 700
Etanol absoluta
Fetraciclin H,0 esiénl 10 T 10 700

Agitar ef medio sin lmcer burbujis antes de vaciulo en cajas de petri,

Para e} medio de cultivo Hguido se usan los mismos reactivos y {as mistas concentraciones,

pero o se agrega agar.
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Apéndice HI.

PROTOCOLO PARA LA PURIFICACION DIY PRODUCTOS DE PCR MEDIANTE
REAMPLIFICACION

L. Preparar un get de agarosa/TBE 0.5X (Tris-Borato 43mM, EDTA ImM) 190 tefido con
1041 de bromura de etidio [0mg/ml,

2. Correr 2001 del producto de PCR a parificar a 80 V durante 2 horas aproximadameite.

3. En un teansiluminador de tuz uliravioleta seleceionar la banda a purificar y tomar con un
nicropipeta 3 i Spi de mittesira,

4. La muestra tonuda del gel es utilizada como sustrato para una amplificacion mediante k
PCR, sipuiendo el mismo protoco usado en la prinera samplificacion.

Mara Ja reamplificacion es recomendable moditicar ¢l programa de PCR. haciemiolo s
especifico, Por ejemplo, reduciendo el mimero de ciclos y fa temperatura de alineacion.

5. Precipitar ef producto con 2 172 de etanol absohtto helado y centrifugar a 13 000 rpm
urante 30 minutos y climinar el sobrenadante,

6. Limpiar el precipitado con etanol 70% y centrifugar a 13 D00 rpiy duranie 10 minutos,
Elimina ¢t sobrenadante y secar el precipitado,

7. Resuspender en 201 de agua destilada estéril 0 en TE IX,

PROTOCOLO PARA LA PURIFICACION DE PRODUCTOS DE PCR MEDIANTE LL
PAQUETE DE QUIA GEN

L. Preparar un gel de ugarasa/TBE 0.5X (Tris-Borato 45mM, EDTA 1mM) 1.29% eitido con
10 pi de bromuro de etidio H0myg/mi.

2. Carrer todo ¢l praducto de PCR i purificar & 80 V duvante 2 horas aproxiniadamente,

3. Can una navaja cortar campleta Ia banda seleccionada i purificar en el transiluminadar de uz,
ultravioleta,

4. Pesar ¢l segmento de agarosa cortado y colocarlo en un tbo eppendorf de LSmi, El
segmento cortado debe pesar como mfnimo 400 myg.

5. Tomando en cuenta que 100 mg = 100 pl, aitadic 3 vohimenes del buffer QX1 4 un
volumen de gel.

6. Incabar 1 50°C durante 10 minwtos para disolver el gel.

7. Adadir lo correspondiente a un volumen del gel de isopropana frfo.

8. Con papel, medirel pH y si es mayor de 7.5, reducirlo con acetato de sodio 3M plt 5.

9. Colocar toda b muestra en T colamna superior y centrifugar a 10000 g,

01



10. Eliminar ¢l comenido de fa columna inferior y montar nuevamente hajo Ia colomna
superiar,

11, Lavar con 0.75 ml de buffer PE el tubo superior y centrifugar a 10 000 g durante 1minuto.
Eliminar ¢l lfquido de la columna inferior.

12, Centrifugar o mdxima velocidad durante 1 minuto y colocar la columna superior en tubo
eppendorf limpio y sin tapa.

13. Agregar 50 1 de TE 1X o agua bidestilada estéril y centrifugar 2 midsima velocidad, wn

minuto. Tiste paso se puede repetir agregando 20 gl més y volviendo a centrifugar.,



Apéndice IV

Tabla de composicidn nucleotidica para of ITS por especie.
Todos los valores estin dados en poreentajes, exceptuando ¢f total.

Especie A T C G | Total

P.rzedowskit 201127312681 238] 406

P.pseudostrobus 1 35.8 1 13.9127.3123.01 374

P.naximinol WA W7 2701997 3817

Poregti 2210024472441 464

P. uranguensts 123,60 1 28.5(24.3]23.6] 478

P.halepensis 2.1 2962081 23.5] 476

P flexilis 372 (M8 22.0] 3.8 983
P.enlminicolal [24.6 1248124612611 464
Parizonica 21.37125.81260.7]126.271 431
P.eatarinae 250 [ 28.01 23812341 550
Pherrerail 2277126312241 2851 585

P, michoacana__ 123,11 24.3130.6122.0] 633

Pmaximartinezii [ 25.5 | 26.4 | 23.3 | 24.8 | 435

Tricophiton 2491219127.41257] 470

Verticilion 21,51 25.129.01 23.9( 451
Fussarium 269 | 24.01 25.81 22,71 516
Altemaria 2440129112357 23.T[ 550
Penticiliun 17.6 | 249 | 28.4{ 29.2| 518
Plagwnael 24212041 23.31265] 533
Ppinceana 21,6 125912592671 529

P.quadrifolia 250 124.81263[239] 476

P.oaxacana 204 127.11309]21.6] 470

P.edulis 20712221 3031268 482
P.johanis 208120912481 27.5] 499
P.eulminicola2 1251 1235712641251 443
Plagunae2 25012561 2201273 523
P.discolor 206 [ 272127471 24.8] 540
P.cembroides 2421275712371 24.6] 472
Gibereln 252 1230128812301 473

Lophodermnan— 27,3 1297724211881 130

Total 23,5 12601259 [24.7] 14319




Apéndice V

Maerfz de distancia pepética pars lat treinex secucncias ctfizada en of andiicls filogenfien. Extimacion del mimero de sustitociomes ruirotidicas por sitio (K amtibay y diferencia total de pares de bases iabaysi.

L.as cspecies se encuratyan representadas por mumeres en & orden en quc aparecen en ef apéadice IV.
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Apéndice VI

Mini-prep for easy DNA extraction of conifer species
A. Vizguez Lobo, S, Ortiz, E. R, Alvarez-Buylia
]

* Laboratorio de Gengtica Moleculir y Evolucidn,
Centro de Ecologfa, UNAM.

Research in molecular phylogenetics and intraspecific variation olten requires fast and
efficient extraction of high quality genomic DNA, from a large number of samples. In
cceplants that produce secondary compounds, DNA extraction is notoriously difficult since
polysucehatides and polyphenols form insolable complexes with micleic neids once the cell
is disrupted (Milligan, 1992). Cesium chloride gradicnts can solve this problem (Taylor e
al., 1993) but are expensive and time-consuming. Furthermore, DNA cxtraction in some
gymmosperms is troublesome because of hard, rough celi walls. In panticular, Pinus needle
Jeaves exhibit stiiking xcrophytic attributes. ‘The leaf surface is covered hy a heavily
culinized epidermis within which there are one or more thick-wulied hypodermal fayers,
and the mesophyll is compact, with few air spaces between cells. Protocols for
gymnosperm DNA isolation are thus cumbersome, requiring kurge amounts of tissue and
involving several steps, with the consequent mounting of time and expenses.

We report an easy and inexpensive DNA isolation protocol (modified from Mumay
and Thompson 1980) ta obtain genomic DNA from very small quantities of needle and
seed tissues of pines, DNA isolated by this method has been used in PCR amplification,
and random amplified polymorphic DNA (RAPD) with excelient results,

Few needles (preferably fresh) are grinded with liquid N2 in & micromortar until
tissue is powdered. A spatula-tip of nitrogen powdered tissue is added to other micromortar
with 1 gl of CTAB 2X extruction buffer (100mM Tris-HCI pH 8, 1.4M NaCl, 20mM
EDTA, CTAB 2% and 0.3% b-M13). Grind with miicropestle until sumple flows smoothly.
Transter all the product to labeled Eppendorf tube. Spin at 10K for 8-10 minutes, Pouf ol
supernatant and resuspend pellet in 6001 extraction buffer. Place in 60°C water bath for
10 minutes, Add an equal volume of ¢hloroform-octnol (24:1 v/v) and mix vigorously,
Spin at 7K for 10-15 mimte unti! the supernatant is efear. Remove upper aqueous phase
(600 ml) and wanster W a new tube. Add 2/3 volume of ice cold {sopropanot and mix
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several times hy inversion; store as -20°C for at least 30 minutes or overnight (o increase
precipitation. Spin at 9K for 5 mintes and pour off supernatant. Pellet is washed with fuli
whe of 70% EOH 10 remove chioroformi-octanal. Resuspend pellet in 200p1 TE (1M
Tris-HC! pHE, EDTAImM),
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