UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

FACULTAD DE CIENCIAS

“Analisis de variaciony

estructura genética en

poblaciones de Cedrela
odorata L.”

T ESIS
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:
BIOLOGO

P R E S E N T A:

MIGUEL ANGEL VALLEJO REYNA

Tutor:
DRA. TERESITA DEL NINO JESUS MARIN HERNANDEZ

Cotutor:
DR. DANIEL IGNACIO PINERO DALMAU

CIUDAD UNIVERSITARIA, MEXICO D.F. Octubre de 2008




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Hoja de Datos del Jurado

. Datos del alumno

Vallejo

Reyna

Miguel Angel

52 9512 98

Universidad Nacional Autébnoma de México
Facultad de Ciencias

Biologia

401054273

. Datos del Tutor

Dra.

Teresita del Nifio Jesus
Marin

Hernandez

. Datos del sinodal 1

Dr.

Daniel Ignacio
Pifero
Dalmau

. Datos del sinodal 2

Dra.

Alejandra
Vazquez-Lobo
Yurén

. Datos del sinodal 3

M. en C.
Ana Laura
Wegier
Briuolo

. Datos del sinodal 4

Biol.

Alejandra Citlalli
Moreno

Letelier

. Datos del trabajo Escrito.

Analisis de variacion y estructura genética en poblaciones de Cedrela odorata L.”
58 pp

2008




Faoviran pg Crvcias
Secretaria General
Divisitin de Estudios Profesionales

Votos Aprobatorios

AVFMA L
MERED

Act, Mavmicw Acumax Gosedis

Jefe de la Divisidn de Estudios Profesionales
Facullad de Ciencins

Presente

Por este medio hacemos de su conocimiento que hemos revisado el trabajo escrito titulado;
Andlisis de varlaciin y estructura genética en poblaciones de Cedrela pdorata

realizado por Vallejo Reyna Miguel Angel con ndmero de cuenta 4-D105427-3 quicn ha decidido titularse
mediante bn opeidn de tesis en la licencismra en Biologia, Dicho trabajo cuenta con nuestro voto aprobatorio.

Progictario  Dir. Daniel Ignacio Pifiero Dalmau c{-‘ymﬂ, ;)Jw

Propictario  Dra. Alejandra Vézquez Lobo Yurén  ~—4 . |

el

Propitario  Dra. Teresita dcl Niflo Jesds Marin Hemindez . LA@—— 1"
Tutors

Suplente M. en C. Ana Laura Wegier Briuolo /ﬁ

Suplente Bidl, Alejandra Citlali Moreno Letetier W10ewqete AL

Atentamente,
" Pow Mi Raes Haneard Ev Esptrom ™
Ciudnd Universitaria, . F., a 23 de septicmbre de 2008

%

)
o,

Seibar sinodal: antes de frmar este documento, soliclie ol estudiante que le maestre b version digital de su trabaje ¥ verifigue que
Ia misms Incluys indas las observacionss y correeciones que wsted hios sobre o misma.



Dedicada a:

A Dow (Chava y Dosia Pay

La Educacisn es la mejor henencia que pueden dejar loo padnes a los sus hijos



Agradecimientos:

Esta tesis fue realizada gracias al apoyo del laboratorio de biotecnologia del CENID-COMEF
del INIFAP, al laboratorio de Genética y Evolucion del Instituto de Ecologia de la UNAM vy al
financiamiento de CONACYT

Quisiera agradecer a la Dra. Tere Marin y a la Dra. Susana Azpiroz del laboratorio de Biotecnologia del
INIFAP por la confianza y la oportunidad de participar en este proyecto, también a los investigadores Lev
Jardon, Alejandra Moreno, Daniel Pifero, Alejandra Vazquez, Ana Wegier y demas personal del laboratorio de
Genética y Evolucion por el tiempo otorgado en darme todo el apoyo sugerencias y comentarios para llevar a
término el presente trabajo. Gracias también a los investigadores del INIFAP Conrado Parraguire L., Vicente
Sanchez M., y Antonio Sanches M. por la colecta del material vegetal. Y gracias al CONACYT por la beca
otorgada mediante el proyecto CONAFOR-2002-C01-5983 “Evaluacion de la diversidad genética de Cedrela

odorata L., mediante marcadores moleculares”.

A mi familia: muchas gracias a mis padres Salvador Vallejo y Maria de la Paz Reyna por su enorme
interés en darme estudios por sobre todas las cosas. También a mis hermanos Alberto, Ernesto, Joel y Max y en

especial a mi hermana Claudia por el apoyo econémico que me brindé durante casi toda mi carrera.

Mi mas sincero agradecimiento a mis amigos de la facultad: Esteban, Jaime, Roberto (EIl Tio), Esther,
Fernando, Juan Carlos, Erick, Edgardo, Victor, Paco, Karina, Mario, Gerardo, Hugo Nives y todos con los que
convivi grandes momentos en mi estancia en la Facultad de Ciencias. También a mis amigas del museo
Universum en especial a Alma Laura, Ana, Acenet, Adriana y todas mis demds compafieras. Y un especial

agradecimiento a Liliana por todo lo que vivimos juntos durante tantos afios.

Finalmente quiero agradecer a Yajima por el carifio y apoyo que me brindaste cuando estuvimos juntos y

el que todavia me brindas a pesar del tiempo y la distancia.



ndice

Antecedentes
Biodiversidad y recursos geneticos forestales
Produccion forestal maderable en México
Cedrela odorata Linnaeus
Ubi cacion taxxonomica
Distribucién
Descripcion
Problemética
Genética de Poblaciones
Vaiacion genética
Fuentes de Variacion
Diferenciacion genética
Flujo Génico
Marcadores moleculares en €l estudio de variacion y flujo génetico
Microsatélites
Model os de Mutacion en genética de poblaciones y microsatétites
Fst y el modelo de alelos infinitos
Rst y e modelo paso a paso

Justificacion
Objetivo
Hipotesis

M etodologia
Material biologico
Extraccion de DNA y preparacion d elas muestras
Microsatélites
Seleccion de Primers
Amplificacién de microsatélites

© 00 00 N O O h W WODN PP P

(e e N S S SR T
o U1 N R O

18

18

18

19
19
20
20
20
21



Obtencion de Datos de microsatélites
Andlisis de Datos

Andlisis de variacion genética

Distancia Geogréfica

Andlisis de Estructura genética

indices de Fijacion y Endogamia

Flujo Genético

Distancia genética

Resultados
Variacion genética
Distancias Geograficas
Andlisis de varianza molecular
indices de Fijacion
Flujo Genético
Prueba de mantel
Dendrogramas de Distancia Genética

Discucion
Heterocigosidad
Andlisis Molecular de Varianza
indices de Fijacion
Flujo Génico y Aislamiento por Distancia
Conclusiones
Recomendaciones
Apéndicel

Anexo 1

Bibliografia

22
22
22
22
23
23
24
25

26
26
30
30
32
33
34
35

36

37

37

38

39

40

41

42

46



ANTECEDENTES

Biodiversidad y recursos genéticos forestales

Debido a su ubicacion latitudinal, en la Republica Mexicana se sobreponen dos grandes
regiones biogeograficas: la neartica y la neotropical. A esta condicidon se suman una compleja historia
geoldgica y una accidentada topografia que explican la enorme variedad de condiciones ambientales
que hacen posible la excepcional riqueza bioldgica de México. Esta riqueza bioldgica o biodiversidad
es el grado de variacion entre los organismos vivos y los complejos ecologicos en los que ocurren. El
concepto de diversidad hace referencia al numero de diferentes categorias que estos complejos
expresan a multiples niveles; desde la heterogeneidad de las estructuras quimicas que son la base

molecular de la herencia, hasta la variacion en los ecosistemas.

Los recursos genéticos comprenden la variacion de los organismos del planeta, e incluye la
diversidad tanto entre especies como dentro de una misma especie. De particular importancia para la
humanidad son los recursos vivos que forman parte de la agricultura, la ganaderia, la pesca y la
silvicultura; las plantas y los animales que son la base de nuestros alimentos y sistemas
agrosilvopastoriles. El concepto de recursos fitogenéticos se refiere a los valores ecoldgicos,
econdmicos, cientificos y sociales de los materiales hereditarios contenidos dentro y entre las especies
vegetales. Dentro de este tipo de recursos fitogenéticos nos encontramos con los recursos genéticos
forestales, definidos como la variacion genética existente en los millares de especies arboreas de la
Tierra que constituyen un recurso inter generacional de enorme importancia social, econdmica y
ambiental. Esta variacion genética se expresa en las diferencias entre especies, poblaciones, individuos

y cromosomas y representa un valor real o potencial.

Muchas especies de arboles forestales se caracterizan por sus altos niveles de variacion y sus
extensos ambitos naturales. Este alto nivel de variacion genética es necesario para garantizar la
supervivencia a largo plazo de las especies ya que es la materia prima de la evolucion. También es

necesario para mantener las opciones y el potencial de mejora genética para satisfacer las necesidades



cambiantes de uso final y para adaptarse a las condiciones ambientales que evolucionan
dindmicamente.

Las grandes amenazas para la integridad de los recursos genéticos forestales incluyen la
destruccion y alteracion del habitat, la deforestacion y el cambio en el uso de la tierra, la contaminacion
atmosférica, los sistemas inadecuados de aprovechamiento forestal, el cambio climatico, y el traslado
frecuentemente incontrolado e indocumentado de germoplasma forestal para el establecimiento de
plantaciones, lo que motiva la pérdida de poblaciones adaptadas localmente. Por todo esto la

conservacion de los recursos genéticos es una materia de gran preocupacion nacional e internacional.

Produccion forestal mader able en M éxico

El aprovechamiento y e uso de la gran diversidad de maderas de especies provenientes de
arboles tropicales, ha sido una de las actividades més importantes en la economia de la zona calido
hiumeda del pais, particularmente en el sureste de México. La produccion forestal se lleva a cabo
principalmente en terrenos gidales, con los terrenos privados y los de unidades mixtas en segundo
lugar (INEGI, 1995) (Ruiz, 2000).Las especies econdmicamente mas importantes en esta regién son
caoba, cedro, chacah, chechem, chicozapote, ébano, guanacaste, mangle y pukté. (INEGI, 1997).La
produccion forestal maderable del afio 2004 alcanzd un volumen de 6.7 millones de metros cubicos de
los cuales el 5.7% estuvo representado por especies tropicales (SEMARNAT, 2004).

Dentro de las maderas preciosas, Cedrela odorata L. (cedro rojo), después de la caoba
(Swietenia macrophylla), es la especie maderable tropical mas importante en la industria forestal de
Meéxico. Su madera, de excelentes caracteristicas, se usa para obtener vigas, tablas y chapas, asi como
para fabricar articulos torneados, para cgjas de purosy para hacer tallas. El uso mas indicado para esta
especie, por € bello jaspeado de su madera, es la fabricacion de chapas y madera terciada para la
exportacion (Pennington & Sarukhan, 2005).



Cedrela odorata Linnaeus

Cedro (nombre aplicado en toda su area de distribucion); chujté (tzeltal, zona lacandona de Chiapas);
icté (huasteco); tiocuahuitl (ndhuatl; Figura 1)

Ubicacion taxondmica

Reino: Plantae

Subreino: Tracheophyta
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Rosidae
Orden: Sapindales
Familia: Meliaceae
Género: Cedrela

Especie: Cedrela odorata L.

Figura l. CedrelaodorataL. AcuarelaS. Sierra



Distribucion

El cedro rojo (Cedrela odorata L.) es un &bol originario del tropico mexicano que se distribuye
desde € norte de México pasando por todo Centro Américay hasta América del Sur. Se desarrolla en
suelos arcillosos y arenosos, bien drenados y de textura ligera. Se adapta a diferentes condiciones del
tropico con una temperatura media anual que oscila entre 22 y 28°C (Patifio, 1997). Alcanza sus
maximos tamafios e incrementos en zonas con precipitaciones entre 2500 y 4000 mm anuales; en zonas
con precipitacion pluvial mucho menor €l arbol no se desarrolla correctamente y presenta fustes cortos
y torcidos (Pennington & Sarukhan, 2005). Esta especie es poco abundante en las selvas altas y
medianas (Sanchez, et al, 2006). En México se encuentra en la vertiente del Golfo desde e sur de
Tamaulipas, sureste de San Luis Potosi y las Huastecas hasta la Peninsula de Yucatén y en la del
Pacifico desde Sinaloa hasta Jalisco y Colima también se encuentra en la depresion central y zona
costera de Chiapas (Pennington & Sarukhan, 2005; Figura 2).

Figura 2. Area de distribucion de Cedrela odorata L. en México (Pennington &
Sarukhan, 2005)



Descripcion (Pennington & Sarukhén, 2005)

Cedrela odorata L. es un arbol de hasta 35 m de
dltura y diametro a la adtura del pecho de hasta 1.7 m, €
tronco forma a veces pequefios contrafuertes poco
prominentes, ramas ascendentes y gruesas, copa redondeada
y densa. La corteza externa esta ampliamente fisurada con las

costillas escamosas, pardo grisdcea a moreno rojiza (figura

3). La corteza interna es rosada que cambia a pardo
amarillenta, es fibrosa. El grosor total de la corteza alcanza  Figura 3. Corteza externade Cedrela odorata L.
hasta 20 mm. La madera de esta especie tiene la abura de

color crema rosado con un olor muy caracteristico y sabor amargo, con vasos grandes dispuestos en

anillos concéntricos y bandas conspicuas y espaciadas de parénguima apotraqueal .

L as hojas presentan yemas de 3 a5 mm de largo, ovoides, agudas, rodeadas por varias escamas
ovadas y pubescentes (figura 4). Estipulas ausentes. Hojas dispuestas en espiral de 15 a 50 cm
incluyendo peciolo, compuestas por 10 a 22 foliolos opuestos o aternos; de color verde oscuro en €l
haz y verde palido o verde amarillento en & envés; poseen un penetrante olor a o cuando se estrujan.
Los arboles de esta especie tiran hojas cuando han madurado totalmente los frutos de la temporada

anterior, antes de florecer.

La especie es hermafrodita, es decir, presenta las flores masculinas y femeninas en la misma
inflorescencia y estan dispuestas en paniculas terminales de 15 a 30 cm de largo, finamente
pubescentes; pedicelos de 1 a 2 mm de largo; flores suavemente perfumadas y actinomorfas; Las
masculinas tienen € cdliz verdoso de 2 a3 mm de largo, con 5 dientes agudos, pequefios y desiguales,
ciliolados; corola crema verdoso, que se abre en 5 pétalos. Flores femeninas parecidas alas masculinas,
pero con las anteras abortivas, sin polen, y el ovario hinchado. Florece de mayo a agosto. Los frutos se
ubican en infrutescencias de hasta 30 cm, péndulas. Cpsulas de 2.5 a5 cm de largo, 4 a 5 valvadas,

elipsoides a oblongas, pardo verdoso a moreno con numerosos grupos de lenticelas palidas, glabras,



con un fuerte olor a gjo y que producen un exudado blangquecino y acuoso cuando estan inmaduras;
contienen arededor de 30 semillas aladas de 2 a2.5 cm incluyendo € aa, morenas (figura 5).

Fiaura 4. Hoias de Cedrela odorata L.

Fiaqura 5. Cépsulade Cedrela odorata L.

Problematica

El cedro rojo junto con la caoba (Switenia macrophylla King) han sufrido la disminucién del
tamarnio de sus poblaciones (nimero de individuos) debido a diversos factores, debido ala deforestacion
y €l aprovechamiento selectivo sobre los mejores individuos, afectando la constitucion genética de las
poblaciones (Patifio, 1997).

Aunado a este problema, €l deterioro se agrava por € atague del barrenador de las meliaceas
(Hypsipyla grandella; figuras 5y 6), asociado a metabolitos secundarios que producen estas especies
atrayendo a que € insecto ovoposite en los brotes (Soares et al, 2003); la larva de esta mariposa se
alimenta de la yema apica destruyéndola; su accién produce deformaciones y bifurcacion del tronco
(Herrera & Lanuza, 1997) disminuyendo el valor comercial del arbol y retrasando considerablemente el

crecimiento de la planta afectada y ocasionalmente puede causar la muerte.



_ . ) Figura 6. Taladrador de las melidceas, Hypsipyla
Figura 5. Tdadrador de las meliaceas, Hypsipyla grandella (Zeller), larva

grandella (Zeller), polilla preservada en afiler

Genética de poblaciones

La genética de poblaciones estudia las diferentes fuerzas evolutivas que modelan y afectan a las
poblaciones. La base fundamental de la genética de poblaciones se resume en la Ley de Hardy-
Weinberg, que describe una poblacion diploide en equilibrio y que existe bajo los siguientes supuestos:
los individuos se aparean al azar (panmixia), el tamafio poblacional es infinito, todos los genotipos
presentes tienen la misma adecuacion y no hay llegada de nuevas variantes alélicas (no hay mutacion ni
migracion), es decir una poblacion que no evoluciona. El objetivo de la Ley de Hardy-Weinberg es
establecer un punto de referencia a partir del cual comparamos poblaciones reales, es decir, funciona
como hipdtesis nula para probar estadisticamente la evolucion de las poblaciones. Es a partir de esta
comparacion que se puede empezar a investigar cuales son las causas que hacen que la poblacion real
se aparte del equilibrio y decir cual o cuales de las fuerzas evolutivas estan ejerciendo la influencia

principal en la estructura genética y en el devenir evolutivo de dicha poblacion.



Variacion genética

La variacion entre los individuos de una misma especie fue originalmente descrita a nivel
morfologico. Esta variacion fue la que llamo la atencion de los naturalistas en el siglo XIX, entre ellos
Darwin, lo cual le llevo al planteamiento de los procesos que subyacen al origen y evolucion de las
especies, ideas plasmadas en E/ origen de las especies (1859). Con la integracion a la teoria evolutiva
de los estudios sobre herencia de Mendel (1865) ya en el siglo XX se tienen las herramientas para
entender los mecanismos genéticos involucrados en la evolucidn, y se empieza a estudiar también la
variacion genotipica. Posteriormente, con los estudios moleculares del DNA, se conoce el alto nivel de
variacion entre individuos de una misma especie o polimorfismo. Tal variacion puede existir en uno o
varios niveles de variacion fenotipica (Griffiths ef al.,1996). Se considera que un rasgo (morfoloégico o
genotipico), es polimorfico cuando existe mas de una forma de ese rasgo en la poblacion. Para estudios
sobre genética de poblaciones se considera polimorfismo (P) cuando el rasgo mas frecuente no excede
una frecuencia del 95% en la muestra estudiada (Delgado, et al, 1999). Aparte de P, otro estimador
muy utilizado de la variacion genética, es la heterocigosis esperada (He) en una poblacion. Esto
significa que es necesario determinar el valor de 2pq o H, valor que se encuentra entre 0 y 1 (por
tratarse de una frecuencia), en donde el valor méximo bajo equilibrio Hardy-Weinberg (para un locus
con dos alelos) es de 0.5 (Hartl & Clark, 1997). En el caso de genomas haploides, también es posible
estimar la variacion genética, el estimador que se usa es llamado H o diversidad genética de Nei (Nei,

1987) y es el equivalente a He en datos diploides.

Fuentes de variacién

En la naturaleza solo la mutacion genera nueva variacion. La recombinacion y el flujo génico la
modifican y distribuyen. Por otro lado, existen otras dos fuerzas que pueden reducir la variacion de las
poblaciones: la deriva génica y la seleccion natural direccional. Las reducciones mas importantes en la
variacion genética de las poblaciones se atribuyen a reducciones drasticas en el tamafio efectivo (deriva
génica) conocidas como cuellos de botella, a partir de los cuales las poblaciones volveran a crecer en

nimero de individuos. Sin embargo, en muchas ocasiones son tan pocos los individuos restantes que el
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apareamiento logra rapidamente que se fijen alelos en la poblacion, reduciendo la variacion genética
drasticamente. Entonces, bajos niveles de H, pueden deberse a uno o a una serie de cuellos de botella

en la historia de las poblaciones.

Es verdaderamente dificil que la mutacion, por recombinacion y migracion, logren recuperar
rapidamente la variacion perdida por los cuellos de botella, incluso, es posible que se llegue a la
extincion antes de que se dé una recuperacion genética de las poblaciones porque la recuperacion de la
variacion se encuentra en funcion del tamafio de la poblacion. Si la poblacion vuelve a expandirse
demograficamente, la variacion se puede recuperar lentamente mediante la mutacion (4N generaciones)

y un poco mas rapidamente en presencia de migracion.

Diferenciacion genética

En muchas especies, sobre todo en aquellas que ocupan regiones geograficas muy amplias, o en
las que dentro de su distribucidon existen barreras geograficas, el flujo génico estd limitado y existe

subdivision poblacional. Violando, de esta manera, el principio de apareamiento al azar.

Cuando las poblaciones se dividen, eventualmente se diferencian genéticamente. Existe un
pardmetro que nos ayuda a determinar el grado de diferenciacion genética entre las poblaciones y, de
alguna manera es un reflejo del aislamiento que existe entre ellas, este pardmetro es conocido como
Fist. Este se define como una medida de la diferencia que existe entre la probabilidad de tomar al azar
dos alelos idénticos dentro de una subdivision y la probabilidad de tomar al azar dos alelos idénticos en
toda la especie (Gillespie, 1998). De este modo, si las probabilidades son iguales Fist serda 0 y la
conclusion sera que no hay subdivision, entre mayor sea el valor de Fst, mayor serd la subdivision
poblacional, si Fst es igual a 1 significa que hay una subdivision total, que cada subdivision presenta
una estructura genética diferente y para diferentes alelos. La ecuacion que define a Fst segin  Wright

(1951) es:
Fy = (Ht— Hs) / Ht
Donde Fy >0
H, = es la heterocigosis esperada del total de las poblaciones para todos los loci.

H; = es el promedio de la heterocigosis esperada de cada una de las poblaciones para todos loci.



Flujo génico

El flujo génico promueve la dispersion de genes y con ello recombinacion a lo largo del area de
distribucion de la especie. El flujo génico uniformiza a las poblaciones de una especie y contrarresta la

diferenciacion genética que pudiera ocurrir por el aislamiento geografico (Slatkin, 1987).

Es dificil (en sentido practico) hacer estimaciones directas del flujo genético, ya que se requiere
conocer el nimero de migrantes entre las poblaciones. Para ello, en el caso de plantas, es necesario
hacer mediciones de captura de polen y semillas. Para evitar esto, existen modelos matematicos que
permiten hacer estimaciones indirectas del flujo genético entre las poblaciones. Entre estos modelos
esta el modelo de islas de Wright, que permite calcular el flujo genético (Nm) a partir de F,, (Aguirre

Planter, 2007).

El modelo de islas de Wright supone varias subpoblaciones equidistantes geograficamente como
islas en un archipi¢lago (Hartl & Clark, 1997). Se asume que cada subpoblacion es suficientemente
grande y con un pequeilo pero suficiente nimero de migrantes entre islas como para prevenir

diferenciacion por deriva génica.

En el modelo de islas las principales fuerzas evolutivas son migracion y deriva génica. Bajo este
modelo de islas eventualmente se alcanza un equilibrio determinado por el tamafio de la poblacion (N)
y numero de migrantes por generacion (m) (Gillespie, 1998). En este modelo en el que la migracion se
aproxima a un patrén de islas, en donde la poblacion esta en equilibrio y la variacion en todos los loci

es neutra (Gillespie, 1998), Fst puede estimarse de la siguiente manera:
Fst=1/(1+4N m)
donde N = tamafo poblacional (tamafio de las islas)

m = numero de migrantes por generacion.
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De este modelo si conocemos el valor de Fst de manera independiente podemos saber € flujo
genético entre poblaciones (Nm). La importancia de la deriva génica es proporcional a 1/N, mientras
que la importancia del flujo génico es proporcional a m. ESpor esto que los estas variables influyen en
el valor de F<t, yaque s existe una derivaimportante (N y m pequefias) el valor de Fst sera muy

grande, lo que indicara gran divisién ente las subdivisiones.

El modelo de islas de Wright (1951) menciona que si Nm es mayor a uno se debe esperar poca
diferenciacion, porque la migracién contrarresta la deriva génica. Sin embargo, Kimura (1983)
argumenta que en algunos casos con valores de Nm mayores a cinco se puede seguir detectando cierta

diferenciacion genética.

M ar cador es moleculares en el estudio de variacion

y €l flujo genético

Las diferencias genéticas entre individuos en € nimero y/o patrones de fragmentos de DNA

pueden estudiarse a través de métodos distintos. Entre ellos estd €l andlisis de microsatélites

Estudios moleculares del genoma de diversos organismos han revelado la existencia de
diferentes tipos de secuencias repetidas en tandem, las cuales se agrupan bajo el nombre de secuencias
simples repetidas en tandem (SSR's), estas son 1) satélites, 2) minisatélites, 3) repeticiones pequerias
en tandem (Short tandem repeats), 4) microsatélites y 5) arreglos Alu (Li, 1997). La diferencia
principal entre ellas es el nimero de unidades de repeticion que presentan (Tabla 1).
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Tamariio dela Tamario del
Clase unidad de arreglo Distribucién en
repeticion (pares (unidades de el genoma
de bases) repeticion)
Satélites 2-100s 21005 |, Sonomenos
eterocromatina
VNTR | Minisatélites 9-100 10-100 Dispersa
subtelomérica
VNTR | Repeticiones 35 10-100 Dispersa
pequefias en tandem
VNTR | Microsatélites 1-2y hasta5 10-100 Dispersa
VNTR | ArreglosAlu 1-5 10-40 Dispersa

Tabla 1. Cinco clases de secuencias simples repetidas en tdndem (SSR's) (Li, 1997)
VNTR: Variable number of tdndem repeats

Microsatélites.

Los microsatélites son SSR's del tipo VNTR, cuya unidad de repeticion puede ir de 1 a 6 pares
de bases. Se encuentran en e nucleo de eucariontes y sus organelos (cloroplasto y mitocondria), asi
como en arqueobacterias y eubacterias (Gebhard & Zachau, 1983; Gross & Garrard, 1986; Schéfer et
al, 1986; Tautz & Renz, 1984). Pueden clasficarse en 3 familias. perfectos, compuestos e

interrumpidos (Oliveiraet al, 2006), por jemplo, en estos casos:

Perfectos: TATATATATATATATA

Interrumpidos; TATATACGTGTATATATATA

Compuestos: TATATATATAGTGTGTGTGT

Los SSR's, se consideran de los marcadores moleculares mas polimérficos debido a sus atas
tasas de mutacion (Dalas, 1992; Weber & Wong, 1993; Di Rienzo et al, 1994; Ellegren, 1995).

Algunos minisatélites humanos presentan tasas de mutacion por gameto de hasta 0.052 (Jeffreys et al,
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1988), siendo que los valores promedio de mutaciones puntuales espontaneas por generacion en un
gene estan alrededor de 1x10°¢ (Griffiths et al, 1996). Esto hace que los SSR's sean considerados como
marcadores moleculares muy Utiles para detectar la variacion genética a tal grado que es posible

identificar individuos de una poblacion con unos pocos loci (Tautz, 1989).

Por su alta resolucion en la identificacion de variantes entre individuos, la técnica de
microsatélites se aplica con éxito a nivel intraespecifico para evaluar sistemas de apareamiento,
parentesco y variacion geogréfica (Dowling et al, 1996) y estructura genética y flujo génico en
poblaciones naturales de arboles (Chase et al, 1996; Dow & Ashley, 1996; Dawson et al, 1997; White
& Powell, 19973, 1997Db).

Se ha postulado que la abundancia de polimorfismos en microsatélites, se debe a sistema de
mutacion, que es el apareamiento erréneo durante la replicacion (slippage mispairing), 1o cual explica
también el hecho de que las secuencias que flanquean a los microsatélites sean tan conservadas, ya que
este mecanismo de mutacién no causa cambios en las secuencias flanqueantes (Fig. 7), a contrario que
otros mecanismos de mutacion como es la recombinacion desigual (unequal crossing-over) (Li, 1997).
De hecho e que las secuencias flanqueantes sean tan conservadas es lo que permite amplificar
mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) las secuencias de

microsatélites.

El apareamiento erréneo es uno de los mecanismos por los que pueden ocurrir inserciones o
deleciones en el DNA. Este tipo de mecanismo ocurre en regiones del DNA donde existen pequefias
repeticiones continuas (Li, 1997). La figura 7 muestra que durante la replicacion del DNA puede
ocurrir error debido a apareamiento erréneo entre las repeticiones cercanasy € error puede resultar en
una delecion o duplicacién de un segmento de DNA, dependiendo si €l error ocurre en € extremo 5' o
3' con respecto ala unidad de repeticion (Li, 1997).
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Apareamiento normal durante la replicacion del ADN

5’---AATCCTAGTATA TA

-3’ (hija)

3’'---TTAGGATCAT AT ATGTGCTTAA---5’ (parental)

/

12 replicacion
Error en el apareamiento

AG
TT
C A
5’---AATC TATA -3
3’---TTAGGATCAT AT ATGTGCTTAA---5’

La replicacion continua
insertando unidades TA

AG
T T
C A
5’---AATC TA TATACACGAATT---3’
3’---TTAGGATCAT AT ATGTGCTTAA---5’

!

22 Vuelta de replicacion
La cadena hija se vuelve parental:

5’---AATCCTAGTA TA TA TACACGAATT---3’
3’---TTAGGATCAT AT AT ATGTGCTTAA---5

Resultado: Duplicacién de una repeticion

Figura 7. Generacion de duplicaciones o deleciones por error en € apareamiento durante lareplicacion entre

repeticiones contiguas (Li, 1997)

T

12 replicacién
Error en el apareamiento
5---AATCCTAGTATATA -3’
3’---TTAG AT ATGTGCTTAA---5'
G T
A A
TC

La replicacién continua después de la escision

de repeticiones de TA no apareadas

5’---AATCCTAGTA TACACGAATT---3’
3---TTAG AT ATGTGCTTAA---5

G T
A A
TC
22 Vuelta de replicacion
La cadena hija se vuelve parental:

5’---AATCCTAGTA TACACGAATT---3’
3’---TTAGGATCAT ATGTGCTTAA---5’

Resultado: Delecidn de una repeticion



Modelos de mutacion en genética de poblaciones y microsatélites

Una importante pregunta a ser resuelta es que modelo tedrico se puede usar para determinar
correctamente los parametros genéticos de poblaciones obtenidos mediante datos de microsatélites.
Para esto, diversos modelos de mutacion son usados para obtener el nimero esperado de alelos en una
poblacion a partir de la heterocigosis esperada y también para andlisis estadistico de la variacion
genética, sin embargo cada modelo presenta sus ventajas y desventajas cuando son aplicados a datos de
microsatélites. Entre los diversos modelos que existen, el modelo de mutacion por alelos infinitos
(infinite alleles) y el modelo de mutacion paso a paso (stepwise) son de los mas usados para el andlisis

genético poblacional en datos de microsatélites.

F,y el modelo de alelos infinitos

F siempre es mayor o igual a cero. Si la poblacion esta en equilibrio Hardy-Weinberg, Fy, = 0
(Hartl & Clark, 1997). Esta definicion de F, se ajusta a un modelo de mutacién de alelos infinitos
(Wright, 1949; Kimura & Crow, 1964), el cual supone que toda mutacion crea un nuevo alelo o un
alelo que no existe en la poblacion en ese momento (Li, 1997). Ademas este modelo supone tasas de
mutacion relativamente bajas, lo cual es razonable para muchos loci de isoenzimas, no asi para los

microsatélites (Slatkin, 1995).

Con loci tan variables como los de microsatélites, tanto Hr como Hs pueden ser muy cercanos a
0.5, y por ello F, muy pequeiia. Fy, no considera que en dos poblaciones la heterocigosis sea alta y
debida a alelos diferentes en cada caso, Fy, sera pequefia a pesar de que la diferenciacion sea clara entre
ambas poblaciones. Por el otro lado, los loci de microsatélites tienen una tasa de mutacion alta, lo que
puede generar convergencia de alelos y en dado caso, podria parecer que los alelos de dos poblaciones
son iguales aunque provengan de microsatélites predecesores diferentes, por lo que F, también en este

caso sera pequena.
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Bajo este modelo de alelos infinitos, la mutacién no permite conocer el estado alélico anterior,
por lo que una similitud extrema entre poblaciones, medida con F,, puede ser solo atribuida a

migracion o a una asociacion historica (Slatkin, 1995).

Entonces de acuerdo con el modelo de alelos infinitos que se utiliza para derivar Fy, no se
considera la historia de los alelos que se originan por mutacion de microsatélites, los cuales son mas

parecidos entre si entre menor nimero de diferencias tengan en el nimero de repeticiones.

R, v el modelo de mutacion paso a paso.

Basandose en que en el caso de los microsatélites las tasas de mutacion son altas y que este
proceso no borra la informacion acerca del estado ancestral, Slatkin (1995) sugiere un estimador de
diferenciacion entre poblaciones para loci muy variables que se ajuste a un modelo de mutacion paso a

paso (Ohta & Kimura, 1973) con memoria del estado ancestral. Este estimador es R,, (Slatkin, 1995)

Ru=(S—Sw)/S

donde Sw = 2 veces la varianza promedio de tamafio de alelo en cada poblacion

S =2 veces la varianza estimada del tamafio de alelo en todas las poblaciones.

En el modelo de mutacion paso a paso los posibles estados alélicos se visualizan como los
componentes de una linea, una mutacion causa que el estado del alelo se mueva un paso a la derecha o
a la izquierda. No obstante, ni este modelo, ni el de los alelos infinitos puede distinguir la posible

convergencia de alelos, es decir la homoplasia.
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Los andlisis de variacion de tamarfio de los diferentes alelos encontrados en diferentes loci de
microsatélites, obtenidos a partir de datos reales y de simulaciones (Vadés et al, 1993), apuntan a que
el cambio en el nUmero de repeticiones sigue el model o de mutacidn de paso a paso (stepwise mutation
model) de Ohta y Kimura (1973). Los datos de Vadés y colaboradores (1993) muestran que la
distribucién de frecuencias del tamafio de los aelos es multimodal. Esta distribucion multimodal
pudiera surgir de la subdivision poblacional, de la migracion o por seleccién. Sin embargo estos autores
muestran que la distribucién multimodal surge en una poblacion que se aparea al azar sSin migracion y
sin seleccion bgjo un modelo de mutacion paso a paso. Se han aplicado este mismo tipo de
simulaciones a modelo de ae€los infinitos (Chakraborty & Daiger, 1991) (Harding et al, 1993)
(Shriver et al, 1993) pero estas simulaciones no se gjustan a los datos reales como las simulaciones

bajo e modelo de mutacion paso apaso (Li, 1997).

L os resultados de simulaciones apuntan entonces a que en los andlisis estadisticos de diversidad
genética, es necesario ponderar € hecho de que los alelos con menor diferencia en longitud de
microsatélites son més cercanos que aquellos con mayor diferencia. Esto provee una relacion lineal
entre la distancia genética basada en la longitud de los alelos y el tiempo de divergencia entre las
moléculas (Di Rienzo et al, 1994; Goldstein et al, 1995 ay b; Slatkin, 1995)
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JUSTIFICACION

C. odorata L. es una especie tropical de alto valor para explotacion maderable y por tanto una
gran aternativa para los duefios y poseedores del recurso para obtener ingresos adicionales a sus
actividades, sin embargo las poblaciones de Cedrela odorata L. se han visto reducidas drasticamente en
las Ultimas décadas debido a los problemas ya mencionados, mismos que han originado fragmentacion
alo largo de su érea de distribucién. Por lo cua la genética de poblaciones es una gran herramienta
para generar informacion que nos ayude a crear una mejor estrategia para la conservacion y manejo

sustentable de dicha especie.

OBJETIVO

Determinar la estructura y variacion genética en 7 poblaciones de C. odorata L. en México
(Sierra Gorda, Qro; Tuxtepec Oax, Soconusco Chis, unalocalidad en el sur de Yucatan y 3 localidades

de Campeche) mediante &l andlisis obtenido por medio de microsatélites nucleares.

HIPOTESIS

Las poblaciones de C. odorata L. se distribuyen alos largo de las costas del golfo de Méxicoy
del Océano Pacifico, no obstante, su creciente deforestacion, corte selectivo, y fragmentacion del area
de distribucion nos sugiere que existe una poca variacion a nivel intrapoblacional, por otro lado, se
espera que la diferenciacion interpoblacional sea mayor entre las poblaciones mas algjadas con respecto

alas poblaciones mas cercanas.
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Metodologia

Material Biologico

Las muestras de las poblaciones fueron colectadas entre 2004 y 2006 por investigadores del
CENID-COMEF del INIFAP. Se colectaron yemas de crecimiento u hojas y fueron limpiadas con
Etanol a 70% algunas de ellas fueron puestas en hielo y otras congeladas en nitrégeno liquido (esto
dependia de la disponibilidad del material) para su traslado al |aboratorio en el cual fueron colocadas a
-80° para su conservacion.

L as poblaciones estudiadas son 7 (figura 8), la mayor parte del sureste mexicano, entre ellas 9
individuos de Calakmul, 9 de Hopalchen, y 10 Candelaria, todas ellas en Campeche. Una localidad en
el Sur de Yucatan con 12 individuos, ademas de colectas de 12 individuos del Soconusco en Chiapas,

11 de Tuxtepec en Oaxaca, asi como 15 individuos col ectados en la Sierra Gorda de Querétaro.

Figura 8. Mapade localizacion de las poblaciones colectadas. (mapa obtenido mediante Google Earth 4.3.)
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Extraccion de DNA y preparacion de las muestras

La extraccion de DNA se realizo utilizando € kit comercial de extraccion DNeasy Plant Mini

Kit (Qiagen USA), y se siguieron las instrucciones de dicho kit.

De la muestra obtenida por el kit se tomaron 16ul de DNA extraido y se diluyeron con 784ul de
H,O grado biologia molecular (es decir una dilucion 1:50) para redizar la cuantificacion de DNA
extraido en el espectofotémetro. Una vez conocida la concentracion de DNA en cada muestra, se
realizaron aliclotas a 5ng/pl para estandarizar y partir de una concentracion conocida para los
siguientes procedimientos. Para verificar la calidad de DNA extraido, se corrieron 5ul de cada muestra
en geles de agarosa TBE 1X a 1% durante 15 min. a 100V constantes y se evidencié con bromuro de
etidio.

Microsatelites

Seleccion de Primers

La existencia de polimorfismo de SSR ha sido recientemente documentada en Cedrela odorata
L. (Hernandez et al, 2007). La seleccion de los primers se realizo buscando en la base de datos de
Genbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/) y de ahi se eligieron 3 primers especificos para
microsatélites nucleares de C. odorata, reportados por Hernandez y colaboradoers (2007) los primers

elegidos se muestran en la tabla 2

Locus microsatélite Secuencias de los Primer Tamafio del | Num. Acceso al Genebank
Alelo en pb
Ced2 (GA) F: TTTGCTTTGAGAAACCTTGT 130-170 EF413962

R: AACTTTCGAATTGGTTAAGG

Ced44 | (TG)(AG)y F: ACTCCATTAACTGCCATGAA 180-240 EF413965

R: ATTTTCATTCCCTTTAGCC

Ced95 (CT)i/(AC)s F: ATTTTCATTCCCTTTTAGCC 190-250 EF413969

R: TTATCATCTCCCTCACTCCA

Tabla 2. Primerselegidos parael estudio (F=Forward; R= Reverse)
20



Amplificacion de microsatélites.

La amplificacion de los microsatélites se realiz6 mediante la reaccion de PCR. Las reacciones
de PCR se llevaron a cabo en un termociclador (Eppendorf MasterCycler Gradiant), en un volumen

total de 20ul. La solucion se prepar6 de la siguiente manera para los primers Ced2, Ced44 y Ced95:

Reactivo Concentracion Inicia Concentracion en la Reaccion Volumen aTomar
Buffer PCR 10X 1X 2 ul
MgCl, 30 mM 1.5mM 1l
dNTP's 10mM 0.25mM 0.5ul
Primer forward 15uM 1.5uM 2ul
Primer reverse 15uM 1.5uM 2ul
Tag polimerasa 5 U/l 1U 0.2 pl
DNA 5na/ul 20ng 4.ul
H.0 aforar 20 8.3 ul

Las condiciones de lareaccién son las siguientes (Hernandez et al, 2007):

Desnaturalizacion inicial a 95° por 5 min.
40 ciclos de:

desnaturalizacion a 94° por 1 min.
alineamiento a 55° por 1min.

extension a 72° por 1 min.

extension final a72° por 5 min.
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Obtencién de Datos de microsatélites

La obtencion de datos se hizo mediante electroforesis en geles de policacrilamida (PAGE por
sus siglas en ingles) tefiidos en nitrato de plata de manera manual ( ver apéndice 1). La posicion de las
bandas del microsatélite se determind con respecto a la posicion de las bandas del marcador de peso
molecular utilizado (10 bp DNA Ladder Invitrogen Cat. No. 10821-015 y 25 bp DNA Ladder
Invitrogen Cat. No. 10597-011).

Analisis de Datos

Analisisde variacion genética

Los estimadores de variacion genética se cacularon mediante los programas Arlequin ver. 3.1
(Excoffier et al, 2005) y TFPGA. Se estimaron las frecuencias relativas de cada alelo, tanto dentro de
las poblaciones como en € total de la muestra La diversidad genética fue estimada como la
heterocigosi s esperada para datos diploides (He; Nei, 1987) lo cual se estimé tanto para el conjunto de

las poblaciones (Ht) como para cada poblacidn por separado.

Distancia Geogr &fica

La distancia geogréfica fue calculada a partir de los datos de las coordenadas en grados de
latitud y longitud tomados en campo con un GPS en los sitios de colecta y mediante € uso del
programa Google Earth 4.3 se utilizaron dichas coordenadas para poder obtener la distancia en Km

entre pares de las 7 poblaciones estudiadas.
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Analisisde estructura genética

Para definir grupos de poblaciones que fueran o mas homogéneos geogréficamente y
maximamente diferenciados unos con otros, se utilizo €l programa SAMOVA ver. 1.0, (a programale
pedimos que trabajara con 2, 4, 5y 6 grupos, para utilizar y analizar los que tuvieran mayor Fcr) a estos
grupos de poblaciones obtenidos mediante este andlisis se les realizé un andlisis jerérquico de varianza
molecular (AMOVA) para observar como se encuentra distribuida la variacion genética dentro de las
poblaciones, entre las diferentes poblaciones y entre los grupos de ellas; esta prueba se basa en €
numero de diferencias encontradas entre los genotipos. Los indices de fijacion son calculados en tres
niveles. Fs, entre poblaciones de un grupo; Fs;, dentro de las poblaciones; y F¢r, entre grupos de

poblaciones. EI AMOVA fue realizado mediante el programaArlequin ver. 3.0

i ndices de fijacion y Endogamia

En poblaciones reales, no necesariamente cada subpoblacion sigue el equilibrio de Hardy —
Weinberg, y por lo tanto, F en cada subpoblacién podria no ser 0. Wright (1951) propuso que las
desviaciones de las frecuencias genotipicas en una poblacion subdividida, seria medidas en términos de
tres parametros, Fis , Fir y Fsr, llamados indices de fijacion. Fis es la correlacion entre dos gametos
escogidos al azar respecto a la subpoblacion. Fir es la correlacion entre dos gametos escogidos al azar
respecto a la poblacion total. Fsr es la correlacion entre dos gametos escogidos al azar de cada
subpoblacion respecto a la poblacion total. Mide el grado de diferenciacion genética de las
subpoblaciones. Los indices de fijacion estan relacionados por la siguiente formula:

(1 -FIT):(I 'F[S)(l 'FST)

La endogamia es el apareamiento preferencial genotipico positivo, es por lo tanto el
apareamiento entre individuos que son parientes. La medida mas comun del efecto de endogamia es el
Coeficiente de Endogamia (Fj), definido por Sewall Wright (1922) como la correlacion entre los
gametos que se unen para formar el cigoto. El coeficiente de endogamia mide la proporcion en que

disminuye la frecuencia de heterocigotos de una poblacion en equilibrio Hardy—Weinberg al someterla
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a endogamia. El coeficiente de endogamia F;, es la proporcion en que aumenta la frecuencia de
homocigotos por cada ciclo de apareamiento endogamico. Para cuantificar €l efecto de la endogamia
(Fs) vy la distancia genética entre las poblaciones se obtuvieron los indices de fijacion calculados a
partir de la heterocigosis. Para este paso se calcularon los indices Fst para e caso del modelo de
mutacién por aelosinfinitosy € indice Rst para el caso del modelo de mutacidn paso a paso (stepwise)
(Slatkin, 1995) mediante el programa SPAGeDi ver. 1.2 (Hardy & Vekemans, 2002).

Con los datos de | os indices de fijacion se construyo una matriz de datos con las distancias tanto
para el modelo de alelos infinitos (Fsr) como para el modelo stepwise (Rsr) para comparar |os pares de

poblaciones.

Flujo Genético

A partir de estos datos del indice de fijacion Fsr se estim6 € flujo genético entre los pares de
poblaciones mediante |a siguiente formula:

Nm=1v, (1/FST'1)

Donde Nm representa el flujo genético basado en & tamafio poblacional (N) y la tasa de

migracion (m) y es calculado a partir del indice de fijacion Fst.

Una vez calculado € flujo genético y con la finalidad de observar si existe una relacion lineal
significativa entre el flujo genético y la distancia geogréficay por tanto saber si existe aislamiento por
distancia; se aplico logl10 a las matrices de flujo genético entre pares de poblaciones (log1l0 Nm) y ala
matriz de distancia geografica entre pares de poblaciones (log 10 km) (Slatkin, 1995), y se rediz6 la
prueba de Mantel mediante el programa X SLAT.
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Distancia genética

Existen muchas propuestas sobre como medir la distancia genética, practicamente todas ellas se
relacionan de alguna manera con F,.. Una de las medidas de distancia genética mas utilizadas es la D de
Nei (1975). La base de esta medida es la identidad genética normalizada (I), que expresa la
probabilidad de que al escoger un alelo en dos poblaciones diferentes (X y Y), resulten ser alelos
idénticos, en relacion a la probabilidad de hallar alelos idénticos tomados al azar dentro de cada una de

las poblaciones (Hartl & Clark, 1997), esto es:
I'= Jxv/ (Ixxdvy)¥2
donde:
Jx = 2 pi?; probabilidad de hallar dos alelos idénticos tomados al azar en la poblacion X
Jvv = 2g?; probabilidad de hallar dos alelos idénticos tomados a azar en lapoblaciéon Y

Jv = 2piq ; probabilidad de hallar dos alelos idénticos tomados a azar en la poblacion X y uno
delapoblaciéon Y.

A partir de las identidades genéticas, se puede conocer la distancia genética (D), de la siguiente

manera
D=-In(l)

Las identidades y distancias genéticas se obtienen para pares de poblaciones. La identidad (1)
toma valores que van de cero si no comparten alelos, hasta 1 si las frecuencias alélicas son idénticas. La
distancia (D), tiene un valor de O si las poblaciones tienen frecuencias alélicas idénticas, y de infinito s
no comparten ningln alelo (Hedrick, 1983).

Para vizualzar de mejor manera la distancia genética, utilizando los programas Poptree y
Treeview se construyeron dos arboles de UPGMA entre las poblaciones. El primero de estos érboles se
construyé utilizando la distancia genética de Nei aplicada para € modelo de aelos infinitos y €
segundo de estos arboles fue hecho mediante la distancia de Shiver que se gjusta para loci atamente

polimorficos y evolucionan bajo un modelo de mutacion paso a paso.
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Resultados

Variacion genética

Los tres microsatélites utilizados para este trabajo fueron polimorficos, mostrando una gran
cantidad de alelos para cada uno de los loci (11, 15y 18 a€elos para los microsatélites Ced2, ced44 y
ced95, respectivamente; tabla 3), sin embargo, no todos ellos tuvieron alta frecuencia ni se presentaron
en todas las poblaciones. Para € caso del microsatélite Ced2, 4 alelos (158, 160, 162 y 166) tuvieron
una frecuencia total acumulada para todas las poblaciones de 0.74 y se encontraban en 4 0 méas
poblaciones. En e caso del microsatélite Ced44 destacd € alelo 200 € cua fue encontrado en 6
poblaciones y con una frecuencia total significativa por encima de los deméas ae€los (0.26) a este alelo
le siguieron los aelos 194, 198 y 204 que en su conjunto contribuyen con e 30% de aelos para este
locus y que se encontraban por o menos en 4 poblaciones. Finalmente para €l caso de Ced95, 6 alelos
(208, 210, 214, 216, 218 y 220) contribuyen con €l 70% de variacion para dicho locus.

Como podemos observar en latabla de frecuencias alélicas; anivel poblacional tanto Hopelchen
como Sur de Yucatdn mostraron 45% del los alel os encontrados paralos tres loci y por tanto fueron las
poblaciones con mayor variacion, mientras que Tuxtepec en Oaxaca y Sierra Gorda en Querétaro
fueron las que mostraron menor variacion con solo € 20% y 27% de los loci encontrados

respectivamente.

Ced?2
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0.0500
I I Figura9.
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Figura 11. Frecuencia de los alelos encontrados en el locus Ced95
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Tabla 3 Frecuencias alélicas por poblacion para cada uno de los microsatélites estudiados

Poblacién Hopelchen | Calakmul | Candelaria | Sur de | Soconusco | Tuxtepec | Sierra
Yucatan Gorda
locus Alelos en Frecuenciaalélica Total
pb

142 0.0556 0.0079
144 0.0417 0.0060
156 0.2778 0.0397
158 0.2222 0.6364 0.3333 | 0.1703
160 0.4444 0.4167 0.1667 0.2000 0.1754
Ced 2 162 0.1111 0.1111 0.1667 0.2500 0.3636 0.3333 0.1908
164 0.1111 0.6000 0.2500 0.3333 0.1333 | 0.2040
166 0.1111 0.1000 0.0833 0.0421
168 0.2222 0.0833 0.2083 0.0734
170 0.2222 0.3000 0.0746
174 0.1111 0.0159
182 0.0833 0.0119
186 0.0833 0.0119
188 0.1667 0.0238
190 0.1111 0.0159
194 0.0556 0.1111 0.0417 0.4000 | 0.0869
196 0.2222 0.2222 0.0833 0.0754
198 0.3333 0.3000 0.0417 0.1250 0.1143
Ced 44 200 0.2778 0.1111 0.3000 0.4167 0.5000 0.2667 0.2675
202 0.1111 0.1667 0.0397
204 0.1111 0.0833 0.1667 0.3333 | 0.0992
206 0.1667 0.2000 0.1667 0.0762
208 0.1500 0.0417 0.0274
212 0.0500 0.0071
224 0.4545 0.0649
232 0.5455 0.0779
190 0.0333 0.0048
200 0.0833 0.0119
202 0.0417 0.0060
204 0.0556 0.0500 0.0417 0.1364 0.0405
206 0.0000
208 0.2778 0.2000 0.1333 | 0.0873
210 0.1111 0.0556 0.3000 0.2083 0.1364 0.2667 | 0.1540
212 0.0556 0.1111 0.1000 0.0833 0.0667 | 0.0595
214 0.2778 0.0417 0.4167 0.3000 0.1480
Ced 95 216 0.0556  0.2222 0.4167 0.0992
218 0.2222 0.1111 0.2500 0.3333 0.1309
220 0.1111 0.1667 0.0500 0.2083 0.0417 0.0825
222 0.0556 0.0500 0.0151
230 0.1111 0.0417 0.0218
232 0.0417 0.0060
240 0.2727 0.0390
248 0.3636 0.0519
250 0.0909 0.0130
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En los andlisis poblacionales (Tabla 4) podemos estimar que |a heterocigosis observada (Ho) es
muy pequefia con respecto a la Heterocigosis esperada (He), tanto para todos los loci como para cada
loci individual. Llegando incluso a niveles de heterocigosis nula en algunas poblaciones y por tanto
100% de homocigosis. En este sentido, € microsatélite Ced2 resalta con respecto a los otros dos por su
bajo nivel de Ho apenas de 0.039. Por otro lado, a nivel poblacional Hopelchen muestra el mayor grado
de Ho con 0.41 y Calakmul muestra el menor con 0.11 paratodos losloci.

Locus Ced2 Ced 44 Ced 95 Para todos los Loci

He Ho He Ho He Ho He Ho n
Poblacion
Hopelchen | 0.843| 0.111| 0.849| 0.444| 0.875| 0.666| 0.856 | +/-0.014 | 0.41|+/-022| 9
Calakmul 0.758| 0.000| 0.836| 0.000| 0.849| 0.333| 0814 |+/-0040 | 011 | +/-025| 9
Candelaria| 0.568| 0.000| 0.794| 0.200| 0.831( 0.300| 0.731| +/-0.116 | 0.17 | +/-0.12 é
S.Yucatan | 0.753| 0.000( 0.800| 0.333| 0818 0.250| 0.791| +/-0.027 | 0.19| +/-0.14 ;
Soconusco | 0.786| 0.166| 0.706 | 0.083| 0.673| 0.250| 0.722 | +/-0.047 | 0.17 | +/- 0.07 ;
Tuxtepec 0.484| 0.000| 0519| 0545| 0.783| 0.272| 0.596 | +/- 0.13 0.27 | +/-0.22 i
Serra 1
Gorda 0.744| 0.000| 0.680| 0.400| 0.820| 0.333( 0.748 | +/-0.057 | 0.24 | +/-0.17 5
Promedio 0.705| 0.039] 0.741 | 0.286| 0.807 | 0.343 | 0.751 0.22

Tabla 4. Heterocigosis observaday esperada para cada poblacion.

29




Distancias Geogr aficas

Las distancias en kilometros se muestran en latabla’s

Hopelchen Calakmul Candelaria Sur de Soconusco Tuxtepec Sierra Gorda

Yucatan

Hopelchen X

Calakmul 78.96 X

Candelaria 184.18 121.55 X

Sur de 148.49 22471 304.8 X

Yucatan

Soconusco 541.46 465.06 367.52 672.21 X

Tuxtepec 710.69 676.52 563.35 751.55 530.43 X

Sierra Gorda 1052.14 1044.96 953.69 1034.29 995.5 466.17 X

Tabla 5. Distancias geogréaficas entre poblaciones

Analisis molecular de varianza

Para redlizar e andlisis jerarquico AMOVA utilizamos los grupos sugeridos por € andlisis
SAMOVA con mayor Fcr; en ambos casos podemos observar que € analisis molecular de varianza
hecho mediante el modelo paso a paso muestra una gran cantidad de variacién genética entre |os grupos
tanto para el primer caso (60%) como para el segundo (78%) seguido de una variacion no tan grande,
pero si importante a nivel intrapoblacional con cerca del 40% de variacion para € primer caso y 20%
para el segundo; en este modelo de mutacion la variacion entre poblaciones es préacticamente nula con

poco més del 1% para ambos casos

Por otro lado € andlisis mostrado por €l modelo de mutacion para alelos infinitos le da el mayor
porcentaje de variacion en ambos casos al nivel intrapoblacional (alrededor del 80%), siendo similar y
escasa la variacion entre los grupos y la variacion entre las probaciones dentro del grupo (alrededor del
10%)
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AMOVA % de Variacion indices de fijacion Caso 1
Entre
Entre Poblaciones | Dentro de
Grupos | dentro  del | Poblaciones s st oct Grupo 1 Grupo 2 Grupo3
grupo
Stepwise | 59.56 | 1.52 38.92 0.0375 | 0.6108 | 0.5956 | Hopelchen | Soconusco | Tuxtepec
Aldos | gee | gog 81.37 0.1092 | 0.1863 | 0.8651 | Calakmul | €@
Infinitos Gorda
Candelaria
Sur de
Yucatan

Tabla 6. Andlisis molecular de varianza realizado en tres grupos distintos de poblaciones mediante dos tipos de mutacion
stepwise (paso a paso) y aelosinfinitos

% de Variacion indices de fijacion Caso 2
Entre
Entre Poblaciones | Dentro de
Grupos dentro del | Pablaciones bsc st bct Grupo 1 Grupo 2
grupo
Stepwise | 77.84 1.19 20.97 0.0535 0.7902 0.7784 Hopelchen | Tuxtepec
Algl(_)s 154 10.27 74.32 0.1241 0.2567 0.1540 Caakmul
Infinitos
Candelaria
Sur de
Yucatén
Soconusco
Sierra
Gorda

Tabla 7. Andlisis molecular de varianza realizado en dos grupos distintos de poblaciones mediante dos tipos de mutacion paso a
paso (stepwise) y alelosinfinitos
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Indices de Fijacion

La comparacion entre pares de poblaciones en e caso del modelo de mutacion por aelos
infinitos muestra en general una baja diferenciacion genética entre las poblaciones, ya que en un 60%
de los casos presenta menos de 0.13. La mayor diferencia existente entre 2 poblaciones se observa en el
caso de Tuxtepec y Candelaria (0.3), en general la poblacién de Tuxtepec muestra un Fsr de mas de 0.2
con respecto las otras seis poblaciones estudiadas. En el andlisis global también se mostré un Fsr bgjo
de 0.1354

TODOS . .

LOS Hopelchen | Calakmul | Candelaria \S(u r de Soconusco | Tuxtepec Modelo de alelos infinitos
ucatan

LOCI

Hopelchen

Calakmul 0.0735 Estadistica Global F

Candelaria 0.1118 0.0615 Locus Fit Fis Fst

Sur de 00403 | o©00206| 00531 Todos | 6 7565 | 0.7184 | 01354

Yucatan losloci

Soconusco 0.0727 0.0824 0.1295 | 0.0735 CED2 0.9557 | 0.9480 | 0.1483

Tuxtepec 0.2021 0.2557 0.3033 | 0.2609 0.2960 CED44 | 0.6710 | 0.6087 | 0.1592

2(?:;2 0.0741 0.0952 0.1570 | 0.0862 0.0986 0.2033 | CED95 | 0.6521 | 0.6133 | 0.1002

Tabla 8. Matriz de distancia estimada a partir de un modelo de mutacion por aelos infinitos Fsr

Para e modelo de mutacion paso a paso a igual que en € modelo por alelos infinitos,
sobresalen los datos mostrados por Tuxtepec con respecto a las demas poblaciones, ya que en todos los
casos presenta valores de Rsr mayores a 0.7, por otro lado, en este modelo, la poblacion de Sierra
Gorda, aunque no tan marcada la diferencia, también muestra un valor importante con méas de 0.2
compardndola con € resto de las poblaciones. En los demés casos, solo Hopalchen vs Candelaria
muestra un valor significativo, mientras que los demés pares de poblaciones no muestran un valor
significativo de Rsr. Para este modelo de mutacion, el andlisis global de Rsr si muestra una valor alto y
significativo de 0.6256

32




TODOS Surde Model
LOS Hopelchen | Calakmul | Candelaria Soconusco | Tuxtepec 0dclo paso a paso

Y ucatan
LOCI
Hopelchen
Calakmul -0.0111 Estadistica Global R
Candelaria 0.2259 0.1201 Locus | Rit Ris Rst
Sur de -0.0473 | -0.0606 0.1396 Todos 1 oo | 06105 | 0.6256
Yucatan los loci
Soconusco 0.0635 | -0.0012 0.0779 | 0.0031 CED2 | 0.8342 | 0.8024 | 0.1609
Tuxtepec 07130 | 0.7451 07329 | 0.739 0.7395 CED44 | 0.8872 | 0.2944 | 0.8401
2(%2 02126 | 0.2167 03155 | 0.1767 02587 | 0.8085 | CED95 | 0.8300 | 0.6800 | 0.4685

Tabla 9.Matriz de distancia estimada a partir de un modelo de mutacién paso a paso (Rst)

Flujo Genético

Como podemos observar en latabla 10, a pesar de que existe cierto grado de flujo genético, este

no es muy significativo. La poblacién de Tuxtpec es la que presenta menor flujo genético con respecto

a las demas poblaciones. Es curioso observar como e mayor flujo genético del Sur de Yucatan

involucra a Calakmul a pesar de que Hopelchen se encuentra a menor distancia. No obstante, fuera de

los datos de Tuxtepec y este caso de Sur de Yucatén vs Calakmul todas las deméas comparaciones se

mantienen similares en su flujo genético.

Nm=[(1/Fst)- Hopelchen Calakmul Candelaria Sur de, Soconusco Tuxtepec Sierra Gorda
11/4 Yucatan

Hopelchen

Calakmul 3.1514

Candelaria 1.9861 3.8150

Sur de 5.9535 11.8859 4.4581

Yucatén

Soconusco 3.1888 2.7840 1.6805 3.1514

Tuxtepec 0.9870 0.7277 0.5743 0.7082 0.5946

Sierra Gorda 3.1238 2.3761 1.3424 2.6502 2.2855 0.9797

Tabla 10. Flujo Genético (Nm) obtenido mediante el indice Fst
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Prueba de mantel.

y=-0.452x+1.515
R?=0.187

L2

0.8 -

Figura 12. Prueba de mantel aplicando log10 a las matrices de distancia
geografica y de flujo genético; Se pueden observar los valores de la
pendiente () el valor p y el nivel de significancia alfa.

E L ]
3 .
oA 3
B 0.2 L]
0 w -
0.5 L L5 2 2.5 % e 35 r(AB) _0432
0.2 * p-valor 0.049
s alfa 0.05
' Log 10k

En el grafico se puede observar que como el p-valor computado es menor que el nivel de

significacion alfa=0.05, se debe rechazar la hipodtesis nula Hy (las matrices no estan correlacionadas), y

aceptar la hipotesis alternativa H, (las matrices estdn correlacionadas). Por lo tanto, al existir esta

correlacion nos habla de que existe aislamiento por distancia.



Dendrogramas de distancia genética entre las diferentes poblaciones
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Discusion

Variabilidad Genética

Tal y como se esperaba, los tres loci utilizados en el estudio fueron polimorficos, la cantidad de
alelos encontrados para los tres loci es un poco baja con respecto al estudio realizado por Hernandez, y
colaboradores en 2007; en el cual para estos tres loci encuentran 19 alelos para Ced2, 30 alelos para
Ced44 y 28 para Ced95 en 12 poblaciones de Cedrela odorata de Mesoamérica, mientras que en
nuestro estudio se encontraron 11, 15 y 18 alelos respectivamente para estos mismos loci; el hecho de
que nosotros solo trabajamos con 7 poblaciones, probablemente es la razon de que haya sido mas baja
la cantidad de loci encontrados en nuestro estudio; sin embargo sigue siendo buena cantidad de alelos

para tener una variabilidad genética considerable.

En lo que se refiere a la frecuencia alélica podemos observar en las graficas (figuras 9, 10 y 11)
que los alelos con mayor frecuencia son los que se encuentran con un nimero intermedio de pares de
bases con respecto al rango de pares de bases que muestra dicho alelo, asi por ejemplo en el caso del
microsatélite Ced2 los alelos con 158, 160, 162 y 164 pares de bases tienen mayor frecuencia que los
que tienen menos de 158 pb o més de 164 pb. Esta observacion concuerda con los datos de Lemes,
Brondani y Grattapaglia en 2002, en su trabajo con Swietenia macrophylla y los datos de Valdés,
Slatkin y Freimer (1993), quienes trabajando con 108 loci de microsatélites, observan este mismo
patrén en sus resultados y nos sugieren que si bien no es determinante, este comportamiento de la
frecuencia de los loci de microsatélites se puede atribuir a un proceso de mutacion paso a paso
(stepwise mutation model), en el que los puntos intermedios son mdas frecuentes y las mutaciones
incrementan o reducen el nimero de repeticiones del microsatélite y por tanto los loci con menor o con

mayor numero de repeticiones son menos frecuentes.

Por otro lado, las poblaciones dentro de la peninsula de Yucatan y la de Chiapas tienen mayor
variabilidad que las poblaciones de Querétaro y Oaxaca esto puede ser resultado de que los bosques

tropicales en estas zonas del sureste del pais estan, en general, mas conservadas que las zonas tropicales
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del centro en donde la agricultura y la ganaderia han fragmentado los ecosistemas por el cambio de uso

de suelo y por tanto aunque haya regiones conservadas por lo general estan aisladas de otras de su tipo.

Heterocigosidad

La heterocigosis esperada (H.) mostrada en el estudio mantiene un rango para todos los loci que
va desde 0.59 en Tuxtepec hasta 0.85 en Hopelchen ddndonos una media de 0.75; datos muy altos en
heterocigosis que coinciden con un estudio en otro miembro de la familia de las melidceas como lo es
la caoba Swietenia macrophylla, donde se reporta una media de He para 10 loci de microsatélites de

0.85 (Risterra et al., 2003).

A pesar de lo anterior, nuestra media de heterocigosis observada (Ho) es muy baja con respecto
la He ya que es de solo 0.22 (ver tabla 4) esta diferencia tan marcada entre la He y la Ho nos hace
suponer que esta habiendo una pérdida de diversidad por endogamia, producida tal vez por la escasez
de individuos debido a la corta selectiva o bien la fragmentacion de los paisajes tropicales a los que son

sometidos esta especie y su entorno ecolédgico.

Analisis molecular de varianza.

La mayor coincidencia entre los analisis de varianza (AMOVA) realizados, es el hecho de que
supone muy poca variacion entre las poblaciones de los diferentes grupos; en ambos casos presentados,
los resultados mostrados por el modelo de mutacion paso a paso, muestran una considerable variacion
entre los diferentes grupos, siendo esta del 60% en el caso en que se trabajan las zonas de la peninsula
de Yucatan (Hopelchen, Calakmul, Candelaria y S. de Yucatan) en un grupo, separandolas de las de
Sierra Gorda y Soconusco colocadas en el segundo grupo, y otro grupo tan solo con la poblacion de
Tuxtepec. Esta variacion del 60% se incrementa a casi 80% cuando se agregan Sierra Gorda y
Soconusco a las 4 poblaciones de la peninsula de Yucatan y se separa solo la poblacion de Tuxtepec lo

que nos indica en un principio que Tuxtepec es genéticamente distinta al resto de las poblaciones.
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En el caso del modelo de mutacion por alelos infinitos la mayor fuente de variacion se observa a
nivel intrapoblacional siendo esta mayor que la variacion a nivel entre poblaciones; estos resultados del
AMOVA se asemejan a un estudio hecho en C. odorata en poblaciones de Costa Rica realizado con
RAPDs por Gillies, Cornelius, Newton, Navarro, y Hernandez (1997) donde se reporta mayor
variacion dentro las poblaciones (65%) que entre las poblaciones (-0.44% ); a su vez estos resultados
son en principio congruentes con Hamrick (1992), quien afirma que basado en variacion a nivel
molecular, los taxa de plantas perennes, lefiosas y alogamicas, tales como Cedrela odorata, deben
mostrar mayor diversidad dentro que entre las poblaciones. Sin embargo la alta variacion entre las
zonas trabajadas por Gillies, Cornelius, Newton, Navarro, y Herndndez (1997) son explicadas debido a
la clara diferencia en humedad entre las poblaciones del Pacifico y las del Caribe; en nuestro caso es
posible que también exista una diferencia ambiental que est¢ haciendo que Tuxtepec se aleje

genéticamente de las demés poblaciones.

Indices de fijacion

El andlisis global de los indices de fijacion (F;: endogamia dentro de las poblaciones y Fi:
endogamia entre los individuos de todas las poblaciones) nos confirma lo que habiamos supuesto con la
diferencia entre las heterocigosis esperada y la observada para ambos modelos de mutacion y nos
sugiere una fuerte endogamia dentro de las poblaciones (Fis=0.71; Ris=0.62) contrastando asi con lo
que mencionan Alvarez-Buylla y colaboradores (1996) quienes afirman que en los bosque tropicales se
mantiene una fertilizacion cruzada a lo largo de las poblaciones. Esto, es posible que se deba al hecho
de que en estas zonas, actividades como la explotaciéon minera, agropecuarias, de urbanizacion,
ganaderas, agricolas pero sobretodo las actividades turisticas han logrado una modificacion importante
del paisaje y cierto grado de fragmentacion del mismo (Chiappy & Gama, 2004) ; ademas de que C.
odorata, debido a las bifurcaciones provocadas por el barrenador Hypsipyla grandella, ha sufrido en las
Ultimas décadas una gran corta selectiva que puede estar provocando cierta pérdida de diversidad. Por
otro lado los indices Fsr global (0.1354) y sobre todo el Rsr (0.6256) nos hablan de una considerable

composi cion genética dentro de las poblaciones concordando con |os datos mostrados por el AMOVA.

38



Compar acion entre par es de poblaciones flujo génico y aislamiento por distancia.

Lo primero que resalta al observar los datos de distancia para ambos modelos Fsry Rsr (Tablas
7y 8) y los dendrogramas mostrados por las figuras 6 y 7 es que la poblacion de Tuxtepec se encuentra
mas alejada genéticamente de todas las demds. Los datos de flujo genético (Tabla 9) muestran un
intercambio genético nulo de esta poblacion con todas las demés poblaciones. Lo que nos lleva
observar que Tuxtepec se encuentra mas separada del resto de las poblaciones, mientras que las mas
cercanas genéticamente son Calakmul, el sur de Yucatan, y Candelaria que se encuentran muy cercanas
geograficamente. Es de notar que Hopelchen se encuentra algo mas alejada de estas tres a pesar de que
se encuentra cercana de ellas, esto suponemos se debe a que el impacto de las actividades humanas
debe estarla aislando un poco mas que a las demas, sin embargo no tenemos ningiin dato que pueda

corroborar esta hipotesis.

Como muestran los datos y como era de esperar Oaxaca, Chiapas y Querétaro se encuentran
algo mas alejadas debido a las fronteras que representan las sierras y la lejania que hay con respecto a
las demas poblaciones. Mientras que a pesar de que todas las demas poblaciones no se encuentran tan
separadas en cuanto lo datos de distancia y se encuentran algo mds homogéneas genéticamente,
muestran poco flujo genético entre ellas y la prueba de Mantel nos muestra que en la actualidad esta

existiendo un leve pero significativo aislamiento por distancia.
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Conclusiones.

Los microsatélites son una buena herramienta para el estudio de la genética de poblaciones
debido a sus caracteristicas de bajo costo, “simplicidad” de trabajo, y caracteristicas moleculares de

codominancia, y se ajustan mejor a un modelo de mutacidon paso a paso

En las poblaciones trabajadas, Cedrela odorata L. mantiene una buena diversidad genética en
cuanto a cantidad y frecuencia alélica, manteniendo gran parte de su diversidad dentro de las
poblaciones por encima de la variacion entre poblaciones, justo como se espera por ser una especie
tropical de poca abundancia en su ecosistema. No obstante, hay una fuerte endogamia que puede

ocasionar que en un futuro se fijen ciertos alelos y se pierda gran parte de su diversidad alélica.

El flujo genético es bajo; lo cual provoca un ligero aislamiento por distancia entre las
poblaciones, sin embargo todavia no existen diferencias genéticas importantes entre las poblaciones a
excepcion de Tuxtepec en Oaxaca la cual se encuentra genéticamente diferenciada del resto de las

poblaciones.
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Recomendaciones.

El presente estudio puede servir como una buena referencia de lo que ocurre en Cedrela
odorata a nivel genética poblacional; de cualquier forma, para una mejor referencia es necesario
realizar un estudio que incluya poblaciones de todo su rango de distribucion, asi como una mayor
cantidad primers e individuos que nos puedan dar una informacion mas aproximada a su realidad

genética a nivel nacional.

También se muestra la necesidad de hacer un estudio enfocado al sistema de apareamiento para

abordar el problema de la endogamia y estudiar sus efectos sobre superviviencia de las poblaciones.

No obstante, con nuestro estudio nos podemos dar cuenta de la necesidad de realizar programas
de conservacion y manejo que incluyan el mantenimiento de su diversidad genética, ya que el corte

selectivo, y la fragmentacion del paisaje atentan gravemente a este nivel de diversidad.
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Apéndice 1

Vidrios

Antes de usar los vidrios, estos son lavados previamente sumergiéndolos en NaOH 1M durante
30 min., se enjuagan con agua destilada caliente y se pulen con etanol. Al vidrio adherente se le aplica
1 ml de solucién adherente (PlusOne™ Bind-Silane, Pharmacia biotech) mientras que a vidrio
repelente se le aplicaba 2 ml de solucion repelente (PlusOne™ Repel-Silane ES, Pharmacia biotech cat.

No. 17-1332-01) y se dejan secar.

Preparacién del Gel

Se coloca € vidrio grande con la superficie adherente hacia arriba de manera horizontal, se
colocan los separadores y encima el vidrio pequefio con la superficie repelente hacia abgo y se
aseguran los vidrios con pinzas. A 60ml de la solucién de acrilamida 6% (ver anexo 1), se agregan
180ul de Persuflato de Amonio (APS) a 10% y 50ul de TEMED, se mezclan cuidadosamente y se
vacia dicha solucion entre los dos vidrios dejando que se extienda por capilaridad. Se nivelan los
vidrios de manera horizontal, se coloca el peine del lado liso entre los vidrios y se deja polimerizar

minimo 1 hr parapoder utilizar € gel.

Electroforesis

Una vez gque haya polimerizado €l gel, se retiran las pinzas y el peine, se limpia con agua
destilada |os excesos de urea y acrilamiday se monta el gel en la cdmara. Una vez montado el sistema,

se precorre €l gel por 20 min. a60 W.

42



Al producto de PCR se les ailade 1/3 de su volumen de Buffer BCD (Anexol), se desnaturalizan
a 95°C por 5 min. y se enfria en hielo inmediatamente. Se inserta el peine del lado de los dientes, se
l[impian los pozos con buffer TBE y se cargan 6l de muestra por carril y 2|l de marcador de pares de
base (para este proposito usamos marcadores de 10pb y 25 pb diluidos en proporcion 1:10 con BCD).
Una vez cargado el gel se corre a 60W durante e tiempo necesario para e microsatélite

(aproximadamente 3 hrs.)

Tincién

Se desmonta el gel y se separan los vidrios, se sumerge el vidrio con el gel adherido en una
charola con acido acético glacia a 10% por 30 min. minimo con agitacion suave. Se enjuaga dos veces
con agua destilada fria durante un minuto y una vez mas por 2 minutos, se sumerge en una 1 L de
solucion de plata (Anexo 1) por 30 minutos con agitacion suave; se enjuaga con agua destilada friay se
sumerge en la solucion de carbonato de sodio manteniendo en agitacion hasta que las bandas sean
visibles. Para terminar y fijar esta Ultima reaccion se sumerge nuevamente en &cido acético 10%

durante 30 minutos, se enjuaga con aguay Se deja secar.
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ANEXO 1

Soluciones utilizadas en el presente trabajo

Amortiguador TBE 10X

Cantidad
Tris-Base 108¢g
Acido Borico 55¢g
EDTA 0.5 M pH 8 40ml
Agua Bidestilada Aforar a 1000 ml

Ajustar pH con acido acético glacial

Solucion adherente Bind-Silane

Mezclar 990l de EtOH, Sl de acido acétcico glacial y 3jul de PlusOne Bind-Silane (cat num
17-1330-01) Prepara fresco o almacenar en alicuotas de 1ml hasta por 2 semanas

Buffer de carga denaturalizante (BCD)

Formamida 96%, EDTA 20mM, Azul de Bromofenol 0.25% Xilen cianol 0.25%



Solucion de acrilamida 6%

[FINAL] Cantidad
Urea 42% 42¢g
TBE 10X 1X 10 ml
Acrilamida-bisacrilamida (19:1) 40% 6% 15 ml
Agua bidestilada Aforar a 100ml

Nota: Dislover primero la urea en agua bidestilada caliente, una vez agregados el TBE y la Acrilamida
filtrar en malla de 0.45 micrones y aforar a 100ml. Almacenar la solucion a 4°C en recipiente obscuro.

Solucion de Carbonato

Disolver en 1L de agua bidestilada 30g de carbonato de sodio. Enfirar y agregar antes de usar 1.5 ml de
formaldehido 37% y 1 ml de tiosulfato de sodio 0.2% (2g/1)

Solucion de Plata

Disolver en agua bidestilada 1g de nitrato de plata y agregar 1.5ml de formaldehido 37%.
Es recomendable enfriar antes de usar

Almacenar en obscuridad y reusar hasta 4 veces

Solucion EDTA

Disolver 186.12g de Na,EDTA2H,O (PM 372.24) en 750 mol de agua destilada. Afiadir perlas de
NaOH para ajustar el pH a 8.0. Una vez disuelto el EDTA aforar a 1000ml
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