) 5 %
OO |

Y : 7 UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE CIENCIAS
DIVISION DE ESTUDIOS PE POSGRADQO

MARCADORES MOLECULARES EN EL GENERO
PROSOPIS

TESIS

QUE PARA OBTENER EL GRADO ACADEMICO DE

DOCTOR EN CIENCIAS

(BIOLOGIA)
P R E § E N T A

JUANA JUAREZ MUNOZ

MEXICO, D.F. DICIEMBRE, 2001



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.



» % @: % b

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE CIENCIAS
DIVISION DE ESTUDIOS DE POSGRADO

MARCADORES MOLECULARES EN EL GENERO
PROSOPIS

TESTIS

QUE PARA OBTENER EL GRADO ACADEMICO DE

DOCTOR EN CIENCIAS
(BIOLOGIA)

P R E § E N T A

JUANA JUAREZ MUNOZ

DIRECTOR DE TESIS' Dr. JOSE GERONIMO ABRAHAN RUBLUG ISLAS



AGRADECIMIENTOS

Al Concejo Nacional de Ciencia y Teenologia (CONACYT) por el financiamiento durante mis
estudios y por el apoyo a mi investigacién, la cual formo parte del Proyecto CONACYT
27759B.

Al Dz, Guillermo Carrillo Castafieda, por su valiosa direccidén durante el desarrollo de esta

Investigacion, asi como por su paciencia y comprension en la revision del escrito.

Al Dr. Abraham Rubluo Islas, por su direccién, apoyo y facilidades brindadas para la

utifizacion del equipo.

Al Dr., Roberto Arreguin Espinosa de los Monteros y Dr. Barbarin Arreguin Lozano, por su

colaboracion en la revisién de la tesis.

A la Dra. Maria Guadalupe Palomino Hasbach, por su colaboracién en la revision del

manuscrito.

A la Dra. Den Claudia Rodriguez Vargas y Dra. Sonia Véasquez Santana, por su acertada

revision y sugerencias en la correccion del escrito.

A mis amigos: Ma. Elisa Alvarado Cano, Alfredo Carrillo Salazar, Arturo Ledesma

Hernandez y Ma. Elena Salazar Laureles, por su apoyo en la colecta del material biologico.

A mi amiga Sandra Lépez Yescas, por su apoyo incondicional.

A mis compafieros de laboratorio: Yolanda Vega Pérez y Marcos Carrillo Sanchez



DEDICATORIA

CON RESPETO Y AMOR A MIS PADRES, QUE CONSTITUYEN

LO MAS VALIOSO QUE TENGO EN LA VIDA.

CON CARINO A LOS NUEVOS Y VIEJIOS AMIGOS, QUE ME HAN

ESCUCHADO Y APOYADO EN LOS MOMENTOS DIFICILES



CONTENIDO

LISTA DE TABLAS DEL APENDICE
LISTA DE ABREVIATURAS
RESUMEN .

I AN E CE DEN TS ettt e v e e e
2.1. Generalidades sobre el ZEnero PFOSOPIS wuuvuureeii i iicireeiieie e eeetteceeseeereenaees
2.1.1. Origen y distribucion geografica ......cccvvvveeviinrevenierrescneeieeaesseeaveenens
2.1.2. Clasificacion taxonOmICa «...eeevrermreermeiieireieeasiieeeesseneeesseseeevaiseeese e
2.1.3. Descripcion morfolOgiCa ..cccovrmiiiiririeei it eee et s e
2.1.4. Ambito y papel ecologico del mezquite «..occuvvvvieeririieiiiiiieevr e
2.1.5. Usos potenciales del MEZGUILE ...eovvcvieiiiivieeiir et
2.2, Conceplo de ESPECIE 1.vvvveirririueeieiriieeee sttt aesrareserrae s eseareaseeesennasbeeesasssnreeses
2.3. Fuentes de la variacion genética en las poblaciones ...cvevevveeierieereivviiniennnninenns
2. 4. Deteccion de la vartaCion ZEnéliCa .ociemmurirmuriereiiiireeierssreserssseseesseenne
2.4.1. Metodologias utilizadas para la deteccidn de polimorfismos del ADN ..
2.4.2. Técnicas basadas en hibridacion de ADN ..o,
2.4.3. Técnicas basadas en la reaccion en cadena de la polimerasa ..............
2.4.4. Amphificacién aleatoria del ADN polimérfico (RAPD) ..................
245, MICrosatelites ..ooou i
2.4.6. Polimorfismo en la longitud de los fragmentos amplificados (AFLP) ...
2.5, Construccion de dendrogramas a partir de datos moleculares aplicando

la taxonomia numérica . ...... e

-
P
voga

111

v

Vi
vii

1X



V. PROYECCIONES FUTURAS

o
&2

Alslamiento del ADN . e,

. Determinacion de la pureza y concentracién del ADN ...

[}
(%)

Evaluacion del grado de integridad del ADN oo i

[SS R Ve
W s

Optimizacion de la concentracion de Mg™ v ADN ..o
3.6, Amplificacion del ADN oo e e
3.7. Separacidn e identificacién de los productos amplificados ..ccovvieeeeeeriiiiiinnnnnn.

3.8, Analisis de agrupamiento ..oueeie coeeereireceeeieeeeee e erraa e ee s e s e e s rnbee e erneen

IV.RESULTADOS Y DISCUSION L

4.1. Evaluacion de la pureza y calidad del ADN ......oooiiiiiiiiiii i
4.2. Optimizacién de la concentracién de Mg™ v ADN Lo
4.3, Seleccidn de 108 inICladOres ..o vuieeree s e crre e e e st
4.4, Analisis de la variacion genética en la poblacién de Dolores Hidalgo
Guanajuato ..o P

4.5. Analisis de la variacion genética en la poblacién de Santiago de Anaga

4.6. Andlisis de la variacion genética en las dos poblaciones de P. laevigata ...

4.7. Determinacién de la variacidn genética en las especies de referencia

53

55
58
66
73
74
76



Tabla

142

LA

LISTA DE TABLAS

Distribucién geogréfica de las especies de Prosopis existentes en la
Republica Mexicana.

Comparacién de los marcadores moleculares més comtnmente utilizados
Mezclas de reaccién para preparar una reaccion utilizando el mismo
iniciador y diferentes concentraciones de Mg** y ADN.

Secuencias de los iniciadores utilizados en este trabajo.

Mezcla de reaccidn para una muestra.

Secuencias y porcentaje de GC (%) de los iniciadores utilizados en este
trabajo.

Comparacién de la constitucion de las dos poblaciones de P, laevigata
mediante sus patrones polimoérficos de fragmentos amplificados {PCR-
RAPD) de ADN, de las localidades de: Dolores Hidalgo, Guanajuato y
Santiago de Anaga de la region del Mezquital en el estado de Hidalgo.
Fragmentos amplificados de pares de bases indicados (x) que no son
compartidos con el fenotipo (a) y que identifican a cada uno de los otros
fenotipos.

Analisis de las bandas generadas en las tres especies de Prosopis, con los

17 iniciadores seleccionados.

it

Pag.

26
46
47

48

54

62

62

68



Figura

10

11

12

LISTAS DE FIGURAS

Secuencia del proceso de deteccién de los RFLPs, Pstl = endonucleasa
de restriccion derivada de Pseudomonas.

Secuencia de pasos de Reaccion en Cadena de la Polimerasa.

Estrategia general de la técnica de AFLP.

Mapa de la Republica Mexicana que muestra la localizacion geografica
de los ejemplares analizados.

Patrén de bandas obtenido en P. laevigata wutilizando diferentes
concentraciones de MgCl, y ADN.

Patrén de bandas de 10 ejemplares de Prosopis de la poblacién de
Dolores Hidalgo Guanajuato con Jos iniciadores 7,8y9.

Dendrograma de 61 arbustos de Prosopis de la poblacion de Dolores
Hidalgo Gto. generado con el coeficiente de similitud de Jaccard y el
analisis de agrupamiento UPGMA.

Dendrograma de 61 arbustos de Prosopis de la poblacién de Santiago de
Anaga Hidalgo, generado con el coeficiente de simititud de Jaccard y el
analisis de agrupamiento UPGMA.

Patrén polimérfico identificado en cada uno de los subgrupos de las dos
poblaciones de Prosopis.

Caracteristicas morfolégicas ¥ patron de bandas (RAPD) del ejemplar
caracterizado taxonOmicamente de P. laevigata utilizado como
referencia,

Dendrograma de tres especies de Prosopis obtenido con el método de
agrupamiento UPGMA y el coeficiente de similitud de Jaccard.
Polimorfismo detectado con 6 iniciadores Gibeo y 11 iniciadores Roth

en P. laevigata (L), P. julifiora (), P. glandulosa (G).

Pag.

28
3G
34
42

52

56

57

59

61

65

68

69




Tabla
1A

2A

3A

4A

S5A

LISTA DE TABLAS DEL APENDICE

Determinacion de la pureza y concentracién de ADN de 60 individuos de
Prosopis de la localidad de Dolores Hidalgo, Guanajuato.

Determinacion de la pureza y concentracién de ADN de 60 individuos de
Prosopis de la localidad de Santiago de Anaga, Hidalgo.

Matriz de la poblacion de P. laevigata de Dolores Hidalgo, Guanajuato,
generada con los fragmentos de ADN obtenidos mediante RAPD-PCR,
con los iniciadores 7, 8, 9,17 y 18.

Matriz de la poblacion de P. laevigata de Santiago de Anaga, Hidalgo,
generada con los fragmentos de ADN obtenidos mediante RAPD-PCR,
con los iniciadores 7, 8, 9,17 v 18.

Matriz de las tres especies de Prosopis generada con los fragmentos

obtenidos con los 17 iniciadores seleccionados.

Pag.

84

85

86

87

88



AFLP

AT TN
AL-r

DAF
RAPD
PCR
SSR
OTU

!
vl

min

dNTP
ADN
TAE
UPGMA

LISTA DE ABREVIATURAS

Polimorfismo en longitud de los fragmentos amplificados
Iniciador arbitrario de la reaccion en cadena de Ia polimerasa
Amplificacion de huellas gendmicas del ADN
Amplificacion aleatoria del ADN polimérfico
Reaccién en cadena de la polimerasa

Simples secuencias repetidas

Unidades taxondmicas operativas

Numero de migrantes por generacién
Miligramo

Microgramo

Concentracién molar

Milimolar

Micromolar

Picomol

Microlitro

Porcentaje

Nanogramo

Gramo

Litro

Mililitro

Hora

Minuto

Segundo

Pares de bases

Hectarea

Nanémetro

Revoluciones por minuto

(rados centigrados

Kilémetro

Metro cuadrado

Centimetro

Milimetro

Densidad éptica

Radiacién ultra violeta

Concentracién - log H"
Desoxirribonucledtido trifosfato

Acido desoxirribonucleico

Tris, acido acético, EDTA

Método de ligamiento promedio (unweighted pair-group method
with arithmetic averages)

¥i



RESUMEN

El género Prosopis comprende especies con un gran potencial ecoldgico y econdmico en
las regiones aridas y semidridas del mundo. Algunas de ellas son consideradas como un
recurso natural multipropdsito, pueden ser usadas para reforestar zonas aridas v sermidridas,
produccion de madera, carbdén, forraje y alimento humano. Para el establecimiento de
programas de reforestacidn y explotacion sustentable de este recurso se requiere conocer la
variacion genética de las poblaciones naturales. Se evalué mediante RAPD la variacion
genética de dos poblaciones silvestres de Prosopis laevigata (mezquite) localizadas en
Dolores Hidalgo, Guanajuato (poblacion 1) y Santiago de Anaga Hidalgo, México (poblacidén
2). Para estimar con mayor objetividad el grado de la variacién entre los individuos de las
poblaciones, fueron tomados al azar 60 individuos de cada poblacién, y como patrones de
referencia se utilizaron ejemplares vivos de P. laevigata, P. glandulosa v P. juliflora
plenamente caracterizados taxonémicamente provenientes del Jardin Boténico de la UNAM,
de Guanajuato, Sinaloa y Chihuahua. De 22 iniciadores probados se seleccionaron los 5 con
los que se observé mayor polimorfismo y definicion de los fragmentos de ADN. En ambas
poblaciones se detectaron 47 fragmentos de entre 450 a 2500 pb. Con éstos se llevo a cabo el
analisis de agrupamiento de cada poblacion. Para la construccién de los dendrogramas o
arboles geneal6gicos se utilizé el coeficiente de similitud de Jaccard y el método de
agrupamiento UPGMA. Los dendrogramas mostraron que en ambas poblaciones de P,
laevigata los individuos se distribuyeron en dos grupos muy relacionados entre si por sus altés
coeficientes de similitud, fos cuales fueron de 0.94 (poblacidn 1) y 0.92 (poblacion 2). En la
poblacién 1 los dos grupos A y B fueron constituidos por 4 subgrupos mientras que 4 y 3

subgrupos constituyeron los grupos C v D de la poblacién 2. E1 66% de los fenotipos

vii



conformd el grupo A y el 86% el grupo D. En [a poblacién 1 el ejemplar de referencia de P.
laevigata taxondmicamente bien identificado se ubico en el subgrupo mas numeroso del grupo
A, mientras que en la poblacion 2 se localizd en el segundo subgrupo de mayor tamafio del
grupo D. Los estrechos rangos de los valores de los coeficientes de similitud observados entre
los grupos y subgrupos de las dos poblaciones y el hecho de que el patrén polimérfico en el
43% y 23% de los fenotipos de ambas poblaciones correspondiera al del ejemplar de
referencia de P. laevigata sugiere que las poblaciones posiblemente tienen un origen comin o
que en el pasado constituian una poblacién continua y que la seleccién natural pudo haber
jugado un papel muy importante en la preservacion de este fenotipo en ambas poblaciones. El
hecho de que los rangos de valores de coeficientes de similitud (0.79 y 0.63) observados entre
las especies de referencia P. laevigata, P. glandulosa y P. juliflora contrastan notablemente
con Jos rangos de coeficientes de similitud (0.94 y 0.92) detectados en las dos poblaciones,
indican que los valores detectados en las especies corresponden a rangos de similitud
interespecificos mientras que los valores encontrados entre los fenotipos de las poblaciones
corresponden a rangos de similitud intraespecificos. La variaciéon genética presente en las
poblaciones de P. laevigata puede atribuirse al caracter de protoginia de sus flores, sisterna

reproductivo y mutaciones.
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ABSTRACT

The genus Prosopis includes species that have high economic and ecological importance for
arid and semiarid regions of the world. They are considered as a multipurpose natural resource
because they can be used for reforestation of arid and semiarid regions, production of wood,
charcoal, forage, and human food. In order to have a sustainable exploitation of this natural
resource, a deep knowledge of the genetic variation is required. Thus, this research project
aimed to compare the genetic variation of two natural populations of P. laevigata, from the
Mexican States of Guanajuato (population 1) and Hidalgo (population 2) by using the RAPID
technique. Sixty individuals of each population were randomly selected. Samples of P.
laevigata, P. glandulosa and P. juliflora taxonomically characterized from the Botanic Garden
from the UNAM were used as references to have a representative degree of variation between
individuals of both populations. Five out of 22 initiators tested with the best polymorphism
and the highest definition of fragments of DNA were selected. A total of 47 fragments from
450 to 2500 pb were detected in both populations, and used for the subsequent cluster
analysis. The dendrograms were generated by the UPGMA grouping method and the Jaccard’s
similarity coefficient. Dendrograms showed that individuals of both populations were
distributed in two closely related groups with similarity coefficients of 0.94 ( Population 1)
and (.92 (Population 2)._Groups A and B in the population | were grouped in 4 subgroups
each, whereas groups C and D from Population 2 were grouped in 4 and 5 subgroups
respectively. 66% of the genotypes formed group A, whereas 86% belonged to group D. P
laevigata which is the taxonomically identified reference was clustered in the largest subgroup
of the population 1 while it was clustered in the second largest subroup in the population 2.

The high similarity in coefficients observed among groups and subgroups of the two



populations, and the polymorphic pattern of P. lgevigata found in 43% and 23% of the
samples of both populations respectively, suggest that both populations may have a common
origin or that those populations may have constituted a continuous population in the past.
Possibly, natural selection could have played an important role on the preservation of this
phenotype in both populations. The considerable contrast between similarity coefficients (0.79
and 0.63) of the reference species P. laevigata, P. glandulosa and P. Juliflora and the contrast
between the similarity coefficients (0.94 and 0.92) detected in the two populations, indicate

that the similarity coefficientes from the species correspond to interspecific ranges of

to intraspecific ranges of similarity. Protogynous flowers, repreduction system and mutations

may explain the genetic variation observed in the P. laevigata population.



I. INTRODUCCION

El género Prosopis de la subfamilia Mimosoidae es uno de los mas primitivos de la
familia Leguminosoidae, se piensa que se origind en Africa a finales del Mesozoico e nicios
del periodo terciario. Actualmente se encuentra distribuido ampliamente en las zonas aridas y
semiaridas de América, norte de Africa y suroeste de Asia. El género incluye 44 especies,
divididas en 5 secciones y 10 series. En América se ubican 40 de las especies conocidas, 31 se
localizan cn Sudamérica, de las cuales 29 son nativas de Argentina, principal centro de
diversificacién del Prosopis y 9 en Norteamérica (Burkart, 1976 a,b; Rzedowski, 1988). Las
especies de este género son capaces de desarrollarse en suclos pobres y degradados Yy como
todas las leguminosas contribuyen a mejorar Ja calidad de los suelos con la aportacién de

maleria organica y la incorporacion de nitrégeno atmosférico al suelo.

Algunas de las especies de la seccién Algarobia son simpétricas en diversas regiones del
mundo, lo cual da lugar a que se creen fenotipos nuevos por hibridacién, que dificultan la
clasificacion taxondmica. Por tal razdn en el caso de las especies argentinas se¢ ha recurrido al
uso de marcadores moleculares (isoenzimas, RFLP, RAPD), para la identificacién de ciertas
especies y para ¢l establecimiento de sus relaciones filogenéticas (Saidman, 1986; Saidman vy
Vilardi, 1987; Solbring y Bawa, 1975; Whitmore y Braag, 1979; (Saidman er a/, 1998b:;
Ramirez et al., 1999). En el caso de las especies mexicanas es necesario caracterizarlas con
estos criterios ya que nuestro pais es considerado el segundo centro de diversificacion del

género y en algunas especies existen problemas en su clasificacion a nivel de serie.

En los dltimos afios se ha incrementado el interés por estudiar este género debido al

potencial multipropdsito de algunas especies para la reforestacion de regiones aridas vy



semiaridas, asi como para la produccidn de madera, carbon, forraje y alimentacion para el
hombre. Sin embargo, para poner en practica programas de reforestacion, de mejoramiento o
bien para la explotacion racional del género se requiere conocer la constitucion y variacién
genética de las poblaciones naturales. Para conservar la variacidn genética en las areas

reforestadas, también es necesario identificar las caracteristicas morfolégicas, fisioldgicas v

reproductivas que favorecen la variacidn genética en las poblaciones naturales.

Un gran nimero de técnicas basadas en el polimorfismo del ADN se han utilizado para
determinar la variacion genética en hongos (Huang et al, 1997), plantas (Briand es al, 1998;
Coletta-Filho er al, 1998; Paran er al , 1998) y animales (Zhang et al., 2001). Estas técnicas
tienen diferente grado de sensibilidad para detectar el polimorfismo y niveles de variacion
genetica. Como cualquier técnica, presentan ventajas, limitaciones, grados de dificultad v
costos. La técnica de RAPD ademas de ser relativamente facil y econdmica ha permitido
estirnar la variacion genética intra e interespecifica (Wilkie er «l, 1993; Nkonholo, 1999;
Fuentes ef al 1999), razones por las que se utilizo esta técnica en el presente trabajo, et cual ha
tenido como objetivo determinar mediante RAPD la variacion genética de dos poblaciones
silvestres de P. laevigaia, localizadas en Dolores Hidalgo, Guanajuato (poblacién 1) y
Santiago de Anaga Hidalgo (poblacién 2), mediante el analisis del nimero y proporcidn de
fenotipos en éstas, grado de similitud existente entre los individuos y entre las poblaciones.
Para estimar con mayor objetividad los rangos de similitud entre los individuos de las
poblaciones, se utilizaron como patrones de referencia ejemplares caracterizados
taxondmicamente de P laevigata, P. glandulosa y P. juliflora provenientes del Jardin Boténico

de la UNAM vy de los estados de Guanajuato, Sinaloa y Chihuahua



(%)

II. ANTECEDENTES

2.1. Generalidades sobre el género Prosopis

2.1.1. Origen y distribucion geogrifica

El genero Prosopis es uno de los mds primitivos de la familia Leguminosoidae,
subfamilia Mimosoidae, se piensa que se origind en Africa a finales del Mesozoico e inicios
del periodo terciario, donde se encuentra el representante menos especializado de este género (P.
africana), ademds de tres especies que en su conjunto forman la seccién Prosopis, las cuales

habitan las zonas aridas desde el norte de Africa hasta el Caucaso y la India (Burkart, 1976 a,b;

Rzedowski, 1988).

Actualmente el género se encuentra ampliamente distribuido en las zonas andas v
semidridas del Sur de Asia, Norte y Sur de América. Su extensa distribucién en las zonas
aridas v semiaridas tropicales sugiere que el ancestro de las especies actuales pudo haber
migrado del este al oeste. A ésto se atribuye el hecho de que en América el principal centro de
origen de diversificacion del género se encuentre en Argentina, aunque un segundo centro de
origen de diversificacion se localiza en México. En América se conocen 40 especies, las cuales
estan distribuidas desde el norte de Estados Unidos hasta Sudamérica, llegando a Chile y
Argentina (Burkart, 1976 a,b). De las 40 especies conocidas 9 existen en México (Tabla 1) con la
siguiente distribucion geogrifica en América (Rzedowski, 1988): 1) P. articulata conocida como
mezquite amargo s¢ localiza en los alrededores de Guaymas, Sonora, asf como a lo largo del Mar
de Cortés del lado de Baja California Sur. 2) P. juliflora se encuentra del lado del Pacifico desde

el centro de Sinaloa hasta Panamd y en forma mas aislada en Ecuador y Pert. 3) P. laevigara se



encuentra desde Sonora hasta Oaxaca, pasando por todos los estados del centro, este y oeste. 4) P.
glandulosa conocido como mezguite dulce se localiza en el norte del pais y en el sureste de los
Estados Unidos de Améri iltima se conocen dos variedades bien diferenciadas en la
mayor parte de sus areas de distribucion, con una franja de contacto donde prevalecen individuos
hibridos. La variedad tipica P. glandulosa var. glandulosa es caracteristica de Texas, v en las
entidades federativas de México, al este de Coahuila, en Nuevo Ledn y norte de Tamaulipas. Sin
embargo, Johnston (1962} concentra la distribucion de  P. glandulosa var. torrellana hacia el
oeste en particular en California, Baja California, Nuevo México y Chihuahua extendiéndose
hasta el estado de Nevada de BEUA, Sinaloa, San Luis Potosi y Texas. 5) P. wamaulipana se
encuentra en la region Huasteca, en los limites de Tamaulipas, San Luis Potos y Veracruz. 6) P.
velutina se distribuye en el centro y sur de Arizona, extendiéndose hasta Sonora y Nuevo México.
7) P. paimeri es endémica de Baja California. 8) P. repians se encuentra en el region meridional
de Texas y en éreas adyacentes de Tamaulipas y por ltimo P. pubescens llamado tornillo se

distribuye desde el sur de California hasta el norte de Chihuahua y el surceste de Texas

incluyendo pequefias areas en Nevada, Utah y Baja California Norte (Rzedowski, 1988).

Los problemas para definir correctamente la taxonomia del grupo y establecer su filogenia

ha dificultado entender e interpretar su correcta distribucidn geografica.

En Norteamérica las discontinuidades observadas en los patrones de la distribucion del
género indican una considerable antigliedad del grupo en términos de su permanencia en las
zonas aridas de esta region. Entre los hechos interesantes se encuentra la distribucién
geografica de P. velutina en el norte de la Repablica Mexicana donde divide en dos el 4rea de

distribucién de P. glandulosa var. torrellana. De acuerdo con la hipétesis de Johnston, el



origen de P. velutina es mas reciente y lo relaciona con la orogenia del Terciario que afectd

drasticamente la region permitiendo que P. veluting desplazaraa P glandulosa var. torrellana

, )
de su area or

Tabla 1. Distribucion geografica de las especies de Prosopis existentes en la Republica

Mexicana.

Seccion Especie

Distribucion geografica

Strombocarpa P. palmeri
P. reptans

P. pubescens var. cinerascens

Algarobia P.articulata
P. juliflora

P. laevigata

P glandulosa var. glandulosa

P. glandulosa vax. torrellana

P. tamaulipana

P velutina

Baja California
Tamaulipas
Baja California, Chihuahua

Baja California Sur, Sonora

Se localiza en los estados situados del
lado del Pacifico, desde Sinaloa hasta
Chiapas

Se localiza desde Sonora hasta Oaxaca,
pasando por todos los estados del centro,
este vy oeste

Coahuila, Nuevo Leon y Tamaulipas

Baja California, Chihuahua, Sinaloa y
San Luis Potosi.
Tamaulipas, San Luis Potosi y Veracruz.

Sonora

La disyuncion de P. articulata en Baja California sur v en los alrededores de Guaymas,

Sonora, puede atribuirse a la dispersion de polen y semillas a larga distancia o a la reduccion

de areas originalmente continuas que se extendian hasta la desembocadura del Rio Colorado.

Aungue es mas probable que estas especies existieran ahi antes de la separacién de la

peninsula del resto del continente (Karig v Jensky, 1972).



La distribucidn de P. [aevigata en tres segmentos separados {Altiplanicie, Depresidn del
Balsas v Planicie Costera Nororiental) indica que ia antigiiedad de la especie debe remontarse
1 que las montafias no obstaculizaban su dispersidn, aunque es factible que la
Plamcie Costera se comunicara anteriormente con la de la Altiplanicie via Nuevo Ledn y

Coahuila (Rzedowski, 1988).

La distribucion discontinua de P. juiiflora observada desde el lado del Pacifico desde
Centroamérica a la Costa del Cartbe y luego hacia algunos valles interiores de Colombia y
Pery, asi como al litoral Ecuatorianoe v las Islas Galapagos se atribuye al establecimiento del

1

1stmo centroamericano durante el Plioceno (Rzedowski, 1988).

Todas estas disyunciones no parecen ser muy espectaculares comparadas con las
discontinuidades observadas mas al sur del Ecuador (Argentina, Chile y Bolivia). Esta
distribucién en las zonas aridas a ambos lados del Ecuador en América no es exclusiva del
género Prosopis, sino que incluye a muchos otros géneros y especies. Existen varias hipdtesis
para explicar el posible origen de estas areas tan ampliamente separadas, aunque ninguna se ha
legado a probar. Las tres principales teorias son: a) la existencia de una mayor confinuidad de
regiones de clima arido en épocas pasadas, b) la dispersion de polen a larga distancia, c) la
evolucién convergente de ancestros propios de clima mas himedo. El género Prosopis ha sido
utifizado para explicar este ultimo mecanismo, basédndose sobretodo en la presencia de P.
Juliflora en areas proximas al Ecuador (Axelrod, 1948; Solbrig, 1972). En relacion a esta
tltima teoria el apalisis de flavonoides indica que la evoiucidén convergente pudo jugar un
papel importante en la gran similitud morfologica observada por un lado entre las especies

Sudamericanas P. fleuxosa y P. chilensis y por otro lado en las especies Norteamericanas F.



glanrdulosa, P. laevigata v P. velutina, todas pertenecientes a la seccion Algaroba, pero sin
que existan pruebas de que P. juliflora haya sido el progenitor comun de ambos conjuntos
(Carman, 1973). Si bien en algunas especies de las secciones Algarobia y Strombocarpa ¢l
analisis de flavonoides indica la posibilidad de la evolucidn convergente, Rzedowski (1988)
scfiala que aunque no es imposible ¢l origen del complejo Prosopis en América a partir de un
ancestro local propio de climas hiimedos, no es probable que éste haya generado directamente
un desarrollo convergente en regiones aridas a ambos lados del trépico, va que la situacién
actual refleja un periodo largo de evolucidn de un grupo esencialmente xeréfilo. No obstante
el vigor y las tendencias invasoras de algunas de sus especies, considerandolo en conjunto. El
registro fosil del género del Eoceno-Oligoceno también apunta hacia esta idea (MacGinitie,
1953). Sin embargo, no hay que descartar la posibilidad de que a pesar de su origen
Godwaniano v de la actual concentracién de la diversidad de especies de Prosopis en
Argentina, estas plantas hayan llegado a finales del Cretacico o en el Eoceno a Norteamérica
por la ruta de Laurisia meridional y posteriormente migraron hacia ¢l sur. También no hay que
perder de vista el hecho de que la distribucidn geografica actual de P. juliflora parece sugerir
una via migratoria que pudo haber usado mas de un linaje de xerdfitas a través de los tropicos
en épocas en que climas no tan hifmedos como el actual dominaban esa region (Rzedowski,

1988).

2.1.2. Clasificacion taxonémica

En ta clasificacion del género Prosopis, Leguminosoidae de ia subfamilia Mimosoidae,
existen desacuerdos a nivel de especies, secciones v series, las dificultades para la clasificacion

adecuada, se deben a la ampha variabilidad morfologica que presentan las especies, producto de



la hibridacion e introgresion genética que existe entre ellas, lo cual al generar fenotipos

intermedios en las zonas de simpatria hacen mas dificil su clasificacion (Burkart, 1976a; Galindo-

Almanza et af., 1992),

Las especies del género a través del tiempo han estado sujetas a diferentes sistemas de
clasificacién debido a la diversidad morfolégica interespecifica e intraespecifica (Benson,
1941; Johnston, 1962). Bentham, en 1875, incluyé la mayoria de las formas polimdrficas del

mezquite dentro de la seccion Algarobia como una especie. situacion que fue vigente hasta

que Burkart (1940) las separo en diferentes especies.

En la actualidad el sistema de clasificacién mas aceptado es la propuesta por Burkart
(1976). Este autor considera que las caracteristicas morfolégicas mas importantes para la
subdivision seccional del género son la presencia de espinas en los tallos y ramas de la planta.
Basado en esto, dividid el género en las siguientes cinco secciones :

La seccidon Anonychium comprende una sola especie sin espinas, frutos largos vy
aplanados, pétalos glabros y ovarios pubescentes (Burkart, 1976a; Burkart y Simpson, 1977).

La seccidon Prosopis mcluye 3 especies, las cuales tienen espinas en forma de puas a lo
largo de los talios, frutos redondos cafés, pétalos y ovarios glabros (Burkart, 1976a; Burkart y
Simpson, 1977}.

La seccién Monilicarpa comprende una especte con espinas axilares individuales en,
fruto rojo briilante con glébulos pronunciados, pétalos y ovarios pubescentes (Burkart, 1976;

Burkart v Simpson, 1977).



La seccion Strombocarpa con 9 especies, las cuales presentan espinas en pares formadas

de estipulas modificadas, frutos en forma espiral o cortos redondos, pétalos v ovarios

La seccion Algorabia constituida por 30 especies, con espinas terminales o axilares en
pares o individuales, vainas con diferentes formas y ligeramente aplanadas, pétalos y ovarios
pubescentes (Burkart, 1976; Burkart y Simpson, 1977). En las especies de Norteamérica de
esta seccion se presentan las mayores confusiones morfoldgicas. Para México Burkart (1976)
reconoce la existencia de 3 especies de la seccién Strombocarpa (P. palmeri, P. reptans y P.
pubescens) y 6 de la seccion Algorabia ( P. articulata, P. tamaulipana, P. velutina, P. juliflora,
P laevigaia, P. glandulosa torr.). Sin embargo, Johnston (1962) solo reconoce para el territorio
mexicano la existencia de cinco de las especies de la seccidn Algorabia. Si bien estos sistemas de
clasificacion son los mas fundamentados todavia estan sujetos a cambios debido a los problemas
que se tienen para definir correctamente al grupo a nivel de senies, lo cual implica la necesidad de
efectuar estudios bioquimicos, citogenéticos vy moieculares para reunir el mayor mimero de
herramientas que aunadas a los estudios taxondmicos permitan definir con mayor claridad las

series del género.

2.1.3. Descripcion morfologica

A los mezquites se les puede encontrar en forma arbustiva con una altura de un metro o
arborea alcanzando hasta 15 m de altura. La corteza de los troncos es de color obscura o negra.
Tiene sistema de raices profundo y extendido. La raiz principal puede alcanzar profundidades de
mas de 50 m vy las laterales hasta 15 m a los lados del arbol (Burkart, 1976a; Johnston, 1962). Las

hojas son de color verde obscuro, compuestas, bipinadas con 6 a 17 foliolos de tamafio variado
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{oblongos o lineares) glabros o pubescentes, con o sin estipulas, a veces con glandulas en el
peciolo y raquis (Burkart, 1976a; Burkart y Simpson, 1977). Los tallos y ramas delgadas tienen
espinas axilares o terminales {con excepcidn de la especie de la seccidn Anonychium) en pares o
individuales, de tamafio variado legando alcanzar hasta 10 cm de longitud (Burkart, 1976a;
Burkart y Simpson, 1977). Las flores son perfectas, pequefias de color amarillo verdoso,
pentameras, hermafroditas, protoginas, con estambres libres y anteras con una glandula pequefia,
el caliz es gamosépalo levemente dentado y los pétalos estan unidos muy cerca de la base,
generalmente las flores se encuentran agrupadas en espigas cilindricas de 5 a 10 cm de largo, rara
vez en racimos ovoides o esféricos (Burkart, 1976a). El fruto es una vaina amarrilla-violicea,
alargada, recta o arqueada v en algunos casos en forma de espiral, indehiscente, de 3 a 30 cm de
longitud, aplanadas o cilindricas en la madurez y pueden contener de 10 a 30 semillas (Burkart,
19762, Burkart v Simapson, 1977). Las semillas son de forma oblonga o aplastada, duras de color
café claro u obscuro dependiendo de la especie, de 2 a 7 mm de longitud (Burkart, 1976a; Burkart

y Simpson, 1977).

2.1.4. Ambito y papel ecoldgico del mezqguite

Los mezquites son considerados como plantas termo-xerdfitas debido a su resistencia a la
sequia v a altas temperaturas. Si bien son especies que cominmente se desarrollan en climas
secos, sus caracteristicas morfologicas y fisiolégicas les han permitido prosperar en diferentes
ambientes ecoldgicos, se pueden encontrar en climas calidos, secos, tropicales y subtropicales
(Simpson y Selbring, 1977). En nuestro pais se desarrollan tanto a nivel del mar como a altitudes
mayores de 200 m sobre el nivel del mar, 2 un rango de precipitacién anual de 50 a 600 mm. y

temperaturas medias anuales de 15 hasta 45°C (Rzedowski, 1988).



En el ambito ecoldgico en el que Prosopis prospersa, ¢ste juega un papel muy impottante en
la composicion y dinamica de desarrollo de la vegetacidon v la fauna (Pandit, 1996). En las
regiones aridas y semidridas donde comunmente se localiza, su dosel actia como un nicho de
colonizacion que permite el establecimiento y desarrotio de especies epifitas herbéceas v lefiosas
que al formar grandes conglomerados contribuve a la formacion del bosque espinoso. A la fauna
te proporcionan refugio y sustento, generalmente un gran numero de insectos se alimenian del
polen y el néctar de sus flores, las cuales también utilizan como sitios de apareamiento, sus frutos
constituyen una fuente de alimento para algunos roedores y vertebrados (Ramirez et al., 1997).
Ademas como toda leguminosa mejora la fertiidad y estructura de los suelos, mediante la
acumulacion de materia orgénica (Garg, 1998) v la incorporacion de mitrdgeno atmosférico al
suelo, como resultado de la mteraccion de bacterias fijadoras de nitrdgeno con las raices de los

mezquites (Alazzi et al., 1996; Ovalie et af., 1996).

2.1.5. Usos potenciales del mezquite

El uso del mezquite se remonta a la época prehispanica, evidencias arqueoldgicas han
mosirado que varlas especies de Prosopis fueron utilizadas por los pobladores del continente
Americano como fuente de alimento, medicina, lefia y para la construccion de viviendas (Felger,
1977). En la actualidad se considera como un género multipropdsito (Goel y Behl, 1996), con
grandes posibilidades de utilizacién comercial (Durso ef af, 1973). La National Academy of
Science lo ha propuesto como un material de alto valor econémico (USA, 1981) y la FAO ha

sugerido utilizarlo para la reforestacidon de zonas aridas y semidridas. Actualmente en algunos
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paises va se han establecido con éxito programas de reforestacién utilizando este género

(Agrawal, 1996, Agrawal, 1996a; Goel y Behl, 1996).

Datos de un estudio realizado en México muestran que ¢l aprovechamiento del mezquite
generd ingresos de 35,2 millones de pesos, equivalentes a 2.8 millones de dolares en un periodo
de 10 afios (1956-1965), por concepto de la produccién de carbdn, lefia y la exportacion de 47

toneladas de frutos utilizados para forraje {Gomez, 1970).

La calidad de su madera es superada por muy pocas especies forestales. Sin embargo, la
madera de P. laevigata es preferida a la de otras especies forestales, para la construccién de
puertas, marcos, ventanas, para mangos de herramientas, y muebles, por poseer un bajo contenido
de humedad, lo cual le confiere una alta estabilidad dimensionaf (Wolf, 1986). Ademas la madera
también se usa en escala industrial para la produccion de duela, madera aserrada, hormas para

zapatos, lefia (por su alto valor calorifico) y carbon de alta calidad (Wolf y Vogel, 1986).

Las vainas v hojas son aprovechadas como forraje por su alto valor nutritivo (Bosch et al.,
1997; Jhala, 1997). En las zonas 4ridas y semidridas de México, su uso contribuye a reducir el
costo de la alimentacién del ganado y cuando se pierden los cultivos como maiz y frijol también
los habitantes de estas zonas utilizan la semilla como complemento de su alimentacién. Debido a

todo lo anteriormente expuesto el mezquite tiene gran importancia desde el punto de vista

SOCIOECONOMICO.



Estudios recientes 1ndican que si bien en la época de los ailos 60, se consideraba como mas
redituable el aprovechamiento de sus frutos para forraje, en la actualidad la produccién de carbén

parece ser la activada mas redituable (Chellamuthu ef /., 1996; Pathan, 1998).

Si bien el mezquite tiene gran potencialidad econdomica de aprovechamiento, también hay
que reconocer gque existen una serie de problemas que hay que enfrentar para su uso correcto,
tales como su introduccion a nuevas areas, lo que podria convertirlo en una plaga, ya que tiende a
presentar un comportamiento mas agresivo en medics més favorables a los que generalmente se
desarrolla, la susceptibilidad de las vainas al ataque de insectos puede originar perdidas de hasta
70% de la semilla (Agrawal, 1990). Ademas también se requiere eliminar de las hojas la

presencia de sustancias tdxicas como tiramina y triptamina entre otras que limitan su

aprovechamiento como forraje.

2.2. Concepto de especie

En los dos ultimos siglos los seres vivos se han ordenado conforme a ia clasificacion de
Linneo. Si bien la unidad basica de este sistema de clasificacion es la especie, a través de la
historia de la Biologia se han propuesto diferentes conceptos de especie dependiendo del

enfogue del autor y/o de los organismos con los que se trabaje.

La conceptualizacion esencialista de la especie predomind desde el siglo XVII hasta
mediados del siglo XIX. Durante este periodo los criterios utilizados para agrupar a los
individuos en especies fueron basicamente morfoldgicos y las especie se definian como grupés
de individuos semejantes, provistos de caracteristicas gue se mantienen en sus descendientes

(Crisci, 1994; Grant, 1981). Después de publicarse ia obra “El origen de las especies” en
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donde Darwin dio una explicacion coherente de codmo la adquisicidn gradual de peguefias
diferencias a través del tiempo puede explicar la gran diversidad observada en ese entonces y
en el presente, el concep stracta en la que ya no se
habiaba de unidades concretas y objetivas, sino de posibles subdivisiones arbitrarias de un
continuo organico distribuido no sélo en espacio sino también en tiempo. Estos criterios
dieron la pauta para el desarrollo del concepio bioldgico de especie, el cual comprende los
cuatro puntos esenciales siguientes: 1) La especie bioldgica surge solo entre formas que se
reproducen sexualmente, 2) Todas las especies se componen de una o mdas poblaciones de
individuos mutuamente retacionados, 3) La interrelacion de los miembros de toda poblacion
en una especie proviene de su mutua dependencia para fines de reproduccion, 4) La condicion
definitiva de una especie biologica es que sus poblaciones pueden reproducirse separadamente
{Mettler e al., 1988%). En resumen la especie bioldgica se define como grupos de poblaciones
naturales cuyos individuos se cruzan o pueden cruzarse y que se hallan aisladas
reproductivamente de otros grupos (Mayr, 1940). Este concepto difiere del de la Escuela
Esencialista en que ve a las especies como poblaciones y no como tipos, las considera en
grados de distincién de acuerdo con el aislamiento reproductivo y no en términos de grados de
diferencias, las define por su relacion con otras especies coexistentes y no intcamente por sus
propicdades intrinsecas (Tovar y Ballesteros, 1994). Si bien este concepto ha sido dominante
por mucho tiempo en Biologia, algunos autores al analizarlo han indicado que presenta una

serie de limitaciones y que este concepto solo funciona para organismos que se reproducen

sexualmente. Las dificultades mas comunes en la aplicacion practica de este concepto son:

a) La insuficiente informacién con respecto a las potencialidades reproductivas de muchas de

las poblaciones que componen una especie. La dificultad que existe para determinar de manera
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preclsa si se presenta el entrecruzamiento entre poblaciones, ha llevado a intentar cruzar en el

laboratorio poblaciones diferentes para determinar el intercambio genético potencial v decidir
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lo de este tipo de experimento ¢s el realizado
con Drosophila arizonensis 'y D. mojavensis en el cual cada especie se compone de tres
principales poblaciones separadas. En este caso las pruebas de laboratorio demuestran que los
miembros de las tres poblaciones alopatricas de D. mojavensis se cruzan facilmente vy
producen prole abundante, viable y fértil. A pesar de que esta demostracién es indirecta, indica
que tales poblaciones separadas pertenecen a la especie D. mojavencis. Otras pruebas han
demosirado que jos miembros de las pobiaciones de D. mojavencis aisladas tienen
reproduccién hibrida con las de . arizonensis y generan un pequefio nimero de descendientes
viables y fértiles. Ademas, se ha observado que la prole F2 conserva la vida y algunos resultan
superiores en su capacidad de adaptacion a ambas formas parentales (Mettler et /., 1988). Si
blen en éslas y en otras especies mediante pruebas de laboratorio se ha podido determinar su
potencialidad reproductiva, debe de considerarse gue en la naturaleza el intercambio genético
real puede ser inexistente y en el laboratorio se eliminan no solo aspectos geograficos de
alopatria, sino también otras barreras reproductivas de naturaleza ectoldgica v ecoldgicas.
Habitualmente en la naturaleza no se puede probar la compatibilidad reproductiva, solamente

puede inferirse con reglas relativamente subjetivas como por ejemplo  similitudes

morfoidgicas.

b) Los casos de especiacidn incompleta donde los mecanismos de aislamiento reproductivo no
estan bien establecidos. La existencia de hibridacion tanto en plantas como en animales
indican que no existe un aislamiento reproductivo en el sentido de ia definicidn, por lo que es

sumamente dificil determinar las barreras reproductivas. La existencia de flujo génico
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interespecifico no implica para algunos el rompimiento de la independencia bioldgica de la

especie. Sin embargo para quienes piensan en la especiacidén como un fenémeno gradual si se

Mettler y colaboradores (1988) seflalan que hay pocas dudas de que las poblaciones
contiguas que intercambian genes libremente en sus dreas de contacto son coespecificas,
mientras las formas simpitricas completamente aisladas en el aspecto reproductivo son
especies diferentes. Sin embargo, la norma de aislamiento reproductivo no siempre se puede
aplicar de modo tan objetivo, pues el aislamiento reproductivo es un caracter de las
poblaciones que se adquiere generalmente por cambios evolutivos graduales. Por lo tanto, en
algunas poblaciones puede haber barreras incompletamente formadas, lo cual permite que
ocurra apareamiento y se produzcan hibridos. También sefalan que los mecanismos de
aislamiento pueden fallar, permitiendo algunos cruzamientos eficaces y asi Ias gue en un
tiempo se consideraron como especies (completamente aisladas), se podran trasformar en
casos {ronterizos. Enfre otros aspectos también debe considerarse que el aislamiento
dependiente de la ecologfa es un mecanismo débil para mantener la diferencia entre

poblaciones y puede destruirse por pequefias alteraciones del medio.

¢) El hecho de que sélo incluya a los organismos con reproduccion sexual constituye otras de
sus limitaciones debido a que deja fuera a los organismos de reproduccidn asexual. Las formas
asexuales no se incluyen en la definicién porque en €stas no se cumplen las condiciones de

{lujo génico ni entrecruzamiento (Mettler ef al., 1988).



Aunque el concepto bioldgico de especie ha estado sujeto a criticas por las limitaciones
que presenta, ha sido uno de los mas ampliamente utilizados. Sin embargo, en la historia de la
ofa se han utilizado diferentes conceptos algunos de los cuales se presentan a

continuacion;

a) Concepto taxondmico o morfolégico de especie: se refiere al conjunto de individuos
morfoldgicamente similares y separados de otros conjuntos por discontinuidad morfologica. El
problema practico de la aplicacidn de este conceplo esta en que no se ha establecido el tamafio
de las discontinuidades morfoldgicas que separan las especies v la incapacidad de reconocer

mediante este concepto determinados fenémenos de diversidad (Crisci, 1994; Grant, 1981).

b) Concepto fenético de especie: este concepto se refiere a grupos de poblaciones
fenéticamente similares en muchos tipos de caracteres (morfoldgicos, ecologicos, quimicos,
etc.) cuyos linites se establecen por una evaluacién numérica. La dificultad en la aplicacion de
este concepto reside en que no se ba legado a un acuerdo con respecto al tamafio de la
discontinuidad necesaria para reconocer una especie y no hay un acuerdo con respecto a las

técnicas numéricas a utilizar (Crisci, 1994).

¢) Concepto ecolégico de especie: es un linaje o conjunto de linajes afines que evolucionan
separadamente de otros y que ocupan una determinada zona adaptativa o nicho ecolégico. El
problema de la aplicacidn de este concepto radica en que no existen definiciones operativas de

nicho ecolégico o zona adaptativa (Crisci, 1994).
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d) Concepto evolutivo de especie: es un conjunto de poblaciones que comparten un destino
evolutivo comun a lo largo del tiempo v evolucionan por separado de otros linajes semejantes,
A Aamitr Ao Feao ~ PR El - 101 i d ot - . . A .

¢s decir, de otras especies. El problema de este concepto consisie en determinar que se

entiende por destino evolutivo comun al considerar organismos vivos (Simpson, 1981; Grant,

1981).

e) Concepto cohesivo de especie: incluye a la mayoria de poblaciones de individuos que tienen
el potencial para la cohesién de fenotipos a través de mecanismos de cohesién intrinsecos

(capacidad de intercambio genético)(Templeton, 1989).

El analisis de estos conceptos muestra que ningunc puede adopiarse como concepto

universal de especie ya que todos presentan limitaciones.

En resumen, puede decirse que ios problemas en ¢l concepto de especic en biologia se
ha utilizado en dos sentido: 1) Como base para describir y catalogar la
diversidad bioldgica, lo cual ha constituido la base de la sistematica y 2) Para representar las

relaciones filogenéticas de los organismos como base de la teoria evolutiva.

Considerando lo anteriormente expuesto y que no todos los organismos de la naturaleza
se ajustan a los conceptos de especie postulados. Desde un punto de vista practico quizas el
concepto taxondémico sea el mas apropiado para distingwr a los organismos ya que éste
representa un procedimiento comun de catalogar a los diversos grupos de organismos que se

encuentran en la naturaleza v son morfolégicamente distinguibies.
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2.3. Fuentes de la variacion genética en las poblaciones

La cantidad de variacion genética que hay en una poblacion depende de la informacion
genética disponible, la cual estd en funcidon de los tipos de alelos de todos los loci, sus
frecuencias entre los individuos y sus combinaciones particulares como genotipos. La cantidad
y clase de variacidn genética en una poblacidn son potencialmente afectados por diferentes
factores tales como la mutacidn, flujo genético (migracidn), recombinacion, deriva genética y
seleccion natural. Estos factores pueden tener efectos particulares, por gjemplo las mutaciones
casi siempre incrementan la cantidad de variacion, mientras que la deriva genética la reduce.
La seleccidon natural, el flujo genético v la recombinacién pueden incrementar o reducir la
variacién genética dependiendo de la situacion que enfrente la poblacion en un momento dado.
La combinacion de dos o mas de estos factores puede generar diferentes cantidades y patrones

de variacion (Ayala v kinger 1984; Marzocca, 1985).

La variacion genética constituye la base de la evolucion, Para que el cambs
tenga lugar, debe existir una fuente de variacion genética y una fuerza impulsora. La seleccion
natural constituye esta fuerza, y se ha definido como el mecanismo por el cual las poblaciones
se modifican en respuesta al ambiente. La seleccidn natural opera a través de la reproduccion
diferencial de ciertos genotipos. Los genotipos favorecidos son aquellos que tiene éxito
reproductivo y por consecuencia contribuyen con una alta proporcién de individuos en la
siguiente generacion. Las adaptaciones de las plantas que les permiten vivir exitosamente en
determinados ambientes, involucran una combinacién de los caracteres. La seleccion natural

establece v preserva las combinaciones genéticas favorables que pueden ir desde el color de ia



20

flor hasta los cambios que involucran el habito de la planta (Marzocca, 1985; Mettler er /.,

1988).

EL flujo genético y la recombinacién son consideradas como las fuentes principales e
immediatas de la variacién genética. El flujo genético se describe como el intercambio de

genes entre poblaciones gue se cruzan (Metiler er af., 1988; Marzocca, 1985).

La recombinacion produce nuevos arreglos en los genes por medio de la fecundacion
criuzada y del intercambio (entrecruzamiento) de segmentos de los cromosomas homédlogos.
seguldo de la distribucién independiente de los cromosomas durante la meiosis. Muchas de las
variaciones genotipicas v fenotipicas que se presentan en una poblacion pueden atribuirse a la
recombinacion de las diferencias génicas que han existido en el sistema poblacional a 1o largo

de muchas generaciones (Marzocca, 1985).

La hibridacidén y la introgresién en los organismos son resultado de la recombinacidn
genctica. La hibridacién natural proviene del flujo de genes entre individuos de poblaciones

divergentes a niveles infraespecifico y especificos (Radford, 1980).

La deriva se refiere a cambios en las frecuencias genéticas debido a la varacion en el
muestreo de generacion en generacién. En teorfa, en ausencia de seleccidn natural, las
frecuencias genéticas permanecerian relativamente constantes en ias poblaciones naturales.
Sin embargo las frecuencias genéticas pueden fluctuar debido al muestreo aleatorio de los
genes que se trasmiten en cada generacién. Este efecto es mayor en las poblaciones peguefias

v aisladas, en estas poblaciones la deriva genética puede tener un papel importante al permitir
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gue los genotipos nuevos ileguen a ser mas frecuentes de lo que regularmente permitiria la

seleccion natural (Marzocca, 1985; Ayala v kinger 1984).

La mutacidn es la ocwrencia de cambios heredables en el genotipo de un organismo que
no es heredado de su ancestro y es considerada como la ultima fuente de la variacion genética.
Las mutaciones pueden ser pequefias como ¢s la sustitucion de un simple par de nucledtidos
en la molécula de ADN o mayores como cambios en la estructura o numero de cromosomas
(mutaciones puntuales o cromosdmicas respectivamente). Las mutaciones cromosomicas
pueden ser por: 1) la polipioidia o multipiicacion de los juegos cromosdmicos; 2) la aneuploia
o pérdida o ganancia de cromosomas en el juego cromosémico y 3) los cambios en la
estructura general, duplicaciones de segmentos cromosdmicos, translocaciones o intercambio
de segmentos cromosdmicos entre cromosomas 1o homoélogos o inversiones de segmentos de
los cromosomas. Los cambios estructurales en los cromosomas no producen nuevos genes,

pero su funcién radica en proporcionar combinaciones de genes unicas, nuevos arreglos en los

genes y diferentes grupos de ligamento (Marzocca, 1985; Ayala y Kinger, 1984).

S1 bien las mutaciones son consideradas la ultima fuente de variacién en las especies,
éstas proveen en forma abundante los recursos para la variacion genética. Las mutaciones
pueden originatse espontincamente durante la replicacién del ADN o inducirse por factores
medioambientales como la radiacion UV, compuestos quimicos y altas temperaturas. Una
mutacién se define como un cambio en la secuencia de nucledtidos de un gen, que puede dar
como resulfado la produccién de una proteina modificada con una secuencia de aminoacidos
alterada o puede afectar el control de la sintesis def producto del gen. Si la proteina modificada

difiere funcionalmente de la forma silvesire, puede ocasionar un cambio correspondiente en un
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caracter observable y producir un organismo mutante. La diferencia puede encontrarse en 1a
actividad o estabilidad enzimitica, o puede afectar la funcién de la proteina como portador o

componente estructural de la célula. La mutacion es heredable v estd sujeta a la seleccién
natural. Las mutaciones constituyen la base para los cambios evolutivos. Las mutaciones que
provocan cambios desventajosos a los individuos tienen poca probabilidad de manifestarse y
perpetuarse, de tal manera que sus niveles son bajos en una poblacidn natural. Si un caracter

fenotipico no es desventajoso, el mutante puede establecerse en una poblacién junto con el

tipo silvestre como un polimorfismo (Smith y Wood, 1998).

Las mutaciones génicas o puntuales son alteraciones en la secuencia de los nucleétidos,
originadas por transicidn, transversién, inserciones o deleciones de bases. El papel de las
mutaciones puntuales en el cambio evolutivo depende de la magnitud de su efecto sobre el
organismo, la ventaja o desventaja adaptativa de los individuos mutantes, asf como del papel

del gen mutado en las interacciones entre la poblacidn v el ambiente.

A nivel de especie o entre especies la diversidad morfoidgica observada se ha atribuido a
la accion de cambios en un gen o multiples genes. Estudios genéticos han demostrado que
cambios en patrones de crecimiento, estructura, forma, orientacién en hojas, partes florales y
frutos son gobernados por uno o dos genes, nuentras que aquellas diferencias en la dimensidn,
peso y numero son influenciados por multiples genes (Gottlieb, 1984). Asi por ejemplo en
Cucurbita pepo se encontré que las diferencias entre un fruto aplanado y esférico se originan
por cambios en un gen, mientras que en Nicotiana tabacum se observo gue los alelos del locus
SI afectan la forma de diferentes érganos. El alelo dominante dirigié el incremento en

longitud de peciolo, caliz, anteras, lobulos de la corola y alargamiento de las capsulas,
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mientras el alelo recesivo en estado homocigoto mostrd efectos opuestos. Si bien en éstas vy
otras especies hay evidencias genéticas claras de algunos cambios morfoldgicos, ain existen
problemas en la estimacion del nimero de cambios genéticos responsables de la diversidad

morfologica ya que en muchos casos las evidencias disponibles no permiten aclarar si una

diferencia morfoldgica se debe a uno o més cambios genéticos (Gottlieb, 1984; Coyne y

Lande, 1985).

En resumen, la variabilidad molecular originada por las diferentes fuentes de variacién
discutidas anteriormente se puede dividir basicamente en dos tipos: variaclén en proteinas y
acidos nucleicos. En el primer caso la variacién puede manifestarse o atribuirse a la presencia
o ausencia de una determinada proteina en un individuo, poblacidén o especte, diferencias en
peso molecular, iongitud (nimero de aminoacidos), la sustituciéon (o cambio) de un
aminoacido por otro en ciertas posiciones de proteinas homologas. Con respecto al acido
desoxirribonucleico la fuente primaria de la variacion resulta de cambios en las secuencias de
bases de las cadenas homoélogas, estos cambios se pueden manifestar desde la variabilidad en
sitios de restriccion que refleja un patron de segmentos de diferentes pesos moleculares, hasta

diferencias de secuencias homologas detectadas por medio de un secuenciador.

2. 4. Deteccién de la variacién genetica

La variacidn genética vy ta ceracterizacién de las especies se han estimado generalmente
con base a las caracteristicas morfoldgicas. En fos tltimos afios se ha incrementado el uso de
los marcadores moleculares como una herramienta mas en la caracterizacion de los mdividuos,

va que en casos como el de la evolucion convergente, donde la morfologia concide aun
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cuando las diferencias genéticas sean muy grandes es dificil definir a las especies Unicamente
en funcidn de los caracteres morfoldgicos. Los marcadores moleculares considerados como un
cardcter adicional en los estudios taxonomicos a diferencia de los caracteres morfoldgicos, no

estan influenciados por el ambiente y proporcionan un nimero ilimitado de caracteres

moleculares que pueden ser de gran valor en la diferenciacion de especies y establecimiento de

iy

relaciones filogenéticas. Un marcador molecular se define como la secuencia de ADN o de
proteina que puede ser facilmente detectado y cuya herencia puede ser monitoreada. Este

término hace referencia al polimorfismo de bandas obtenido a través de las técnicas

moleculares 1soenziméticas o las basadas en el analisis del ADN.

La variacion genética a nivel molecular puede ser detectada mediante el analisis directo
del ADN o mediante el de sus productos genéticos, e¢s decir analizando cambios en sus
proteinas o enzimas. La variabilidad genética con base en los productos del ADN se ha
determinado mediante analisis isoenzimaticos. FEsta técnica involucra la separacidn
electroforética de isoenzimas en geles de aimidén o poliacrilamida, seguida de la tincion del
gel con un substrato especifico para la deteccidn de la enzima. Esta mctodologia es
relativamente econdmica, permite detectar varios locl en poco tiempo y detectar la herencia
codominante. En organismos diploides, ambos alelos son claramente identificados y los
heterocigotos pueden ser claramente distinguidos de los homocigotos, lo cual es un
prerequisito para la estimacioén de frecuencia de alelos en estudios de genética de poblaciones
(Weising ef al, 1995). El analisis isoenzimatico se ha utilizado para estimar la variabilidad
genética interespecifica e intraespecifica, en estudios de estructura de poblaciones,
delimitacion de especies, y la caracterizacion de modelos de introgresion (Harrison, 1991). No

obstante sus aplicaciones bioldgicas el analisis isoenzimatico se ve limitado debido a que la
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expresion de las isoenzimas es influenciada por el medio ambiente, asi también porque su
expresion puede ser temporal u organo especifica va que los genes que las codifican sélo se
expresan en esladios especificos del desarollo y bajo determinadas condiciones
medioambientales. Ademas de que el analisis Isoenzimatico sélo permite analizar una porcidn
del genoma. A diferencia de las isoenzimas los marcadores moleculares basados en el ADN
distribuidos por todo el genoma, tienen un mayor grado de reproducibilidad, no son afectados

por condiciones ambientales y su expresion no esté limitada a ciertos tejidos (Ramirezer al,, 1991).

2.4.1. Metodologias utilizadas para la deteccion de polimorfismos del ADN

En los altimos aflos se han desarrollado una gran variedad de técnicas para la deteccion
de polimorfismos del ADN, las cuales difieren en su principio vy su potencialidad para detectar
niveles de variacion genética, asi como en otros factores tales como reproducibilidad y costo
{Tabla 2), los cuales tienen que ser considerados para seleccionar la metodologia que nos

permita resolver el problema que se esté planteando resolver de manera satisfactoria.

Las técnicas utilizadas para la deteccién de polimorfismos se han dividido en los
siguientes dos grupos: 1) Técnicas basadas en hibridacion de ADN y 2) Las basadas en la

reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

2.4.2. Técenicas basadas en hibridacion de ADN

Estas técnicas involucran el corte del ADN con enzimas de resiriccion, separacidn

electroforética de fos fragmentos de ADN de acuerdo a su tamafio y la deteccion de patrones



Tabla 2. Comparacién de los marcadores moleculares mas cominmente utilizado

Caracteristicas RFLP RAPD Microsatélites AFLP

Tipo de sonda ADN Iniciadores 10ph  Seoucrelet ISPEcas - Secuencias capactiicas de
Polimorfismo medio alto alto Muy alto
Deteccién de alelos si no s1 1no

N° de loci detectados 1-3 1-10 1-5 50-100
(Genoma analizado parte del genoma genoma completo genoma completo genoma completo
Herencia codominante dominante codominante dominante
Dificultad intermedia simple simple intermedia
Reproducibilidad alta intermedia alta alta
Cantidad de ADN 2-30 ug 1-10 ng 50-100 ng 100 ng
Radioisotopos si no no si

Costo alto intermedio alto alto
Tiempo intermedio rapido rapido intermedio
Tomado de Demeke, ef al .,1997.
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polimdrficos por hibridacién con una secuencia especifica de ADN marcada con algln
elemento radiactivo. En este grupo se incluyen los RFLP, los cuales se generan por rearreglos
en el genoma que originan alteraciones en los sitios de reconocimiento para la endonucleasa
que se utiliza en la digestidén (Figura 1). Los RFLP expresan herencia codominte, permiten
detectar alelos, son altamente reproducibles y detectan polimorfismo intermedic Este tipo de
marcadores han sido utilizados para localizar genes especificos, para discriminar individuos

muy relacionados y para establecer mapas gendmicos (Demeke et al., 1997).

2.4.3. Técnicas basadas en la reaccion en cadena de la polimerasa

L.a técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) fue desarrollada por Mullis en
1985. Esta técnica se aplicéd exitosamente en el diagndstico clinico de pacientes con anemia
falciforme y desde entonces se ha utilizado en diferentes dreas de la ciencia. La metodologia
de PCR es el proceso bioquimico in vitro mediante ¢l cual las cadenas complementarias
ndividuales del ADN blanco son duplicadas por 1a enzima ADN polimerasa en cada uno de
fos ciclos (20 a 35) que integran la reaccidn y al final de cada uno las nuevas cadenas vuelven
a ser duplicadas por la misma enzima obteniéndose asi la produccidn exponencial de millones
de copias de los segmentos de ADN especifico sometidos al proceso (Figura 2). Para la
reacciéon se requiere de ADN blanco, iniciadores (oligonuciedtidos) especificos, los cuatro
desoxirribonucléotidos, la enzima ADN polimerasa y cloruro de magnesio. Cada uno de los
ciclos de la reaccién consta de tres pasos (desnaturalizacidn, alineamiento y extension),
determinados por temperaturas y tiempos especificos. En el paso de desnaturalizacion las
cadenas complementarias del ADN blance se separan o se desnaturalizan, empleando rangos

de temperaturas de 92 a 98 °C y tiempos de 30 a 90 segundos. Sin embargo, generalmente se



*L Extraccidn gel ADN
M@\\%

Enzimas de restriccion Psi
Plésmido

Fragmenios de ADN Fragzm:mos de ADN

4 @ N
—_— = L = Fragmentos de
R \ 500 a 25{}0 bp
s e e e ] Separacién
= = — |cneels T
o e} de agarosa ( Ligamiento

Plismido

¥ ahierto
TFrasferencia 2 membrana . R b |
de nitroceiulosa

Fragmento Células

l < « v competenies
Sonda
e radiactiva @ Célula
- = = = & rasformada
—_—— = = /";::J por ¢l plasmido
== = == T | Hibridacién T Fragmentos
= — = T de ADN
_— Wcﬁaﬁ copias)
Patl
A4
b Piésmzd:n ct:zn %'.. :'o # Colonias de
. ;f:DN ¢ e o898 plasmidos
Selecciona
colonias con
— ™™ e | Autoradicgrafia plismidos que
— ¥ contienen los
Genoteca LT8gMENtos
\L T30
g ate )
Anélisis

Figura 1. Secuencia del proceso de deteccion de los RFLPs. Pstl = endonucleasa de
restriccion derivada de Pseudomonas. Tomado de Ramirez ef al., 1991,

28



28

utiliza a temperatura de 94°C y tiempos de 30 segundos, condiciones en que se ha demostrado
s¢ logra un balance adecuado que permite la completa disociacion del ADN gendmico sin
afectar ia actividad de la ADN polimerasa, ya que a temperaturas y tiempos mayores puede
reducirse su actividad. En el paso de alineamiento se realiza el apareamiento especifico entre
los Iniciadores vy las cadenas del ADN blance desnaturalizado. En este paso se pueden utilizar
rangos de temperatura de 35 a 60 °C y tiempos de 30 a 60 s. Esta fase es considerada 1a mas
critica, ya que a temperaturas muy bajas de alineamiento existe mayor probabilidad de que los
niciadores se apareen a regiones no especificas del ADN y puede originar inespecificidad en
la amplificacién. La temperatura de alineamiento se determina con base a la longitud del
niciador, contenido relativo de G-C, secuencia de los nucledtidos y estructura secundaria de
los 1niciadores. La temperatura éptima de alineamiento es la temperatura media de fusién
(Tm) de los oligonucledtidos o iniciadores, la cual se calcula con la siguiente formula: Tm =
[2(A + T) + (G + C)]. El tiempo de duracién de este paso estd en funcién de factores tales
como la estructura secundaria y la concentracion del iniciador. En el paso de extensién la
ADN polimerasa extiende la longited delos iniciadores apareados al ADN blanco, al ir
polimerizando los desoxinucleétidos libres lo cual dara origen a la formacién de las nuevas
cadenas complementarias a las dos cadenas sencillas presentes al inicio de la reaccién. En este
ultimo paso se utilizan rangos de temperatura de 70 a 74°C y tempos de 30 a 90 s.

(Palumbi, 1996).

Con la sucesidn de ciclos se logra una sintesis exponencial del segmento de ADN blanco
cuyo tamafio se define desde los primeros ciclos de la reaccién. La longitud del segmento
amplificado por la PCR es resultado de la suma de la longitud del iniciado més la longitud del

ADN blanco flanqueada por dos iniciadores.
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Las metodologias basadas en PCR involucran la amplificacién in vitro de una secuencia
particular de ADN con ayuda de un iniciador que puede ser aleatoria, semialeatoria o
especifica, la separacion de los fragmentos amplificados v la deteccidn de patrones

polimarficos por métodos de tincién. En este grupo s€ inchuven las técnicas de RAPD, AP-

PCR, DAF, microsatélites y AFLP enfre otras.

2.4.4. Amplificacién aleatoria del ADN polimérfico (RAPD)

Esta metodologia fue desarrollada simultineamente por dos grupos de investigadores: 1)
Williams y colaboradores (1990) del grupo de DuPont Co. {Wilmington, USA) quienes la
denominaron Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD), v 2) Welsh y McClelland
(1990) del Instituto de Investigacion de California USA, los cuales la llamaron Arbitrarily
primed polymerase chain reaction (AP-PCR). Posteriormente Caetano-Anollés v
colaboradores (1991) al realizar estudios de las huellas genomicas de plantas la nombraron

DNA amplification fingerprinting (DAF).

En la metodologia de RAPD a diferencia de la de PCR no se requicre conocer la
secuencia del ADN blanco v para la amplificaciéon del ADN gendmico solo se utiliza un
iniciador con secuencias aleatorias de 10 nucledtidos. Los fragmentos se separan mediante
clectroforésis en geles de agarosa y se tifien con bromuro de etidio para evidenciarlos. El
polimorfismo obtenido de RAPD resulta de cambios en las secuencias del sitio de unidn del
ADN blanco con ei iniciador originadas por mutaciones puntuales (inserciones y deleciones),
las cuales impiden la asociacion estable con el iniciador o producen cambios que alteran el
tamafio del fragmento amplificado o pueden impedir la amplificacion del ADN blanco. Con

esta metodologia es posible detectar herencia dominante y un alto grado de polimorfismo. Sin



embargo, no es posible detectar alelos y el grado de reproducibilidad entre laboratorios es
intermedio debido a que los patrones de RAPDs pueden cambiar al modificarse la

concentracién de algunos de los componentes de la mezcla de reaccion tales como el ion

o

Mg®", ADN, iniciador y ADN polimerasa, asi como las condiciones de amplificacion
(desnaturalizacién, alineamiento y extension). Debido a este problema, 2l iniciar un estudio
con una nueva especie o al cambiar de laboratorio es necesario estandarizar las condiciones

experimentales de la técnica.

Esta técnica se ha utilizado para estimar variabilidad genética interespecifica (Wilkie et
al., 1993; Nkongolo, 1999; Shen et al., 1998) o intraespecifica (Paran er al., 1998; Fuentes et
al , 1999), en estudios taxondmicos para delimitacion de especies y para el establecimiento de
las relaciones filogenéticas (Demeke ef al.,1997; Weising et al., 19935), estudios de hibridacion
e introgresion (Crawford ef al., 1993; Amold et al., 1991), resistencia a enfermedades (Martin

et al., 1991).

En la metodologia AP-PCR se emplean iniciadores de 20 a 34 pb. Los fragmentos se
separan en geles de poliacrilamida y se visualizan por autoradiografia v el grado de resolucidn

es moderado.

La técnica de los DAF a diferencia de los RAPD se utilizan iniciadores aleatorios de 5 a
8 pb vy se aplica un ciclo corto de alincamiento, dos temperaturas en el programa de
amplificacién en lugar de tres. Los fragmentos son separados en geles de poliacrilamida y
visualizados con una solucién de plata. Esta técnica es altamente reproducible y se ha utilizado

para establecer mapas genéticos (Caetano-Anollés ef al., 1991).



L2
LI

2.4.5. Microsatélites

Microsatélites o SSR pueden constar de 2 a 6 nucledtidos pero generalmente constande 2 a
3 secuencias de nucledtidos (CAT) que se repiten muchas veces, las cuales pueden variar en
nlimero v secuencia en los diferentes individuos. La principal ventaja que los microsatélites
ofrecen para el andlisis del genoma es su abundancia y dispersion en ¢l ADN. Los
microsatélites son marcas codominantes con un alto grado de polimorfismo vy

reproducibilidad. Con esta técnica se ha logrado detectar la diversidad genética de lineas de

trigo muy relacionadas {Demeke et al., 1997).

2.4.6. Polimorfismo en la longitud de los fragmentos amplificados ( AFLP)

Ia técnica de AFLP es una combinacidn de las metodologias basadas en hibridacién y
PCR. Esta metodologia involucra la digestion del ADN con dos endonucleasas (Fco R1 y
Mse). Los fragmentos de restriccién son ligados en sus exiremos por dos diferentes
adaptadores de doble cadena de 25 a 30 pb. Posteriormenie se lleva a cabo una amplificacion
pre-selectiva utilizando para la reaccidon de PCR iniciadores especificos con una base extra en
el extremo 3. Finatmente los fragmentos resultantes de esta primera amplificacion son sujetos
a una segunda seleccién mas rigurosa, en donde se consideran iniciadores con dos o tres bases
extras (Figura 3). Los fragmentos resultantes de esta segunda amplificacion son
complementarios al iniciador y a las extensiones consideradas, razon por la cual solo una
porcidn del genoma fragmentado es amplificada en la reaccién de AFLP. En esta técnica uno
de los iniciadores es marcado radiactivamente v los fragmentos pueden ser detectados después
de su separacién en geles de poliacrilamida con autoradiografia. Esta técnica permite detectar

herencia dominante, un alto grado de polimorfismo y reproducimlidad. Los AFLP se han
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utilizado en estudios de diversidad genética, establecimiento de mapas genéticos ¢
identificacion de genes especificos ( Vos et al., 1995; Demeke et @/, 1997), en estudios de

variacién genéfica y estructura de poblaciones (Muller er al., 1999).

2.5. Construccién de dendrogramas a partir de datos moleculares aplicando fa taxonomia

numérica

Los datos moleculares generados de los patrones isoenzimaticos, RFLP, RAPD, AFLP
entre ofros, son utilizados para el analisis del genoma y para hacer inferencias taxonomicas y
filogenéticas. Los pairones de bandas observados despues de ia eleciroforesis son comparados
entre los diferentes taxa, en la mayoria de estos estudios la similitud en patrones de bandas
sugieren o indican un mismo genoma, mientras que patrones diferentes indican genomas
diferentes. Las bandas son tratadas como caracteristicas individuales (variables) y se registran
como presentes (asignando valor de 1) o ausentes (asignando valor de 0) en los taxa analizados.

Los datos resultantes son analizados utilizando Ios métodos numéricos aplicados en la taxonomia

numeéerica.

La taxonomia numérica se define como el agrupamiento por métodos numéricos de
umdades taxonémicas con base en el conjunte de sus caracteres o como un sistema de
clasificacién basado en la similitud total de los organismos (Sneath y Sokal, 1973; Sokal, 19806).
La taxonomia numérica tiene como objetivo colocar a los taxa (género, especie etc.) o unidades
{axonémicas operativas (OTU = Operationa Taxonomic Unit) en grupos con base en caracteres
tales como tamafio, color, forma, secuencia de nucledtidos v patron de bandas generados por Jas

diferentes técnicas moleculares, usando métodos numéricos aplicados a los estados de los




caracteres o matrices de distancias entre ellos, para generar el arbol de relaciones de semejanzas o

dendrogama.

La construccién de los dendrogramas puede realizarse a partir de caracteres cuantitativos o
cualitativos. Los patrones de bandas (tamafio de fragmento o posicion en el gel) y los caracteres
morfolégicos (como la forma de la hoja) son considerados caracteres cualitativos. Una vez
definidos los caracteres, se codifican en una matriz basica de datos (MBD) para estimar el grado
de similitud entre las OTU analizadas. Existen diferentes coeficientes para estimar ¢l grado de
similitud, la seleccion de uno u otro tipo dependerd de los caracteres utilizados y de la manera en
que éstos se codifiquen. Entre los coeficiente mas comunmente utilizados se encuentran los

sigulentes:

1) Coeficientes de distancia: estos miden la distancia entre tas OTU en espacios definidos
de diferentes maneras. La medida més familiar de distancia es la euclidiana, la cual se basa en el
eorema de Pitdgoras, por lo que la distancia entre las OTU ¢ y la OTU 4 estard dada por la

siguiente ecuacidn:

D
d”= Z ( Xt X;k)z
K=1
donde d,, representan la distancia entre las OTU’s iy j, x4 el estado del cardcter k parael OTU iy
x,; el estado del caracter k para el OTUj. Este tipo de coeficiente se recomienda cuando ios

caracteres son continuos o multiestado ordenados. Esta expresion considera que los caracteres no

se encuentran correlacionados, lo-cual no ocurre en la practica, por lo que el empleo de esias



distancias no se justifica ya que representaria una medida inadecuada de las OTUs. Este problema

puede resolverse realizando una transformacién a componentes principales.

2) Coeficientes de asociacidn: En general estos coeficientes estiman coincidencia y
diferencias en los estados de caracteres entre dos OTUs. Estos coeficientes requieren que los
datos sean de tipo binario, aunque algunos como el Simple Matching Coefficient (SMC) puede
utilizarse con datos muitiestado cualitativos. Existe un gran nimero de coeficientes de asociacion,
entre los mas utilizados esta el mencionado anteriormente y el de Jaccard (Romesburg, 1984).

El SMC se calcula de la siguiente manera:

Cp T4 0.0<Cr=10
a+b+c+d
donde C,, indica el grado de similitud entre las OTU’s j y &, a es el niimero de caracteres en el
cual el mismo estado es compartido por ambas OTU (1, 1), b es el nimero de caracteres en los
cuales un estado es poseido por la primera OTU pero no por la segunda (1, 0), ¢ es et ntunero de
caracteres en los cuales un estado esta ausente en la primera OTU pero no en a segunda (0, 1) y d
es el niimero de caracteres en los cuales el mismo estado estd ausente en ambas OTU (0, 0). Este

coeficiente da el mismo peso al nimero de coincidencias @ = {1, 1) y  ={0, 0). El maximo valor

de Cy = 1.0 indica una similitud perfecta, la cual ccurre cuando b =c¢ = 0.

El coeficiente de Jaccard excluye las coincidencias negativas vy al igual que el anterior varia

en su magnitud de 0 a 1. Este coeficiente se define de la siguiente manera:
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o
Chpe ——— 0.0=<C; =10
a+h+tc
Este coeficiente representa la proporcién del niimero de coincidencias negativas contra el
total del niimero de caracteres, menos el nimero de coincidencias negativas, £n este coeficiente d
se omite del caleulo por considerar ilogico que exista similitud entre las OTU por la ausencia de

una caracteristica.

3) Coeficientes de correlacién: Estos coeficientes cuantifican la similitud a partir de la
separacién angular formada por dos lineas que parte del origen de las coordenadas y pasa por las
OTU i yj. El coeficiente de Pearson esta en funcién de esos angulos y representa la correlacion
producto- momento. Esta representado por la ecuacion siguiente:

i - -
2 (K- X) {xy- Xy
=1

w1[2 (%% 11T (- X))
i =1 1=l

Donde xj es la media de todos los valores de los estados de las OTU j y xk es la media de
todos los valores de 1os estados de 1a OTUk. Los valores de este coeficiente oscilan entre 1y -1

para la maxima y la minima respectivamente (Kohlmann, 1994).

Una vez calculados los indices de similitud utilizando cuaiquiera de los coeficientes
expuestos anteriormente se efectiian los anélisis de agrupamiento, los cuales representan las
similitudes obtenidas de la matriz de unidades taxondmicas bajo un arreglo en forma de arbol

llamado dendrograma. Los métodos de agrupamiento sintetizan la informacién de la matmz de
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similitud v arregla a las OTU de una manera jerarquica sin solapamientos por medio de
algoritmos SAHN (secuenciales, aglomerativos, jerdrquicos, excluyentes). Existen varias técnicas
para formar los algoritmos, los miétodos més comunmente utilizados son las técnicas jerdrquicas
aglomerativas. Estos métodos se basan en una serie de fusiones sucesivas en donde las OTU se
fusionan en grupos. Estas técnicas requieren para operar una matriz de proximidad mter-OTU, en
donde cada OTU se considera un agrupamiento de un unico miembro. Se comienza por agrupar a
tas dos OTU de maxima similitud (o distancia menor), posteriormente se calculan las
proximidades de cada OTU restante con este primer grupo de dos miembros de acuerdo con un
algoritmo especifico, el proceso continia hasta que todas las OTU liegan a formar un 3010

agrupamiento. Entre los métodos mas comiinmente utilizados se encuentran los siguientes:

1) Método de ligamiento promedio (UPGMA, Unweighted Pair-group Method using
arithmetic Averages) define la proximidad enire dos agrupamientos como el promedio entre
todos los pares de las OTU que conforman uno de los agrupamientos (Kohlmann, 1994;

Romesburg, 1984).

2) Método de ligamiento de centroides (UPGMC, Unweighted Method using Centoids)
define la proximidad entre dos grupos como la distancia entre los centroides (medias aritméticas)
de los dos grupos, es decir cade grupo es representado para efectos de agrupamiento, por un

punto que es la media aritmética de los elementos de dicho grupo (Kohlmann, 1994; Romesburg,

1984).
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3} Método de ligamiento simple o del vecino mas cercano. En este caso la distancia entre
dos grupos se calcula como el minimo de las distancias entre todos los posibles pares de

clementos en ambos grupos { Roinesburg, 19843,

4) Método de ligamiento completo o del vecino mads lejano. En este método la distancia
entre dos grupos es definida como ¢} méximo de las distancias entre todos los posibles pares de

entidades en los dos grupos { Romesburg, 1984).

De estos métodos e} mas recomendado es el UPGMA porque puede usarse con cualquier
coeficiente de similitud y juzga la similitud entre pares de grupos de manera menos extrema o

drastica que los otros.
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111. MATERIALES Y METODOS
3.1. Material bioldgico y sitios de colecta

En terrenos de la Universidad del Norte de Guanajuato, ubicada en Dolores Hidalgo
Guanajuato, México (poblacion 1) y en la localidad de Santiago de Anaga, Hidalgo (poblacién
2), México, fueron coleciados, por poblacién hojas de 60 arboles adultos de P. laevigata
seleccionados al azar dentro de una area de 5 Ha, en la que se trazaron cuadrantes de 25 X 25
m” en diferentes sitios. También se colectaron hojas de 15 ejemplares de referencia (
caracterizados taxonémicamente) de F. glandulosa en el estado de Chihuahua , P. julifliora
en Culiacan Sinaloa y de un ejemplar de P. leavigata en el Jardin Boetanico de la Universidad
Nacional Auténoma de México. La localizacion de los sitios de colecta de las poblaciones e
individuo de referencia se muestra en Figura 4. En todos los casos especimenes de herbario
fueron colectados y posteriormente depositados en el herbario de la Universidad Nacional
Auténoma de México. Las hojas colectadas se mantuvieron en nitrégeno liquido hasta el

momettto de procesarse,

3.2. Aisiamiento del ADN

El ADN genémico de las plantas fue aislado a partir de 2g de tejido foliar siguiendo ¢l
método de Dellaporta (1983) modificado como se describe a continuacion:
1. Adicionando nitrégeno liquido, 2g de tejido foliar fresco fue macerado en un mortero

previamente congelado a -20 °C.
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Figura 4. Mapa de la Republica Mexicana que muestra la localizacion geografica de lo
ejemplares analizados. (1) poblacidn silvestre de Prosops, Dolores Hidalgo Gto, (2) poblacio
silvestre de Prosopis, Santiago de Anaga Hidalgo. ., (3) P. laevigara, Jardin Botanico de |
UNAM, México D.F_, (4) P. glandulosa, Ciudad Juarez Chihuahua. , (5) P. juliffora, Culiaca

Sinaloa.
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. La muestra pulverizada se transfirié a un tubo Falcon de 50 mL. de capacidad, se agregaron

20 ml. de amortiguador de extraccion (500 mM de NaCl, 100 mM Tris-HCI pH 8, 50 mM
EDTA, 1.3 % de SDS, 0.2 % de B-Mercaptoetano! v 1% de polivinilpirolidona) y se incubd
a 65 °C durante 15 min. Posteriormente se agregaron 6.5 ml de la solucién A (5 M de

acetato de potasio), mezclando suavemente y se incubd en hielo escarchado por 30 min.

. Las muestras se centrifugaron a 10 °C durante 30 min. a 4000 rpm.

. El sobrenadante se transfirio a otro tubo Falcon y se adicionaron 25 mL de isopropanol frio

e incubo a -20 °C por 60 min.

. Con un gancho de vidrio se transfirié el ADN a un tubo Eppendorf de 1.5 mL de capacidad.

Inmediatamente se agregaron 700 pl. de solucion B (50 mM de Tris-HC1 pHS, 10 mM de

EDTA) y 4 uL de una solucién de RNasa (10 mg/ml) mezclando suavemente y se ¢

incubd a 37 °C por 2 horas

. La reaccién enzimatica se detuvo agregando 75 L de acetato de sodio 3M y 500 uL de

isopropanol frio e incubando a -20 °C durante 2 horas.

. Con un gancho de vidrio el ADN se celectd y transfirid a otro tubo Eppendorf de 1.5 mL de

capacidad, después se lavé dos veces con etanol al 80%.

. Las muestra o muestras se mantuvieron en un desecador con vacio durante 12 h,

posteriormente ¢l ADN se resuspendié en 0. 5 mL de TE pH & (10 mM de Tris-HC1 pH 8

v 1 mM de EDTA) y se guardo a 4 °C.

3.3. Determinacion de la pureza y concentracion del ADN

La pureza y concentracién del ADN se determind por métodos espectrofotométricos.

Para determinar la pureza de las preparaciones s¢ tomaron muestras alicuotas de 10 uL y se




44

disolvieron en 1.5 mL de agua destilada estéril. Posteriormente se determinaron las Jecturas a
longitudes de onda de 260 y 280 nm, en un espectofotémetro Spectronic 2000. Con el cociente
obtenido entre estas lecturas se estimd la pureza de los dcidos nucieicos en cada una de las
muestras (Tabla 1A, v 2A del apéndice). Los valores entre 1.8 y 2.0 de densidad 6ptica (DO)
indican alto grado de pureza. Considerando que la concentracién de ADN de una solucién
puede ser determinada con los valores de absorbencia a 260 nm (Axg0) y que un valor de 1.0 A
w0 = 50 pg/mL de ADN, la concentracién de ADN en las muestras se calculd utilizando la

sigiiiente ecuacidn:

1500 pL] (50p.g

D
x pL mLJ O 260

Concentracion ADN (ug/mL) = (

Donde:

x = volumen de ADN usado

1500 pL = volumen de agua utilizado para disolver la muestra de ADN. EL volumen puede
variar en funcion de la capacidad de las celdas utilizadas para medir la absorbencia.

50 ng/ml. = concentracién de ADN determinada para un valor de 1.0 Ajeg

D04y = valor obtenido en las muestras a esta longitud de onda.

3.4. Evaluacion del grado de integridad del ADN

El grado de degradacion del ADN sc estimé mediante la separacion electroforctica de las
muestras de ADN en geles de 0.8 % de agarosa. La electroforesis fue realizada a 40 Voltios y 40
Amperes, durante 4 h (tiempo en que el frente del gel recomo seis cm.), en amortiguador 1X

TAE. Utilizando una fuente de poder LKB 2103 (Biochrom) y una camara de electroforesis
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horizontal. En los posos del gel se carga un volumen de 25 ul.. Este volumen estuve constituido
por 5 uL de la muestra de ADN, 5 uL. de colorante de carga (50 % de glicerol, 1 % de azul de
bromofenol v 1% de xilen cianoi} y 15 pL de amortiguador TE, pH 8. Para evidenciar ¢l ADN el
gel se colocd en una charola de plastico (20 x 20 cm) v se sumergio en una solucion de bromuro
de etidio {1pg/mL) durante 30 minutos, posteriormente se colocd sobre un transiluminader de luz

ultravioleta (UV). El ADN de alto peso molecular aparece como una banda compacta y el ADN

degradado presenta un barrido de bandas a lo largo del carril.

3.5. Optimizacion de la concentracion de Mg’y ADN

Antes de iniciar los analisis de RAPD del ADN de las muesiras de las dos poblaciones y
de los ejemplares utilizados como patrones de referencia se realizaron pruebas de
estandarizacion (tres repeticiones independientes) utilizando diferentes concentraciones de
ADN y Mg™* (Tabla 3) para determinar las concentraciones Optimas para la reaccion de

polumerizacion en cadena.

3.6. Amplificacion del ADN

Después de definir las concentraciones optimas de la mezcla de reaccion se efectud ia
amptificacién con 22 iniciadores (Tabla 4) en cuatro muestras de ADN en las que se incluy6 el
del ejemplar de referencia P. laevigata del jardin boténico, para seleccionar los mejores
iniciadores basandose en la intensidad, tamafio y nimero de productos amplificados.
Posteriormente con los iniciadores selecclonados se realizé la amplificacidn de las muestras de
ADN de las dos poblaciones de mezquite y de los ejemplares de referencia de las tres especies

de Prosopis. Para los ensayos de amplificacién de los ejemplares de las tres especies utilizadas




Tabla 3. Mezclas de reaccion para preparar una reaccién utilizando

. . e . . . 24
el mismo iniciador v diferentes concentraciones de Mg™ y ADN

Mezcla de reaccién

A B C D
(ul.)

H,0 destilada estéril 7.0 6.0 6.5 5.5
dNTPs (200 uM) 10 10 10 10
Amortiguador PCR 10x 2.5 2.5 2.5 2.5
Tagq ADN polimerasa 0.3 0.3 3 0.3
Iniciador (20 pmol)* 2.2 2.2 2.2 2.2

2 mM 1.0 1.0
MgClg

3 mM 1.3 1.5

40 ng 2.0 2.0
ADN

60 ng 3.0 3.0
Volumen final 25

* F1 iniciador tenia una concentracion inicial de 9.1 pmol / uL



Tabla 4. Secuencias de los iniciadores utilizados en este trabajo
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Neimero Nombre del iniciador Secuencia (5°- 37)
1 GIBCO 1 GGT GCG GGA A
2 GIBCO 2 GITTCGCTCC
3 GIBCO 3 GTAGACCCGT
4 GIBCO 4 AAGAGCCCGT
5 GIBCO 5 AACGCGCAAC
6 GIBCO 6 CCC GTC AGC A
7 ROTH-H 01 GGTCGGAGA A
8 ROTH-H 02 TCG GACGTG A
9 ROTH-H 03 AGA CGTCCAC
10 ROTH-H 04 GGA AGTCGCC
il ROTH-H 05 AGTCGT CCCC
12 ROTH-H 06 ACG CATCGCA
13 ROTH-H 07 CTGCATCGTG
14 ROTH-H 12 ACGCGCATGT
15 ROTH-H 13 GACGCCACAC
16 ROTH-G 02 GGC ACTGAGG
17 ROTH-G 04 AGCGTGTCT G
18 ROTH-G 06 GTG CCT AACC
19 ROTH-G 08 TCACGT CCAC
20 ROTH-G 09 CTGACGTCAC
21 ROTH-G 15 ACT GGG ACTC
22 ROTH-G 18 GAATCG GCC A
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como referencia, sc¢ prepard para cada especie una mezcla de ADN poniendo cantidades
1guales del ADN purificado de los 15 individuos colectados. En el caso de P. laevigata esta
mezcia se conformd con el ADN aislado del ejemplar del jardin botanico y con el de 14
individuos de la poblacién de Dolores Hidalgo. En todos los casos la mezela de reaccion
contenia en un volumen final de 25 ul (Tabla 5): 10 mM de Tris HC1 pH 8, 50 mM de KCI
(amortiguador 10x de la taq polimerasa), 3mM de MgCl, (Gibeo), 200 uM de cada dNTP (
Gibeo), 20 pmol de primer ( Roth o Gibco ), 1.5 unidades de Tag ADN polimerasa, 60 ng de
ADN y agua destilada estéril (Gibeo). A la mezcla de reaccién se le agregaron con 20 pL de
aceite mineral para evitar la evaporacion. La amplificacién se efectud en un termociclador MJ
Research modelo PTC 100, programado con un ciclo inicial de desnaturalizacion de T min. a
94 © C. Seguido de 38 ciclos cada uno con un paso de desnaturalizacion a 94 °C ( por 30 s. del
ciclo 1 al 3 y de 15 s. del ciclo 4 al 38), alineamiento a 35 °C por 30 s. y extensién a 72 °C por

1. 30 min.

Tabla 5. Mezcla de reaccidén para una muestra.

Compuesto Concentracién Volumen (1.}
H,0 destilada estéril 32
Mezcla de dNTPs 200 uM 10.0
Amortiguador PCR 10X 2.5
MgCh 3ImM 1.5
Iniciador Roth 20 pmol 2.5
ADN polimerasa 1.5 Unidades 0.3
ADN 100 ng 5.0

Vi=250
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3.7. Separacion e identificacién de los productos amplificados

Los productos amplificados fueron separados mediante eleciroforesis en geles de 1.2 % de
agarosa. La electroforesis se realizé a 60 Voltios y 60 Amperes, durante 4 h (tiempo en que el
frente del gel recorre ocho cm.) utilizando una fuente de poder LKB 2103 (Biochrom) y una
camara de electroforesis horizontal. En los posos del gel se depositaron las muestras que
contenian, en un volumen de 25 pl., 20 pL de la muestra amplificada y 5 pb. de colorante de
carga. Para la electroforesis se utilizo el amortiguador TAE 1X. Para evidenciar las bandas los
geles se tifieron con una solucién de bromuro de etidio durante 30 minutos, posteriormente fueron
fotografiados y capturados en computadora utilizando el Molecular Analyst/PC get documetation,
version 1.4.1 de Bio-Rad. Un marcador de 100 pb (Gibco) se utilizé como referencia de pesos

moleculares.

3.8. Analisis de agrupamiento

El tamafio de los fragmentos de ADN obtenidos con los RAPD fue calculado a partir de
una curva estandar generada de los fragmentos de tamafio conocido del marcador de 100 pb.
Después de definir los pesos moleculares de los patrones de bandas generados con los diferentes
iniciadores se construyé una matriz en la que se codificé presencia (1) o ausencia (0) de bandas
de ADN. En esta matriz los fragmentos obtenidos con los diferentes iniciadores se agruparon de
mayor a menor nimero de pares de bases (Tabla 3A, 4A y 3A del apéndice). El analisis de
agrupamiento s¢ efectud con el método UPGMA y el coeficiente de similitud de Jaccard usando
el software NTSYS-PC version 1.8 (Rohlf, 1993). Para el andlisis de las dos poblaciones
estudiadas asi como para el de las tres especies utilizadas como patrones de referencia las

matrices se construyeron en forma independiente.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. Evaluacion de la pureza y calidad del ADN

Al determinar la pureza del ADN de las muestras de Prosopis, mediante la relacion de
longitud de onda 260 /280 nm, se encontraron valores de t.4 a 2.0 (Tabla 1A y 2A del
apéndice). Si bien los valores en el 100% de las muestras no estuvieron en el rango de 1.8 a
2.0, el cual es indicativo de un alto grado de pureza de los dcidos nucleicos, los valores
obtenidos se consideran aceptables para utilizarse en la técnica de RAPD, dado que ésta no
requiere altos grado de pureza del ADN y los valores inferiores a 1.8 indican que la
contamuinacién es por restos de proteinas, lo cual a diferencia del SDS y fenol (valores
superiores a 2.0 indican contaminacién con estos compuestos) no interfieren con la reaccién
de PCR (Roux, 1995). Al evaluar la integridad o calidad del ADN en los geles de agarosa se
observo que en la mayoria de las muestras el ADN se resolvio en una banda mas o menos
uniforme v en muy pocos casos se observé un alto grado de barrido a lo largo del gel de
agarosa. En las muestras en que se observé un alto grado de degradacién vy valores de pureza
inferiores a 1.6 se realizé nuevamente el aislamienio de ADN. Estos resultados muestran que
el método de Dellaporta (1983) en esta especie permite obtener muestras de ADN con un alto

grado de pureza e integridad.

4.2. Optimizacion de la concentracion de Mg y ADN

Al iniciar experimentos de PCR con una nueva especie o al cambiar de laboratorio, se

requiere uniformar las condiciones de reaccién de PCR debido a que el namero,
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reproducibilidad, tamafio e intensidad de los fragmentos generados mediante esta técnica

P 2= - e -
dependen de factores tales como la concentracidn de ADN, Mg ", iniciador y ADN
polimerasa, asi como de las condiciones de amplificacion {temperatura de desnaturalizacion,

alineamiento y extensién). En el presente trabajo unicamente se definieron ias concentraciones

Optimas de ADN y Mg®", ya que estos factores se consideran extremadamente criticos en la

reaccion de PCR.

En los experimentos en los que se analizd la infiuencia de la concentracién de ADN y
Mg™" se observd que a concentraciones de 40 ng y 2 mM respectivamente, la resolucién de los
fragmentos fue muy deficiente. Esta respuesta posiblemente se deba a que a bajas
concentraciones de ADN se reduzca la iniciacion de la amplificacién, lo cual ocasiona una
ineficiencia en los eventos de alineamiento (Welsh y McClelland, 1990). La deficiencia en la
resolucidn de las bandas también pudo deberse a que a bajas concentraciones del 1on Mg”" se
disminuye fa actividad del ADN polimerasa, lo cual puede afectar el proceso de extension. Sin
embargo al aumentarse la concentracion del ion Mg™? (3 mM) v ADN (60 ng) se observé un
mejoria en la resolucién de bandas, a la vez que también se incrementaron (Figura 5),
posiblemente a altas concentraciones se incrementa la estabilidad entre la hibridacion del

inicrador y el ADN.

4.3. Seleccion de los iniciadores

De los 22 iniciadores probados en la amplificacion del ADN de las cuatro muestras en

las quese inchuy6 el ejemplar de referencia identificado taxonémicamente de P. laevigata, con



Figura 3.

Patrén de bandas obtenido en P. laevigata utilizando diferentes
concentraciones de MgCly y ADN. A (2 mM MgCly; 40 ng de ADN),
B (2 mM MgCly; 60 ng ADN), C (3 mM MgCly; 40 ng ADN), D (3
mM MgCly; 60 ng ADN), M (marcador).
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17 iniciadores (Tabia 6) se observaron patrones con buena resoluctdn y un alto grado de
reproducibilidad. Sin embargo, para estimar la variabilidad genética de los 60 genotipos de
cada una de las poblaciones analizadas y el ejemplar de referencia P. laevigata se
seleccionaron los cinco iniciadores (7,8, 9, 17 y 18) en los que se observé el mayor nimero de
bandas, asi como el mas alto grado de resolucion y reproducibilidad. Para el andlisis de las tres
especies utilizadas como patrones de referencia, se utilizaron los 17, con la idea de detectar el
mayor namero de fragmentos polimérficos para diferenciarlas con mayor claridad. Aungue
todos los iniciadores tenian una longitud de 10 pb y 60 a 70% de GC (Tabla 6), caracteristicas
recomendadas para temperaturas de alineamiento de 34 a 37°C en RAPD-PCR. Es posible que
en los iniciadores en los que observd el mayor numero de bandas, resolucion y
reproducibilidad, existiera un mayor porcentaje de homologia de sus secuencias con las del
ADN blanco en donde se inicia la polimerizacion y que la temperatura de alineamiento
utilizada favorecié la estabilidad en el alineamiento de estos iniciadores con el ADN. También
es posible que otras caracteristicas de los iniciadores influyeran, ya que la temperatura de
alineamiento para las reacciones de PCR se define por la longitud, contenido de GC y orden

de los nucleodtidos en ¢l iniciador (Hoelzel y Green, 1992; Guevara-Garcia et al., 1997)

4.4, Analisis de la variacién genética en la poblacién de Dolores Hidalge Guanajuato

Para el estudio de la variabilidad genética de la poblacion silvesire de P. laevigata de
Dolores Hidalgo, Guanajuato (poblacién 1), se seleccionaron de ios 22 iniciadores probados el
7,8,9, 17 y 18 ( Tabla 6) para analizar los 60 genotipos de la poblacion asi como un gjemplar

de P. laevigata plenamente caracterizado taxonomicamente. En el anélisis de RAPD de los 61



Tabla 6. Secuencias y porcentaje de GC (%) de os iniciadores uiifizados en este trabajo.

Numero Nombre del iniciador Secuencia (57- 37) GC (%)
1* GIBCO 1 GGT GCG GGA A 70
2% GIRCO2 GTTTCGCTCC 60
3% GIBCO 3 GTAGACCCGT 60
4% GIBCO 4 AAGAGCCCGT 60
5% GIBCO 5 AACGCGCAAC 60
0% GIBCO 6 CCCGTCAGC A 70
7* ROTH-H 01 GGT CGGAGA A 60
8* ROTH-H 02 TCGGACGTG A 60
9% ROTH-H 03 AGACGTCCAC 60
10 ROTH-H 04 GGA AGTCGCC 70
i1 ROTH-H 05 AGTCGTCCCC 70
12 ROTH-H 06 ACGCATCGCA 60
13 ROTH-H 07 CTGCATCGTG 60
14% ROTH-H 12 ACGCGC ATGT 60
15% ROTH-H 13 GAC GCC ACAC 70
16* ROTH-G 02 GGC ACT GAGG 70
17# ROTH-G 04 AGCGTGTCT G 60
18* ROTH-G 06 GTGCCT AACC 60
19% ROTH-G 08 TCACGTCCAC 70
20% ROTH-G 09 CTGACGTCAC 60
21 ROTH-G 15 ACT GGG ACTC 60
22 ROTH-G 18 GAATCGGCC A 60

* Iniciadores seleccionados que presentaron pairones bien defimdos.
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individuos analizados con los cinco iniciadores seleccionados se detectaron un total de 47
bandas bien definidas v reproducibles de las cuales el 5% fueron poiimorficas. Los patrones

amplificados mostraron fragmentos de entre 6 a 15 bandas por iniciador con un rango de

it =

-

tamafios de entre 450 a 2250 pb. En la Figura 6 se muestra el polimorfismo de RAPD
observado en algunas de las muestras analizadas. Con los 47 fragmentos detectados se genero
la matriz (Tabla 3A del apéndice) para obiener el dendrograma que muestran la relaciones de
similitud entre los fenotipos. Fl dendrograma se desarrollo usando el coeficiente de similitud
de Jaccard y el anlisis de agrupamiento UPGMA. En la Figura 7 s¢ muestra que ¢l gjemplar

Aa
(81

¢ referencia P. laevigata v los 60 individuos de mezquite de la poblacidn fueron agrupados

®
=

2 grupos principales (A, B) por un coeficiente de similitud de 0.94. Ei grupo A estuvo
constituido por el 66% del total de los fenotipos (individuos), los cuales fueron separados en 4
subgrupos {a, b, ¢, d). El ejemplar caracterizado taxonémicamente como P. faevigata,
utilizado como patrén de referencia en este estudio coineidid con los individuos del subgrupo
més numeroso (a) el cual estuvo constituido por 46% de los fenotipos, muentras que los
subgrupos b, ¢ y d estuvieron formados respectivamente por 3%, 5% y 10% de los individuos.
El grupo B fue formado por el 34 % de individuos de esta poblacién los cuales también fueron
distribuidos en 4 subgrupos (g, f, g, h). E1 26 % de estos genotipos forma el segundo subgrupo

{e) de mayor tamafio de este grupo.

4.5. Analisis de la variacion genética en la poblacidn de Santiago de Araga Hidalgo

En el estudio de la variacién genética de la poblacién de Santiago de Anaga del estado de

Hidalgo (poblacién 2) se emplearon los mismos iniciadores que se utilizaron en el analisis de



Figura 6. Patrén de bandas de 10 ejemplares de Prosopis de la poblacién de Dolores Hidalgo Guanajuate con los iniciadores 7, 8 y 9.

9¢
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Figura 7. Dendrograma de 61 arbustos de Prosopis de la poblacion de Dolores Hidalgo
Gto. generado con el coeficiente de similitud de Jaccard v el andlisis de
agrupamiento UPGMA. Las letras maytsculas indican los grupos y las
mintsculas los subgrupos.



38

la poblacién 1. En el analisis de RAPD de los 60 individuos analizados de esta poblacién
también se detectaron un total de 47 bandas bien definidas vy reproducibles de las cuales el 5%
fueron polimorficas. El nimero y rangos de tamafic de los fragmentos amplificados fueron
similares a los observados en los patrones de ia poblacién 1. Con los fragmentos detectados se
generd la matriz (Tabla 4A del apéndice) para obtener su dendrograma mediante el coeficiente
de similitud de Jaccard v el anélisis de agrupamiento UPGMA. En la Figura 8 se muestra que

el ejemplar de referencia P. laevigata y los 60 individuos de mezquite de esta poblacién
también fueron distribuidos en 2 grupos (C, D) por un coeficiente de similitud de 0.92 (Figura
8). El grupo C fue integrado por el 15% de los fenctipos, los cuales se separaron en 4
subgrupos (i, j, k, 1} constituidos por no mas de 3 individuos. El grupo D estuvo formado por
el 85% del total de los fenotipos, los cuales fueron reunidos en cinco subgrupos (m, n, o, p, 4).
En este caso el ejemplar de referencia P. laevigata fue agrupado con los miembros del
segundo subgrupo mas numeroso (q) el cual fue formado por el 23% de los individuos
analizados. Fl subgrupo méas numeroso (m) estuvo formado por el 35% y el subgrupo de

menor nimero (o) de este grupo fue constituido por el 2% de los individuos analizados.

4.6. Analisis de variacién genética en las dos poblaciones de P. laevigata

El analisis de la variacién genética existente en las dos poblaciones estd basado en el
nimero de subgrupos identificados, asi como en la proporcién de fenotipos identificados en
estas poblaciones. Los resultados de este analisis muestran que un total de 11 subgrupos
(fenotipos) fueron claramente identificados de los cuales 6 subgrupos estuvieron presentes en
ambas poblaciones (Figuras 7, 8 y Tabla 7). Es notable que la mayor parte de los subgrupos de

la poblacidn 1 estén incluidos en el grupo D de la poblacién 2, también es evidente que en la
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Figura 8. Dendrograma de 61 arbustos de Prosopis de la poblacion de Santiago de Anaga
Hidalgo, generado con el coeficiente de similitud de Jaccard y el andlisis de
agrupamiento UPGMA. Las lefras mayusculas indican los grupos y las
minusculas los subgrupos.
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poblacion 1 no estdn representados los subgrupos J, k y { mientras que en la poblacién 2 el by
el h estin ausentes (Tabla 7). Todos los subgrupos identificados con las bandas que los
caracterizan se muestran en la Figura 9 y Tabla 8. Las caracteristicas morfoldgicas y patrén de
bandas obtenido mediante RAPD en el ejemplar de referencia de P. laevigata caracterizado

taxondmicamente se muestran en la Figural0.

El grado de diferenciacion en la variacién genética existente entre las dos poblaciones
esta definido por la proporcion de fenotipos que comparten (6 de un total de 11) asi como por
ta proporcion de individuos que comparten entre ellas. Los resultados de este analisis indican
que entre estas poblaciones existe poca diferenciacion genética ya que comparten el 92% de
los mdividuos. También muestran que dentro de las poblaciones la variacién genética es
mayor dado que solamente el 54% de los fenotipos son compartidos. La alta relacién de los
coeficientes de similitud observada en las dos poblaciones y el hecho de que la mayoria de los
subgrupos de la poblacidn 1 estuvieran incluidos en el grupo D de la poblacién 2 sugieren que
probablemente estas poblaciones tienen: 1) un origen comin, 2) en et pasado constituian una
poblacidn continua, 3) las condiciones ambientales no han cambiado drasticamente en cada
una de las localidades. Estas ideas se apoyan en el hecho de que posee un gran nimero de
alelos comunes, los cuales probablemente codifiquen para caracteristicas ventajosas por lo que
la seleccion natural pudo haber jugado un papel importante en la preservacion de estos
fenotipos y en el mantenumiento la variacién genética observada (diferentes fenotipos)
mediante este criterio. Probablemente los subgrupos de menor nimero de individuos
correspondan a los fenotipos mds recientes, originados por cambios genéticos ventajosos

individuales resultantes de la tasa de mutaciones e intercambio genético a través de varias
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Figura 9. Patron polimorfico ‘dentificado en cada uno de los subgrupos de las dos poblaciones de Prosopis. Ll
subgrupo esta indicado por las letras, la linea definen los subgrupos y los nimeros corresponden al
iniciador utilizado en cada caso. El fenotipo (patrén de bandas) del ¢jemplar de referencia P. laevigala
esta representado en el subgrupo a, q. Las flechas muestran las bandas que distinguen a los subgrupos.
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Tabla 7. Comparacién de Ia constitucion de las dos poblaciones de P. laevigata mediante
sus patrones polimérficos de fragmentos amplificados (RAPD- PCR) de DNA,
de las localidades de: Dolores Hidalgo, Guanajuato y Santiago de Anaga de la
region del Mezquital en ¢l estado de Hidalgo.

Namero de individuos y (%) de las poblaciones que presentaron
el mismo patron polimérfico o patron dnico

Subgrupo Dolores Hidalgo Subgrupo Santiago de Anaga
a 28 (46)* a(q) 14 (23)*
b 203)

c 3(5) ¢ (1) 3 (5)
d 6 (10} d(p) 5(8)
e 16 (27) e (m) 21(35)
f 2(3) f(n) 10(17)
g 2(3) g (0) 1(2)
h 1(2)

J 2(3)

k 2{3)

1 2(3)

* El patron polimérfico de la planta de P.laevigaia de referencia (Jardin Botanico UNAM, D:F) coincide
con los de los subgrupos indicados. Los subgrupos se ordenaron con base a la identidad del patrén
polimérfica de las dos poblaciones.
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Tabla 8. Fragmentos amplificados con los iniciadores indicados que no son compartidos con el
fenotipo (a) y que identifican a cada uno de los otros {enotipos.

Subgtupo Fragmentos Fragmentos (pb) que Iniciador
{fenotipo) identificados identifican el subgrupo
a 38
b 39 1350 7
c 39 1380 8
d 39 1130 17
e 39 1700 7
f 38 1700 7
1130 17
g 38 1700 7
1380 8
h 40 1700 7
1350 8
1130 17
1 38 1700 7
1380 8
j 38 1380 8
1130 17
k 40 1700 7
1380 8
1130 17

Los fragmentos que distinguen a los subgrupos se observan en iz Figura 8 marcados con flechas
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generaciones. Rzedowski (1988) ha sefialado que la distribucidn actual de P. laevigara en tres
segmentos separados (Altiplanicie, Depresion del Balsas y Planicie Costera) indica que la
antigiiedad de esta especie se remonta a épocas en que las monlanas no obstaculizaban su
dispersién. El hecho de que el patrdn polimérfico en el 46% (poblacion 1) y 23% (poblacion
2) de los fenotipos de las poblaciones analizadas correspondiera al del ejemplar de referencia
P laevigata existente en el Jardin Botdnico de la UNAM y proveniente de una localidad
diferente a las estudiadas, refuerzan la idea de que en el pasado esta especie constitufa una
poblacion continua. Esta idea también se apoya en el hecho de haber detectado flujo genético
entre estas dos poblaciones (Nem = 3.2) a pesar de gue estén aisladas por aproximadamente

200 km. (Juarez et al., datos no publicados).

La variacion genética intraespecifica en Prosopis depende fundamentaimente de las
caracteristicas morfoldgicas de la flor, asi como de su sistema reproductivo, por ejemplo su
capacidad de autocruzamiento, asi como del caracter de incompatibilidad detectado en
poblaciones de algunas especies de este género (Burkart, 1976a; Genisse ef al., 1990). Keys y
Smith (1994) encontraron en poblaciones de P. velutina un rango de autocruzamiento de
aproximadamente 90%. Mientras que Galindo-Almanza ef al/, (1992) en poblaciones
mexicanas de P. laevigata y P. glandulosa var. torreyana relaciond la variacidon genética con
el predominante caracter de protoginia de sus flores. Considerando lo anterior, la variacidn
genética presente en las poblaciones estudiadas de P.laevigata puede atribuirse al grupo de
caracteristicas de sus flores v puede pensarse que cada una puede influenciarla en diferente

nivel de acuerdo a la naturaleza de las poblaciones y a las condiciones medioambientales.
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Para los programas de reforestacion y explotacion basada en un principio sustentable de
este recurso natural es importante conocer la constitucion de las poblaciones naturales, ast
como los factores que pueden contribuir & mantener st variacién genética. El numero,
frecuencia y proporcién de fenotipos observados en este prumer estudio de ia variacion
genética en estas dos poblaciones de P. laevigaia, pueden ser utilizados como modelos en los
programas de reforestacién de zonas éridas, con la 1dea de asegurar ¢i mantenimiento de la
variacién genética v la explotacién sustentable de este recurso. La madera de esta gspecie €s
considerada de alta calidad v posee un bajo conienido de humedad lo cual le confiere una alta
estabilidad dimensional, por ia que se utiliza a escala comercial para la produccidn de duela,
madera aserrada, pucrtas, ventanas y como lefta por su aito valor calorifico y produccion de
carbén de alta calidad. Por sus miltiples usos potenciales, caracteristicas de sus flores y
variacidén genética detectada en este estudjo, esta especie se puede considerar un buen
candidato para incluirla en los programas de reforestacion. La reforestacion con esta especie
ademas de permitir la recuperacion de las zonas aridas, podria constituir al mismo tiempo una

fuente de ingresos para las comunidades de escasos recursos de esas zonas.

4.7. Determinacion de la variacién genética en las tres especies de referencia

Al estudiar la variacion genética en cstas fres especies del género Prosopis, mediante
RAPD vy con los 17 iniciadores indicados (Tabla 6), un total de 57 bandas bien definidas con
tamafios de entre 250 a 2800 pb se detectaron. De éstas el 37% fueron polimdrficas. Las 57
bandas detectadas se utilizaron para formar la matriz (Tabla SA del apéndice) con la cual se
construyé el dendrograma utilizando el coeficiente de similitud de Jaccard y el analisis de

agrupamiento UPGMA. En el dendrograma (Figura 11) puede observarse que P. laevigata y
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P. glandulosa conforman un grupo por un coeficiente de similitud de 0.79 mientras que P.

Juliflora se separd de estas dos especies por un coeficiente de similitud de 0.63.

P. juliflora se diferencid de las otras 2 especies por la presencia de 7 bandas especificas,
mientras P. laevigata se diferencia de P. glandulosa por presentar 2 bandas especificas (Tabla
9). El polimorfismo de RAPD detectado en P.laevigata, P. glanduiosa y P. julifora se muestra

en la Figura 12.

Recieniemente Ramirez er al., {1999) al analizar mediante RAPDs ja variacién genética
existente en 15 especies de Prosopis de Argentina, India y Senegai, distinguieron claramente
las 5 secciones que constituyen el género, las cuales se agruparon dentro de un rango de
coeficientes de similitud que varié de 0.05 a 0.8. Sin embargo en las especies del vigjo mundo
de las diferentes secciones del grupo, los coeficientes de similitud determinados fueron
menores. En las especies de la seccién Algarobia se detectaron coeficientes de similitud de
alrededor de 0.68 entre P. alba y P.chilensi, asi como de 0. 59 en P. nigra y P. flexuosae. El
valor de estos coeficientes estan en ¢l rango de los encontrados en nuestro trabajo al analizar
las relaciones interespecificas entre las especies de P. laevigata, P. glandulosa y P. juliflora,
las cuales forman parte dei grupo de las 6 especies norteamericanas que son incluidas también
en la seccién Algarobia (Burkart, 1976a, 19976b). Los resultados de nuestra investigacion
permiten diferenciar rangos de valores de coeficientes de similitud a nivel de relaciones
interespecificas asi como intraespecificas. Por lo tanto en el caso de las poblaciones silvestres
de P. laevigata analizadas, el estrecho rango de valores enconfrados entre 0.92 v 0.94
corresponden a valores de coeficientes de similitud intraespecificos, mientras que el rango

valores de coeficientes de similitud obtenidos entre P. laevigata, P. glandulosa v P. juliflora



68

0.62 0.64 066 068 070 072 074 076 078 080 082

1 I

— P. laevigata
L P glandulosa

P, juliflora

Figura 11. Dendrograma de tres especies de Prosopis obtenido con el método de
agrupamiento UPGMA y el coeficiente de similitud de Jaccard.

Tabla 9. Ntimero de fragmentos identificados en cada una de las tres especies de Prosopis y

fragmentos especificos obtenidos con los iniciadores indicados que diferenciaron
cada especie.

Especies Fragmentos Fragments (pb) Iniciador
1dentificados especificos
P. laevigata 46 : 510 3
390 4
P. glandulosa 44 1020 I8
910 18
790 18
P juliflora 43 1850 7
1430 8
780 2
690 20
590 1
490 20

310 18
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Figura 12. Polimorfismo detectado con 6 iniciadores Gibco y

11 iniciadores Roth en P. laevigata (L), P. glandulosa (G), P. Juliflora (1).
Fl nimero indica el iniciador utilizado y M el marcador.
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indican valores de coeficientes de similitud interespecificos (Saidman ef «/., 1996; Saidman y

Vilardi, 1987).

Al analizar mediante la técnica de RFLP la relacion entre algunas especies de la seccion
Algarobia y Strombocarpa (Saidman et al., 1998b} se encontré que las especies P. rusifolia, P.
flexuosa y P. Chilensis de la seccién Algorobia se agrupan en un rango de valores de
coeficientes de similitud de 0.75 a 0.85. Ramirez e al., (1999) mediante RAPD obtuvo en
especies de la seccion Algarobia valores de entre 0.5 a 0.8. Los determinados en las tres

especies analizadas en nuestro trabajo también estan deniro de estos rangos de similitud

Mediante el analisis isoenzimatico se ha determinado la variacién genctica en P. ferox,
P. torquata, P. pubescens v P. repians, detectandose coeficientes de similitud dentro de un
rango de (.49 a 0.96. (Saidman er al., 1996). Otros autores (Saidman y Vilardi, 1987)
utilizando también isoenzimas diferenciaron individuos de P. ruscifolia mediante coeficientes
de similitud que variaron dentro de un rango de 0.90 a 1.0, similares a los obtenidos con

RAPDs en las poblaciones analizadas en el presente estudio.

De manera general no es posible establecer la magnitué de un rango de similitud que
defina a partir de que punto los organismos se puedan considerar como especies diferentes
utilizado solo un criterio (técnicas moleculares) ya que en los diferentes grupos los rangos para
la diferenciacién de las especies pueden ser diferentes, dado que los grupos de organismos
existentes en la naturaleza presentan diferencias en el grado de variacién genética, estrategias
adaptativas y sistema reproductivo etc. No obstante los resultados obtenido en este trabajo y

los de los autores mencionados anteriormente indican que en el género Prosopis, no deben de
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esperarse rangos muy grandes y que aunque la magnitud entre los rangos es muy estrecha
(rangos de 0.65 a 0.85) permiten distinguir a las especies a este nivel y constituyen una valiosa
herramienta que aunada 2 los estudios taxondmicos, bioguimicos, citogenéticos entre otros,

puede contribuir aclarar la taxonomia del grupo.

L.os estrechos rangos de los coeficientes de similitud observada entre las especies
estudiadas en este trabajo podria atribuirse a la alta capacidad de hibridacién gue existe entre
las especies del género de la seccidn Algarobia, a consecuencia de la ausencia de aislamiento
reproductivo, fenol6gico, habitat y débiles barreras geograficas. Este idea esta apoyada en la
ocurrencia de hibridacion de las especies en las zonas en que sus areas de distribucién hacen
contacto, en la cual la mayoria de los arboles presentan caracteristicas intermedias
{(Tohnston, 1962, Palacios y Bravo, 1981, Rzedowski, 1988). En estas areas puede haber una
tendencia hacia la homogenizacién de las frecuencias alélicas, lo cual podria reducir la
diferenciacion de las especies u originar la perdida de la identidad de las especies. Los altos
rangos de hibridacién detectados a nivel morfoldgico en varias especies de la seccion
Algarobia en las zonas en que entran en contacto, han dado pauta a suponer que estas especies
pueden constituir un singameon y que no caen dentro del concepto biologico de especie,
considerando que las barres reproductivas son mcompletas el concepto que mejor se ajusta a la
condicién de estas entidades podria ser el concepto cohesivo de especie propuesio por

Templeton (1989).

El estrecho rango de los valores de los coeficientes de similitud observado en las
especies analizadas también, podria atribuirse a que solamente se esta analizando una parte del

genoma y que posiblemente los alelos detectados no correspondan a los que codifican las
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caracteristicas morfolégicas que las diferencian. Considerando que con RAPD solo pueden
detectarse de 1 a 10 loci por iniciador (Demeke, er al, 1997), en trabajos futuros debe
contemplarse como una altemativa utilizar la técnica de AFLP con ja cual pueden detectarse
de 50 a 100 loci vy un mayor grado de polimorfismo, con la idea de ver si es posible encontrar
rangos de coeficientes de similitud mas amplios entre las especies de las diferentes series del
género en donde existan controversias y que con los resultados de RAPD no se pudieran

distinguir.

Los resultados de este trabajo muestran que con Ja técnica empieada en este estudio se
pudieron diferenciar las tres especies de Prosopis estudiadas hecho que muestra que €s una
valiosa herramienta. Con este tipo de criterios aunados a los de tipo taxonémico, bioquimico,
citogenético, biogeograficos el cientifico puede aclarar la ubicacion taxondmica del grupo a

nivel de series de ta seccién Algarobia en la cual se presentan los mayores problemas.

Los resultados de esta investigacion también muestran que en ef género Prosopis esta
tecnologia también representara una valiosa herramienta para conocer la variabilidad genética
a diferenies niveles (individual, de poblaciones y especies). EL conocimiento de la variacidn
genética de las poblaciones naturales permitird en el futuro establecer programas de

reforestacion v explotacién sustentable de este recurso.
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V. PROYECCIONES FUTURAS

1) Estudiar el sistema reproductivo de las especies del género existente en México, para
fratar de establecer con mayor claridad en que grado las caracteristicas de protoginia y

autolncompatibilidad de sus flores promueven y mantienen la variacion genética.

2) Analizar la variacion genética en diferentes poblaciones de las especies de Prosopis

existentes en México.

3) Estimar la variacion genética en poblaciones simpatricas y alopatricas de P. laevigata
y P. glandulosa con la idea de definir si en las zonas en que las especies hacen contacto hay
homogenizacion de las frecuencias alélicas. Para realizar este tipo de estudios la técnica de
RFLP podria seria mas apropiada por que permite diferenciar heterocigotos, lo cual no es
posible con RAPD y AFLP. Asi como diferentes programas estadisticos como Amova o
Biosys que permiten estimar niveles de heterocigosis, nitmero de alelos por locus y proporcion

de flujo genético.

4) Realizar estudios insoenziméticos, morfoldgicos, citogenéticos, bioguimicos,
anatdmicos, biogeograficos, moleculares y anélisis cladisticos en las especies de nuestro pais.
El estudio interdisciplinario permitira establecer las relaciones del género, lo cual aunado a
esiudios ecolégicos con relacion al papel y requerimientos de las especies, permitirén sugerir

las mejorcs estrategias para la explotacion racional y reforestacion de zonas ridas.
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V1. CONCLUSIONES

Mediante la técnica de RAPDs fue posible detectar la variabilidad genética existente a
nivel intraespecifico en los fenotipos estudiados, con lo cual se logré conocer la constitucidn

de dos poblaciones en término de proporciones y subgrupos que las componen.

Los rangos de valores de los coeficientes de similitud detectados entre los subgrupos de
las poblaciones silvestres de P. laevigata en comparacion con los rangos de coeficientes de
similitud encontrados entre las especies de referencia P. laevigata. P. glandulosa y P.
juliflora, muestran claramente que Jos valores de similitud detectados en las poblaciones
corresponden a rangos de similitud intraespecificos mientras que los observados entre las

especies de Prosopis corresponden a rangos de similitud interespecificos mas que a similitudes

intraespectficas.

similitud numero y proporcién de feﬁotipos indican que es mayor Ja variacidn genética dentro
de las poblaciones que entre ellas.

Los estrechos rangos de valores de los coeficientes de similitud entre los grupos y
subgrupos de las dos poblaciones, asi como el hecho de que el patron de bandas detectado en
el ejemplar de P. laevigata plenamente identificado taxondémicamente esté representado en el
subgrupo més numeroso de la poblacidn 1 y en el segundo subgrupo de mayor tamafio de la
poblacién 2, sugiere que estas poblaciones tienen un origen comun o que en el pasacfo

constituian una poblacion continua.
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La variacién genética observada puede atribuirse a la autoincompatibilidad y al carédcter
de protoginia de sus flores, asi como a mutaciones que se han acumulado durante la dispersién

gradual de la especie.

Los RAPD:s tienen un gran potencial en la complementacion de los estudios taxondémicos e

identificacién de especies del género en los que existen controversias.

Estos resultados pueden ser utilizados como base para una mejor comprension de la
variacién genética y para el establecimiento de programas de reforestacion y explotacion

sustentable de este recurso natural.
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Tabla 1A. Determinacion de la pureza y concentracién de ADN de 60 individuos de 2.
laevigata de la localidad de Dolores Hidalgo, Guanajuato.

MUESTRA PUREZA (A260/280) CONCENTRACION (ng/pl)

i 14 395
2 2.0 100
3 1.9 220
4 19 445
5 t9 380
6 i.8 785
7 1.6 390
3 1.8 575
9 1.8 450
10 1.6 515
11 1.9 650
12 1.8 685
13 18 430
14 1.7 860
5 1.7 745
16 1.5 990
17 1.7 555
18 1.7 865
19 1.6 733
20 1.6 265
21 1.7 935
22 1.6 400
23 1.6 465
24 17 745
25 15 645
26 1.7 795
27 1.8 735
28 1.4 595
29 1.8 520
30 1.7 720
31 1.3 505
32 1.7 925
33 1.6 685
34 17 855
35 i.6 390
36 17 715
37 1.7 960
38 1.8 705
39 1.6 375
40 1.7 700
41 1.6 860
42 1.6 515
44 1.7 670
45 1.9 770
46 1.8 805
47 1.7 256
48 1.7 560
49 1.6 635
50 1.6 650
31 1.8 400
32 1.7 505
53 1.7 990
54 i.9 260
55 [.8 210
56 1.8 320
58 1.8 675
59 1.6 365
60 1.7 480
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Tabla 2 A. Determinacién de la pureza y concentracion de ADN de 60 individuos de P.
laevigata de la localidad de Santiago de Anaga, Hidalgo

MUESTRA PUREZA (A260/280) CONCENTRACION (ng/ul)
1 17 300
2 1.5 960
3 1.0 680
4 1.3 6635
5 1.6 915
6 1.4 560
7 18 215
8 1.3 295
9 .5 530
10 1.3 430
11 1.7 610
12 1.9 270
13 1.3 500
14 1.6 840
15 1.7 700
16 1.8 255
i 1.8 535
i8 1.8 310
19 1.5 578
20 IS 715
21 1.7 480
22 1.6 510
23 1.7 750
24 1.4 420
25 1.0 500
26 1.7 390
27 1.6 710
28 1.5 570
29 1.6 465
30 1.8 720
31 1.8 215
32 15 50
33 1.5 330
34 2.0 100
35 L7 270
36 1.7 435
37 1.6 335
38 1.9 240
39 1.8 920
40 19 265
41 1.5 700
42 1.5 410
43 1.6 485
44 1.5 605
45 1.7 765
46 1.8 195
47 1.9 375
48 1.7 330
49 1.6 395
50 1.6 330
51 138 153
32 1.3 260
53 1.5 410
34 Le 280
55 1.8 210
56 1.8 235
57 1.6 285
58 1.9 235
39 1.5 490
60 1.9 213




Tabla 3A. Matriz de la poblacién P. laevigata de Dolores Hidalgo, Guanajuato, generada con los fragmentos de ADN obtenidos
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mediante RAPD-PCR, con los iniciadores 7, 8, 9,17 y 18,
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Tabla 4A. Matriz de la poblacién P. laevigaia de Santiago de Anaga, Hidalgo, generada con los fragmentos de ADN obtenidos
mediante RAPD-PCR, con los iniciadores 7, 8, 9,17 y 18,

Tamafio de Jos fragmentos de ADN {pb)

2250 2100 2072 1950

Muestra

300 450

700 550

850

1450 1380 1350 1300 1200 113¢ 1100 900

1850 1750 1700 1650
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Tabla SA. Matriz de las tres especies de Prosopis generada con Jos fragmentos obtenidos
con los 17 iniciadores seleccionados (Tabla 4).

38

Tamailto del fragmento (pb)

P. laevigata

P. glandulosa

P. juliflora

2300
2200
2100
2082
2072
2070
2068
2060
1850
1800
1750
1700
1600
1500
1480
1450
1430
1400
1350
1360
1250
1240
1210
1200
1190
1180
1130
1100
1050
1020
1000
990
950
910
850
310
800
790
780
700
690
680
650
600
590
550
310
450
473
430
406
390
356
340
316G
360
280
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Preparacion de las soluciones utilizadas:

e [niciadores

Los iniciadores leofilizados Gibco v Roth se disolvieron respectivamente en 500 y
1000uL de agua destilada estéril para obtener soluciones de entre 5 a 10 pmol/ uL. La cantidad
de pico moles obtenida depende del peso molecular del iniciador. Las casas comerciales que
distribuyen estos productos proporcionan al adquirirlos una forma en la que especifican el peso

molecular del iniciador y otras caracteristicas importantes.

+ Mezcla de dNTPs
En un tubo Eppendorf se afiadieron 5 pL de cada una de las soluciones concentradas de
los 4 desoxirribonucledtidos (ANTPs) de la casa Gibco los cuales estan a la concentracion de
100 mM, posteriormente se agregaron 980 pl. de agua destilada estéril, para obtener una

solucion 200 uM de dANTPs.

s Amortiguador TAE 10X
24.0 g de tris (hydroximetil aminometano)
5.71 mL de 4cido acético glacial
10 mL de EDTA ( 0.5 M, pH 8.0)

Aforar a un volumen de 500 mL con agua destilada.

s Amortiguado TAE 1X

Tomar 10 mL de TAE 10X y aforar a 100 mL con agua destilada.
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s (el de agarosa

En un matraz Erlenmeyer de 500 mL de capacidad se agregan 1.2 g de agarosa tipo II
(Sigma) y 100 mL de amortiguador TAE 1X. La agarosa se funde en un horno de microondas,
durante 1.40 min. y se dejar enfriar hasta una temperatura aproximada de 30 °C.
Posteriormente se vierte en la camara de electroforesis la cual previamente se prepara
(sellando los extremos v colocando el peine), para formar el molde que constituira el gel. Estas
cantidades son las requeridas para formar un gel de 15 x 15 cm. de didmetro y 7mm. de

ESPESOT.

e Colorante de carga: cantidades para 10 mL.
50% Glicerol 10 mL
0.1% Azul de bromofenol 10 mg

0.1% Xilen cianol 10 mg

En un vaso de precipitados de 15 mL de capacidad, se colocan los tres componentes y para

disolver se colocan durante 15 min en una parrilla eléctrica con agitacion.

e Marcador 100 bp DNA (50 ug; 1ug/ul): cantidades para 100 pL.

En un tubo Eppendorf de ImL de capacidad, se agrega 10uL del marcador y se diluye en

90 pL de colorante de carga, para tener una solucion de 0.1 pg/ul.
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e Bromuro de Etidio
Smg/mL
La preparacion de esta sofucion debe hacerse con guanies y en un recipiente pequefio

destinado para este fin, para evitar la contaminacion del material, debido a que este compuesto

s cancerigeno.
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