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RESUMEN

El presente trabajo se realizd con el objetivo de implementar en sotol (D.
cedrosanum) un tipo de marcador anénimo: los ISSRs, asi como la evaluacion de
estos marcadores en términos de la capacidad para detectar polimorfismo genético

en poblaciones.

Se usdé material genético (DNA) de 14 hembras y 14 machos, las cuales fueron
probados con cuatro iniciadores de marcadores ISSR: BEC, DAT, W814 y W844. La

prueba se realiz6 mediante el uso de la PCR y electroforesis.

Se analizaron los patrones electroforéticos y por cada iniciador se construyé una
matriz binaria donde 0 es ausencia de banda, 1 es presencia de banda y NA es dato
perdido. A partir de los resultados obtenidos se estimaron dos parametros: entropia
de Shannon e indice de Gini-Simpson, adecuados para detectar diversidad entre
genotipos. Los analisis estadisticos fueron realizados en el ambiente y lenguaje de

computo R.

Los resultados estadisticos arrojaron datos que muestran al marcador ISSR DAT
como posiblemente el mejor para estudios de diversidad genética en D. cedrosanum,
seguido de los marcadores ISSR W814 e ISSR W844. El marcador ISSR BEC
mostré un valor global de entropia muy bajo, lo cual puede ser una limitate en

estudios de diversidad en poblaciones de sotol.

Palabras clave: D. cedrosanum, sotol, marcador ISSR, diversidad genética.



ABSTRACT

This work was performed with the goal of implementing a type of anonymous marker:
ISSR, in sotol (D. cedrosanum), and to evaluate this kind of marker in terms of its

capability to detect genetic polymorphism in populations of this species.

The genetic material (DNA) came from 14 females and 14 males, which were tested
with four primers for ISSR markers: BEC, DAT, W814 and W844. The tests were

performed through PCR and electrophoresis.

Electrophoretic patterns were analyzed for each primer by coding a binary matrix for
each marker, with 0 for band absent, 1 for band present and NA for missing data. Two
parameters were estimated: the Shannon entropy and the Gini-Simpson index, both
suitable for detecting diversity between genotypes. The statistical analyzes were

performed with the language and environment for statistical computating R.

The results show the ISSR DAT marker as possibly the best for genetic diversity
studies in D. cedrosanum, followed by the ISSR W814 and ISSR W844 markers. The
ISSR BEC marker showed a low global entropy, which may be a limitation for its use

in diversity studies in sotol populations.

Keywords: D. cedrosanum, sotol, ISSR marker, genetic diversity.
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INTRODUCCION

El sotol (Dasylirion cedrosanum) es una planta dioica, perenne, policarpica y
semicilindrica. Llega a medir hasta tres metros y tiene adaptacién a zonas aridas y
semiaridas. Su forma de reproduccion es sexual por semilla. En México se han
identificado 16 especies entre las cuales se localiza D. cedrosanum propia de la zona

norte del pais y parte del sur de Estados Unidos.

Las poblaciones de sotol son altamente importantes por su papel ecologico y los
diversos usos como alimento para ganado, material de artesania y de construccion.

El aprovechamiento mas importante econémicamente es la produccion de licor.

El sotol esta sujeto a los disturbios generados por su uso irracional. Durante los
ultimos afios nuestro planeta ha experimentado grandes cambios en el medio
ambiente que causan dafio a la biodiversidad, con pérdidas de habitat para muchos
organismos, introduccién de especies exoticas y uso irracional de los recursos
naturales. Las poblaciones silvestres forman parte de la dinamica ecoldgica y de los
procesos evolutivos de los ecosistemas en los que viven, y una de las mayores

amenazas a las mismas es la pérdida de diversidad genética.

La diversidad genética es la variacion entre los genomas de los seres vivos, y se
presenta entre los individuos de una poblacién, entre las poblaciones dentro de una
especie, asi como entre especies. Tal diversidad se ve reducida cuando una
poblacién disminuye substancialmente y quedan pocos individuos, lo cual ocasiona
cambios en su adaptabilidad y puede incluso conducir a su desaparicion parcial o

total.



El monitoreo de la diversidad en las poblaciones de plantas es necesaria para el
conocimiento del estado de una especie y la toma de decisiones acerca de su
manejo. Una de las herramientas mas utiles y de mayor actualidad para el estudio de
la diversidad en los seres vivos son los marcadores genéticos, que tienen su origen
en variaciones individuales en la secuencia comun del DNA. Estos marcadores
cubren gran parte del genoma, posibilitando su evaluacién en fases muy tempranas y
a partir de muestras minimas y no son influenciados por el ambiente. Sin embargo,
no todos los marcadores son apropiados para estudiar especies cuya secuencia
genomica es desconocida, como es el caso del sotol. En tales circunstancias,
resultan particularmente utiles los llamados marcadores anénimos, los cuales no

requieren de conocimiento previo de secuencia.

Objetivos

* Implementacion de un tipo de marcadores anénimos: los ISSR, en Dasylirion

cedrosanum.

» Evaluacion de ISSRs en términos de su capacidad para detectar polimorfismo

genético en poblaciones.



REVISION DE LITERATURA

Diversidad Genética

La diversidad genética es considerada la variacion heredable entre los individuos de
una poblacion, entre las poblaciones dentro de una especie, asi como entre especies
(Brown, 1978). Es el resultado de las muchas diferencias genéticas entre individuos y
puede ser evidente en las diferencias en secuencia de DNA, en las caracteristicas
bioquimicas, en las propiedades fisiolégicas o en caracteres morfolégicos (Hamrick,
Godt et al., 1992).

Los avances cientificos han desarrollado nuevas técnicas para la secuenciacion de
genomas, lo que ha permitido un mejor manejo de la biodiversidad. Sin embargo
hasta el momento no se ha logrado la secuencia de genomas en todas las especies
existentes. Tal es el caso de Dasylirion cedrosanum. Se puede evaluar la variabilidad
genética dentro de una poblacion a través de parametros (Primack, 1993); por
ejemplo

1. El numero de marcadores polimorficos en la poblacion,

2. El numero de alelos por cada marcador polimérfico,

3. La proporcién de loci heterocigotos por individuo.

¢ Como se estudia la diversidad genética?

Los métodos moleculares se han convertido en una parte esencial de la mayoria de
los estudios sobre la diversidad genética. Los analisis de la diversidad genética se
basan generalmente en aloenzimas o marcadores de DNA, que tienden a ser

selectivamente neutros (Karp, 1996).



Importancia de la diversidad genética

La diversidad genética es importante en términos evolutivos. La pérdida de
individuos, poblaciones y especies disminuye la variabilidad de genes, lo que dificulta
su adaptacion a cambios. Cuanto menor sea el tamano de la poblacion, la diversidad
tiende mas a disminuir, lo cual ocasiona cambios en su adaptabilidad y puede incluso
conducir a su desaparicion (Rao y Hodgkin, 2002). El estudio sobre diversidad
genética en plantas es de suma importancia para el alcance y distribucion de una
especie, asi como la forma en que esta estructurado. Tener conocimientos sobre la
base genética es un requisito esencial para la determinacion como, dénde y en qué

conservar el material genético (Maroof, Allard et al., 1990).

Herramientas para el estudio de diversidad genética

La gendmica se encarga del estudio de la estructura y funcion del material genético.
Para llegar a lograr el gran avance de la gendmica, ha sido necesario el desarrollo de
una amplia variedad de técnicas moleculares. Estas técnicas han permitido un
desarrollo exponencial en el conocimiento de las bases genéticas de diversas
respuestas y procesos presentes en los organismos (McKusick y Ruddle, 1987). Los
marcadores de DNA son utiles tanto en la investigacion basica como en la aplicada.
Han sido utilizados desde 1970 y se aplica en los sectores de alimentacion,

agricultura, medicina, taxonomia, ciencia forense, etc.

Marcadores Moleculares

Existen dos tipos de marcadores moleculares: los marcadores bioquimicos y los
marcadores de DNA. Los marcadores bioquimicos incluyen las isoenzimas o
aloenzimas y constituyen la primera generacion de marcadores moleculares. Los

marcadores de DNA constituyen la nueva generacién. Se basan fundamentalmente



en el analisis de las diferencias en pequefas secuencias del material genético. Los
diferentes tipos de marcadores se distinguen por su capacidad de detectar
polimorfismos en loci Unicos o multiples y son de tipo dominante o codominante
(Simpson, 1997).

Los marcadores moleculares son en su mayor parte fenotipicamente neutros,
presentan mayor segregacion o polimorfismo que los morfolégicos, pueden ser
evaluados desde los primeros estados de desarrollo de las plantulas, son aplicables
a cualquier tipo de material vegetal, son independientes de la época del afio en que
se realiza el analisis, permiten la identificacion correcta de la variedad sin necesidad
de muchos caracteres y estan libres de los efectos epistaticos (Rallo, Belaj et al,.
2002). Los marcadores moleculares tienen un rango amplio de aplicaciones, entre
éstas: el mapeo y marcaje de genes, los estudios de diversidad genética, las
relaciones entre y dentro de las diferentes especies, y la distribucion de esa
diversidad entre regiones geograficas (Valdés-Infante, Rodriguez-Medina et al.,
2010). Los marcadores moleculares corresponden a un conjunto de técnicas que

permiten visualizar o indicar la presencia de variantes alélicas.

Técnicas de marcadores moleculares

AFLP (Polimorfismo en longitud de fragmentos amplificados). Detectan fragmentos
de restriccion de DNA mediante amplificacion con PCR y el uso de enzimas de

restriccion (Vos, Hogers et al., 1995).

DArT (Tecnologia de arreglos de diversidad). Es una técnica basada en la hibridacion
que permite la tipificacion simultanea de varios cientos de loci polimérficos en el
genoma; es particularmente adecuado para la genotipificacion de especies
poliploides con grandes genomas. Esta tecnologia genera polimorfismo de todo el
genoma al detectar presencia / ausencia de fragmentos de DNA generadas a partir

de muestras de DNA gendmico (Jaccoud, 2001).



ISSR (Inter-secuencia de repeticiones simples). Es una técnica que implica el uso de
secuencias de microsatélites como iniciadores en una PCR para generar marcadores
multilocus. Estos marcadores han demostrado su utilidad en estudios de diversidad

genética y mapeo genético (Zietkiewicz, Rafalski et al., 1994).

RAPD (DNA polimoérfico amplificado aleatoriamente). Consiste en la amplificacion al
azar de secuencias cortas de nucleotidos, mediante la utilizacion de pequefos
iniciadores de 8 a 10 pares de bases que reconocen sitios anonimos en el genoma, y
son amplificados por PCR (Williams, Kubelink et al., 1990).

RFLP (Polimorfismo en longitud de fragmentos de restriccién). Este método consiste
en la obtencién de fragmentos de DNA con el uso de endonucleasas capaces de
reconocer sitios altamente especificos. Los fragmentos de restriccion se pueden

visualizar por electroforesis en geles de agarosa (Botstein, White et al., 1980).

SCAR (Regiones amplificadas caracterizadas y secuenciadas). Esta técnica fue
introducida por Paran y Michelmore, (1993) y se basa en la amplificacién de una

secuencia conocida utilizando iniciadores de 20 pares de bases.

SNP (Polimorfismo en nucleétidos simples). Son el resultado de la presencia de una
base variante en cualquier sitio del genoma y constituyen la forma mas comun de
variaciones genéticas. Se encuentran tanto en secuencias anonimas de DNA como

en secuencias codificantes (Jordan y Humphries, 1994).

SSLP (Polimorfismo en longitud de repeticiones de secuencia simples). Son
marcadores genéticos que se basan en la amplificacion con iniciadores de una zona
previamente secuenciada. Se basan en la variacion de secuencias cortas repetidas
en tandem llamadas SSRs (Dietrich, Katz et al., 1992).



ISSR (Inter-secuencia de repeticiones simples)

En los estudios de diversidad genética, los marcadores mas utilizados son los
basados en microsatelites. ISSR es un método basado en la PCR, que implica la
amplificacion de un segmento de DNA presente entre dos microsatélites orientados
en direccion opuesta (Zietkiewicz, Rafalski et al., 1994). ISSR es una técnica
relativamente nueva y es similar a los RAPDs. Excepto que las repeticiones de
microsatélites usados como iniciadores para ISSR pueden ser de nucleétidos di, tri,
tetra o penta-nucledtido. La técnica requiere iniciadores de 15 a 30 bases
(Zietkiewicz, Rafalski et al., 1994).

Se utilizan dos medios de soporte para realizar la electroforesis de ISSRs: en geles
de agarosa y en geles de acrilamida. Las bandas que se obtienen con este marcador
van de 200 a 2000 pb. La variacion alélica en los ISSRs consiste en la presencia o
ausencia de los productos amplificados. Las bandas de ISSRs son consideradas
marcadores dominantes; la presencia de la banda representa el genotipo dominante
(homocigoto o heterocigoto), mientras que su ausencia representa el genotipo
homocigoto recesivo. Se asume que existen dos alelos por locus (Zietkiewicz,
Rafalski et al., 1994).

La ausencia de una banda puede deberse a varios factores (Gonzalez y Aguirre,
2007):

1) La no existencia de un sitio de union completo al iniciador debido a una mutacion,
2) Rearreglos estructurales en el cromosoma durante la meiosis,

3) Inserciones o deleciones suficientemente grandes como para aumentar o disminuir

el tamano de la banda, de manera que se identifique como un locus diferente.



Estudios previos de diversidad genética en plantas con ISSRs

Se realizaron estudios en medicion de la diversidad genética de 10 cultivares
comerciales. Carica papaya, con tres técnicas RAPD, ISSR y DAMD. Todas las
técnicas permitieron determinar las relaciones genéticas en el germoplasma. Sin
embargo determinaron que el mejor método para el analisis fue con ISSR (Saxena,
Chandra et al., 2005).

Krueger y Roose, (2003) llevaron a cabo una investigacion donde el objetivo principal
fue el desarrollo de técnica y busqueda de marcadores para caracterizar embriones
cigoticos y nucelares en Citrus spp. Los ISSRs les permitieron una mejor
caracterizacion de materiales, mejoria en el manejo y orden de la coleccién. Por otro
lado un estudio donde se utilizaron ISSR y aloenzimas en Viola pubescens, una
planta cleistogamica, mostré una gran variacién genética. A nivel de especie, el 100%
de los loci fueron polimorficos aun cuando los iniciadores (se utilizaron tres) fueron
seleccionados al azar. Dentro de cada poblacién cerca del 71% de 83 loci fueron
polimoérficos. En general, las aloenzimas y la técnica ISSR dieron resultados
similares, lo que indica que los marcadores ISSR muestran potencial para su uso en

estudios de genética de poblaciones (Culley y Wolfe, 2001).

En un estudio realizado en Asparagus acutifolius L., se evaluaron 42 iniciadores de
los cuales 23 resultaron utiles para caracterizar muestras, mientras que 19 fueron
excluidos debido a la ausencia de amplificacién. Los 23 iniciadores utiles dieron un
total de 228 fragmentos polimorficos, que van desde 150 hasta 1100 pb, con 100%
de repetibilidad. Los fragmentos del mismo peso molecular se consideraron como el
mismo locus. Se observd un alto nivel de variacion genética usando marcadores
ISSR, con 100% de loci polimdérficos a nivel de especie (Sica, Gamba et al., 2005).
También se realizaron analisis de la diversidad genética en Cyamopsis tetragonoloba

L. mediante marcadores RAPD y ISSR, y se obtuvo como resultado que los ISSR



fueron mas eficientes que los RAPDs con respecto a la deteccion de polimorfismo; se
detectaron 97% en comparacién con 90.3% para los marcadores RAPD. Ademas, el
numero medio de bandas polimorficas por iniciador fue mayor en ISSRs (10.5) que
para los RAPD (8.2) (Sharma, Sharma et al., 2014).

Sotol (Dasylirion cedrosanum)

Clasificacion taxonémica (USDA, 2014)

Dominio: Eukaryota
Reino: Plantae
Subreino: Viridaeplantae
Filum: Tracheophyta
Subfilum: Euphyllophytin
Infrafilum: Raiatopses
Clase: Spermatopsida
Subclase: Liliidae
Superorden: Lilianae
Orden: Asparagales
Suborden: Asparagineae
Familia: Asparagaceae
Subfamilia: Nolinoideae
Género: Dasylirion
Especie: cedrosanum

Nombre cientifico: Dasylirion cedrosanum.



Caracteristicas generales

El sotol (Dasylirion cedrosanum) es una planta silvestre perteneciente al grupo de las
monocotiledéneas. Es dioica, perenne policarpica y semicilindrica. Llega alcanzar
hasta 3.5 metros de altura, hojas verde palido, agrupadas en rosetas, fibrosas, de 0.5
- 5 cm de ancho por 30 - 170 cm de largo; espinas gruesas, mas del 90 % curvadas
hacia la base, raices fibrosas con flores pequefas, hembra y macho nacen en
plantas separadas. Su inflorescencia se desarrolla en una estructura elevada llamada
escapo o garrocha que llega medir de 2 a 3.5 m de alto (Bogler, 1998). El sotol tiene
un indice de germinacién por arriba del 90 % en condiciones de laboratorio (Cruz-
Lépez, 2011).

Tipo de reproduccién

El tipo de reproduccion de D. cedrosanum es sexual por semilla y su caracteristica
mas notable es la dioecia, con presencia de plantas pistiladas y estaminadas, lo cual
hace que la reproduccion cruzada sea obligada (Reyes-Valdés, Benavides-Mendoza
et al., 2012). El numero cromosoémico reportado para D. cedrosanum 2n = 38 en
metafase mitética (Hernandez, 2012). Ambos sexos tienen una inflorescencia
terminal con estambres funcionales en las plantas femeninas y pistilos funcionales en
las masculinas ((Bogler, 1998). Las flores estaminadas tienen una vida mas larga que
las pistiladas, y presentan seis estambres con filamentos mas largos que el perianto
(Reyes-Valdés, Benavides-Mendoza et al., 2012). La hembra en un afio productivo
puede generar de 0.25 a 2.7 kg de semillas que caen de la inflorescencia al ser
agitada por el viento. En promedio se pueden contar 95,000 semillas por kilogramo

(Sierra-Tristan, Royo-Marquez et al., 2008).
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Distribucion del género Dasylirion

El género esta distribuidos en regiones con climas aridos y semiaridos (Cronquist,
1981). Se distribuye dentro de la republica mexicana en los estados de Chihuahua,
Coahuila, Durango, Nuevo Ledn, Zacatecas, San Luis Potosi, Sonora, Tamaulipas,
Querétaro, Hidalgo, Puebla, Oaxaca y Veracruz, mientras que en Estados Unidos,
soOlo se localiza en Arizona, Nuevo México y Texas (Bogler, 1998). En México se han
encontrado cerca 16 especies, de las cuales D. cedrosanum, D. duranguense y D.
wheeleri tienen mayor importancia econdémica (Standley, 1922), y se han reportado
cuatro especies de sotol para el estado de Coahuila: D. cedrosanum, D.
heteracanthum, D. leiophyllum y D. texanum, de las cuales la mas abundante es D.

cedrosanum (Villarreal-Quintanilla, 2001).

Distribucion de Dasylirion cedrosanum

Es una especie representativa del matorral desértico rosetofilo y crassicaule
rosetofilo, tipos de vegetacion caracteristicos de la zona biogeografica conocida
como Desierto Chihuahuense. El area de distribucién de las poblaciones naturales de
D. cedrosanum se encuentra ubicada dentro la zona fisiografica del Altiplano
Mexicano, en un rango de altitud que oscila entre los 850 y 2600 m, en suelos poco
profundos, pedregosos, calcareos y climas secos continentales o secos, semi-
calientes, entre la Sierra Madre Occidental y la Sierra Madre Oriental,
distribuyéndose en amplias extensiones de esta ultima. Se ubica en un rango de
temperaturas medias que va desde los 17 a los 21 °C y con un rango de precipitacion
media anual de 150 a 400 mm (Cano-Pineda y Martinez-Burciaga, 2007), y prospera
en suelos bien drenados, y ya establecido normalmente necesita poca agua (Bogler,
1998). Puede llegar a vivir 150 afios bajo condiciones de invernadero y sobrevivir a

los veranos e inviernos extremosos (Lépez-Barbosa, 2005).
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Usos del sotol

Uno de los usos mas comunes del sotol es como forraje, donde las partes empleadas
son el tallo y la base de las hojas. En especial se utilizan como alimento para el
ganado en la época de sequia, ya que es muy resistente a la falta de agua. Debido a
esto, una gran cantidad de animales han sido salvados durante dichos periodos
criticos. Como uso artesanal, se emplean las hojas para tejer petates, sombreros,
canastas, sopladores de fuego, algunos adornos para diversas fiestas, y otros
objetos (Olhagaray-Rivera, Esparza-Chavéz et al., 2012). Ha tenido un uso en la
construccion de viviendas, se emplean los escapos florales como cercos, y en
ocasiones las hojas se ocupan para la elaboracion de techos en pequenas viviendas.
De mayor importancia econdmica, se emplea en la preparaciéon de una bebida

alcohdlica conocida como “sotol” (Herrera-Ramirez, Rodriguez-Herrera et al., 2006).

Importancia econémica

La Norma Oficial Mexicana del Sotol (DOF, 2004), en los ultimos afios ha
incrementado considerablemente el interés por la produccion y comercializacién de
D. cedrosanum en los estados de Durango, Chihuahua y Coahuila. El “sotol” es la
bebida alcohdlica que se obtiene de las plantas conocidas comunmente como sotol
(Dasyliron cedrosanum) cuya parte aprovechable para la elaboracién de esta bebida,
es la pifa o cabeza (IMPI, 2002). El licor se obtiene a través de una coccion de
pifias, que se somete a fermentacion alcohdlica con levadura para posteriormente

destilarse.

Actualmente se tienen registradas cinco marcas comerciales de este licor, las cuales
cuentan con rigurosas controles de calidad, por lo que tienen una gran aceptacion en
Meéxico, Estados Unidos y Europa. La produccion del licor es posible debido al alto

contenido de carbohidratos complejos y simples, como glucosa, fructosa y una serie
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de fructo oligosacaridos y polimeros de fructuosa que tienen estas plantas (De La
Garza-Toledo, Martinez et al., 2008). EI mercado del sotol se ha incrementado, de tal
manera que una forma para asegurar una respuesta oportuna a la demanda es
incrementar la cantidad de materia prima, situacién que ha levantado una polémica,
ya que por sus condiciones naturales la planta del sotol cada vez se recolecta en
zonas mas lejanas, lo cual implica mayores costos e impacto sobre los ecosistemas

naturales y trae consigo una amenaza para la biodiversidad.

Estudios genéticos previos en sotol

En un estudio se recolectaron 20 muestras de pifia de sotol independientemente de
la edad, asi como las hojas de cada planta (Cruz-Requena, De la Garza-Toledo et al.,
2013). Este estudio estaba enfocado a separar plantas hembras y machos a través
de caracteristicas quimicas y moleculares. En el estudio del analisis quimico se
reportd que los valores de etanol y azucar producido a partir de plantas hembras y
machos son estadisticamente similares, asi como la cantidad de fibra. El analisis
molecular para estudiar DNA polimorfico entre plantas se logré usando AFLPs, dentro
del analisis molecular se estudio la diversidad genética entre poblaciones de plantas
hembras y machos, y los resultados obtenidos fueron estadisticamente similares de
acuerdo a la prueba de Tukey (p < 0.05), donde las variables (alelos efectivos,
contenido del indice polimorfico, heterogeneidad imparcial de Nei), no mostraron

diferencias significativas (Cruz-Requena, De la Garza-Toledo et al., 2013).

El analisis cluster(agrupamiento) fue utilizado para la comparacion de sexo, para ello
se calcularon distancias Euclidianas y de Dice, la distancia Dice mostro el valor mas
alto de correlacidon cofenética, por esa razon, se utilizé esta distancia para llevar a
cabo el analisis de agrupamiento. Pero al momento de separar poblaciones de

plantas hembras y machos para estudiar la diversidad genética entre plantas, no fue
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posible, esto indica que comparten la mayor parte del contenido genético, es decir la
diversidad genética de una poblacion incluye variacion genética dentro de una
especie, tanto entre poblaciones geograficamente separadas y entre los individuos

dentro de las poblaciones (Cruz-Requena, De la Garza-Toledo et al., 2013).

En otro estudio se analiz6 el numero cromosomico y la proporcion de sexos en
poblaciones de D. cedrosanum. Se observd un numero cromosdémico 2n = 38 en
metafase mitdtica (Hernandez-Quintero, 2012), el cual es consistente con las
observaciones previas en otras dos especies del mismo género: D. texanum y D.

wheeleri, para los cuales se reportd el mismo numero cromosomico (Sato, 1935).

Un estudio relacionado a D. cedrosanum, sobre diversidad genética ha sido en
esparrago (Asparagus acutifolius L.) (Sica, Gamba et al., 2005). En éste trabajo se
recolectaron muestras de esparrago en ocho regiones diferentes y fueron evaluados
a través del marcador genético ISSR, usando 42 iniciadores dentro de estos se
localizan BEC, DAT, W814 y W844, del total de los iniciadores, 23 generaron 228
fragmentos polimérficos, que van desde 150 hasta 1,100 pares de bases, con 100 %
de repetibilidad. Los resultados estadisticos mostraron un indice de fijacion de
0.4561 y Theta-B igual a 0.4776, estos resultados mostraron que hay una gran
diversidad genética entre plantas de A. acutifolius L. Ademas, ésta especie comparte
algunas caracteristicas con el sotol, ya que es una planta dioica, perenne y

pertenece a la familia de la Asparagaceae.
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MATERIALES Y METODOS

Localidad de estudio

El presente trabajo se realizé en las instalaciones del Laboratorio de Analisis de
Genomas del Departamento de Fitomejoramiento de la Universidad Auténoma
Agraria Antonio Narro en Saltillo, Coahuila. Las muestras fueron recolectadas en los
terrenos de la sede de esta Universidad, localizada en una zona con clima templado
semiseco; ubicada geograficamente en los 25° 20" 55.72” Ny 101° 01" 40.74” O, con
una altitud de 1798 m.

Material genético

Se trabajé con una muestra de plantas de D. cedrosanum, compuesta de 14
hembras y 14 machos (Cuadro 3.1). Las hembras fueron etiquetadas en el
laboratorio desde H1 a H14 mientras que los machos se identificaron desde M1 a
M14. Las 28 plantas de sotol se localizan entre los 1783 y 1814 msnm, dentro de las
latitudes 25° 20" 55.50” N y 25° 21" 22.86” N y las longitudes 101° 01" 40.32” O y
101° 01" 54.78” O.
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Cuadro 3.1. Lista de plantas de D. cedrosanum usadas en el estudio y su

localizacion.
ID ID Sitio de colecta
Laboratorio Campo Latitud Longitud Altitud (m)
HA1 UA2011-32-1 25°21°22.32” 101°01°55.56” 1786
H2 UA2011-35-1 25°20°56.82" 101°01°40.14” 1811
H3 UA2010-30-1 25°20°56.16" 101°01°39.78” 1812
H4 UA2011-3-1 25°20°56.10” 101°01°40.38” 1812
H5 UA2010-27-1 25°21°21.72” 101°01°58.02" 1783
H6 UA2011-44-1 25°21°21.48” 101°01°57.84” 1785
H7 UA2011-05-1 25°20°56.40” 101°01°40.38” 1812
H8 UA2011-45-1 25°21°20.28” 101°01°58.20" 1787
H9 UA2010-12-1 25°21°21.48” 101°01°54.36” 1791
H10 UA2011-39-1 25°21°20.22” 101°01°54.30” 1789
H11 UA2011-28-1 25°20°56.70” 101°01°40.38” 1809
H12 UA2010-31-1 25°20°55.62” 101°01°40.62” 1813
H13 UA2010-22-1 25°21°21.54” 101°01°57.84” 1784
H14 UA2011-10-1 25°20°55.68” 101°01°40.74” 1813
M1 UA2010-37-1 25°21°21.48” 101°01°57.72” 1784
M2 UA2010-15-1 25°20°55.62” 101°01°40.14” 1810
M3 UA2010-16-1 25°20°55.50” 101°01°40.32” 1813
M4 UA2010-17-1 25°20°'55.56” 101°01°40.32” 1814
M5 UA1027 25°20°57.60” 101°01°40.92” 1809
M6 UA2010-26-1 25°20°56.70" 101°01°40.26" 1809
M7 UA2010-28-1 25°20°5670” 101°01°39.96” 1811
M8 UA2010-29-1 25°20°56.10” 101°01°39.60” 1811
M9 UA2011-2-1 25°20'56.16” 101°01°40.50” 1813
M10 UA2010-32-1 25°20°55.50” 101°01°40.62” 1813
M11 UA2011-9-1 25°20°'55.92” 101°01°40.32” 1813
M12 UA2011-23-1 25°21°20.52” 101°01°57.90” 1796
M13 UA2011-17-1 25°21°22.86" 101°01°54.78” 1787
M14 UA2011-30-1 25°21°21.96” 101°01°56.22” 1786

ID = clave de identificacion
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Recoleccion de muestras

De las plantas seleccionadas se cortaron hojas jovenes y se introdujeron en cajas de
Petri respectivamente identificadas; se llevaron inmediatamente al laboratorio para
ser desinfectadas con una solucidn de hipoclorito al 1 % por 1 min y etanol al 70 %
por el mismo tiempo. Se enjuagaron en agua estéril y se dejaron secar para su

posterior procesamiento.

Extraccion de DNA

El aislamiento de DNA gendmico se realizé con base en el método de Lépez et al.,
(1995). Para ello se molieron 20 mg de tejido fresco con N, liquido y se colocaron en
un tubo eppendorf de 2 ml; se agregaron 600 pl de buffer de lisis (Tris-HCI 100 mM a
pH = 8, NaCl 20 nM, EDTA 20 mM y N-Lauril-sarcosina al 7 %) con inversién
ocasional dejandolo reposar por 10 minutos. Posteriormente se le agregaron 600 pl
de fenol, se agité en un vortex y se centrifugd por 20 min a 4 °C a 12,000 rpm. Se
retomo la fase acuosa, se transfirié a otro tubo y se le agregaron 10 yl de RNAsa (10
mg/ml); se mezcld por inversion e incubd a 37 °C por 15 minutos. Se le agregaron
600 ul de isopropanol frio (-20 °C), se mezcld con cuidado y se dejé reposar por
media hora aproximadamente hasta formar la madeja de DNA. Se sacé la madeja
con un gancho de pipeta Pasteur estéril y se trasfiridé a otro tubo eppendorf (1.5 ml);
se lavo la madeja con 400 pl de alcohol al 70 % a -20 °C y se resuspendié en 50 pl

de TE 1 %, para su almacenamiento a -20 °C.

Determinacion de la calidad del DNA

Posterior a la extraccion del DNA se cuantifico y evalué su calidad midiendo la
absorbancia a 260 nm (A260) y a 280 nm (A280), con un espectrofotometro Thermo

Spectronic (modelo BioMate3). Se colocd en una celda una muestra de 10 ul de DNA
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disuelta en 990 pl de agua estéril. Como los acidos nucleicos tienen su maxima
absorbancia a 260 nm mientras que las proteinas lo tienen a 280 nm, el cociente de
ambas absorbancias (A260/280) determina si el DNA gendmico extraido esta libre de
impurezas. La calidad del DNA se corroboré por medio de electroforesis en gel de

agarosa.

Iniciadores para ISSR

Se usaron cuatro iniciadores para marcadores ISSR: BEC, DAT, W814 y W844
(Cuadro 3.2), los cuales fueron utilizados en un estudio con esparrago (A. acutifolius)
y mostraron tener un buen resultado en la diferenciacién de poblaciones (Sica,
Gamba et al., 2005). Cabe senalar que las temperaturas de alineacién que se
presentan en esté cuadro son las que se obtuvieron en el estudio de esparrago y que
nos sirvieron como punto de partida para encontrar las temperaturas optimas de

estos iniciadores con las muestras de D. cedrosanum.

Cuadro 3.2. Iniciadores utilizados para la ejecucion de este trabajo usados

previamente en esparrago (Sica, Gamba et al., 2005).

Nombre del iniciador Secuencia 5' - 3’ TA (°C)
BEC CACACACACACACAYC 54.0
DAT GAGAGAGAGAGAGARC 54.0
w814 CTCTCTCTCTCTCTCTTG 52.0
W844 CTCTCTCTCTCTCTCTRC 52.8

TA= Temperaturas de alineacion reportadas por Sica et al. (2005)

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).
Se utilizé la técnica de la PCR con la finalidad de amplificar o reproducir un gran
numero de copias de una region especifica de DNA, partiendo de un minimo de

muestra. Para llevar al cabo esta técnica se prepararon coécteles de PCR que
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contenian 4 pl de DNA (75 ng/ul), 4 pl de Tag&Go (Mastermix 5xC, MP ®), 4 ul del

iniciador a 2 uM y 8 pl de agua estéril, para un volumen total de 20 ul por muestra.

La PCR fue realizada en un termociclador de gradiente (AXIGEN, Modelo MaxyGene
Gradient®). Con la excepcion de las temperaturas de alineacion, las cuales fueron
optimizadas en este trabajo, las condiciones de reaccion fueron las reportadas por
Sica, Gamba et al., (2005): 94 °C a 1.5 min para la desnaturalizacion inicial; 35 ciclos
con 94 °C por 40 s, 45 s a la temperatura éptima de alineacién y 72 °C por 1.5
minutos. Finalmente un ciclo a 94 °C por 45 s, 45 s a la temperatura de alineacion
optima y 5 min a 72 °C. Al final de la reaccién las muestras se mantuvieron a 4 °C por

tiempo indeterminado.
Técnica de electroforesis

Los productos de la PCR fueron separados mediante electroforesis horizontal. Se

utilizé un equipo de electroforesis Life Technologies ™ Gibco. Se prepararon los geles
de agarosa disolviendo 1 g de agarosa en 100 ml de TBE. La mezcla se calent6 en
un horno de microondas por 90 s hasta que se transparentd. Posteriormente se
agregaron 10 pl de Gel Red (NucleicAcid Gel Stain, 10,000X 0.5 ml, Biotium®) como
agente colorante de tincion y se agitd suavemente para obtener una mezcla
homogénea. En seguida se coloco el peine en el lado de la charola correspondiente
al polo negativo. La mezcla se vacio y se eliminaron las burbujas. El gel se dejo
enfriar por 20 min y se cargaron 5 yl de la muestra (producto de PCR) mas 1 pl de
buffer de carga. Ademas se cargé en uno de los pozos del gel un total de 3 pl del
marcador de tamafio (Ladder DNA marker, Axygen®) mas 1 pl de buffer de carga.
Una vez que se terminaron de cargar las muestras se cubri6 el gel por completo con
una solucidon de TBE; se cerrd el aparato, se conectaron los cables a la fuente de
poder con un potencial de entre 80 y 95V, por un tiempo de 2 a 2.5 hrs. Al término de

ese tiempo se extrajo el gel y se llevé a un documentador de geles (Bio-Rad Gel

Doc™ 170-8170), para su interpretacién. Este equipo consta de un trasluminador y
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una camara que capta la imagen del gel y la envia a una computadora con sistema

operativo Windows XP y software Quantity One®.

Evaluacion de la optimizacion de las temperaturas de alineacion.

Se utilizaron los DNAs de una planta hembra (H), una planta macho (M) de D.
cedrosanum y una de esparrago (E); se probaron cinco temperaturas por planta para
cada iniciador. Se probaron de manera general temperaturas inferiores a las que
sefala el articulo de Sica, Gamba et al., (2005), con una sola excepcion: el iniciador
W814 (Figura 3.3), donde se probd una temperatura (53 °C) superior a la que

menciona el articulo (52 °C).

En cada uno de los geles obtenidos (Figuras 3.1 a 3.4), se marca con una flecha de
color verde la temperatura que mejor amplificé en cada iniciador y de color rojo la

que menciona el articulo de (Sica, Gamba et al., 2005).

| S ! T ! 3.3
491°C 525°*C 53°C 54°C 54.9°C 491°C 525°C 53°C 54°C 549°C 491°C 525°C 3*C 54°C

Ha Hai Ha Ha Ha M M1 M1 M M Ex E1 E1 E1

Figura 3.1. Optimizacion de temperaturas para el iniciador BEC. Hembra (H), macho

(M) y esparrago (E).
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491°C $§13°C 5§Z5°C S53°C 54':‘[3 43.1°C 51.3°C 52%"0 53°C 5?‘6 49.1°C 51.3°C §3°C Ss4™C

M1 M1 M1 M1 M1 Ha Ha Hi Ha Ha E1 E1 Ea E1

Figura 3.2. Optimizacion de temperaturas para el iniciador DAT. Hembra (H), macho

(M) y esparrago (E).

4 2 h £
491°C  495°C 51.1°C 52°C 53°C 48.1°C 495°C 51.1°C 52°C 53°C  49.1°C 49.5°C 51.1°C 52°C
Hi Hi Hi Hi Hi Ma M1 Ma M1 Ma E1 E1 E1 E1

Figura 3.3. Optimizacion de temperaturas para el iniciador W814. Hembra (H),

macho (M) y esparrago (E).
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4 4 4 4 . 4 4
506°C 515°C 524°C 528°C 53°C 506°C 515°C 524°C 528°C 53°C 506°C 51.5°C 524°C 528°C

M1 M1 M1 M1 M1 Hi Ha Hi Hi Ha E1 E1 E1 E1

Figura 3.4. Optimizacion de temperaturas para el iniciador W844. Hembra (H),

macho (M) y esparrago (E).

Una vez que se obtuvieron las temperaturas 6ptimas, se procedid a detectar
polimorfismo en nuestra muestra de D. cedrosanum. Para ello fue necesario utilizar
nuevamente la técnica de la PCR (Cuadro 3.3). En este cuadro se muestra el nombre
de cada iniciador, seguido de las temperaturas programadas y el periodo de tiempo
para cada una de estas; esto se llevo al cabo en cuatro pasos. En los pasos 2y 3 se
incluyeron las temperaturas de alineacion optimizadas (en negritas) en cada

iniciador.

22



Cuadro 3.3. Programas de PCR para los iniciadores ISSR.

BEC Paso 1 Paso 2 Paso 3 Paso 4
Desnaturalizacion 35 ciclos 1 ciclo Almacenamiento
inicial
Temperatura (°C) 94.0 94.0 53.0 720 94.0 53.0 720 4.0
Tiempo (minutos) 1:30 0:40 0:45 1:30 0:45 0:45 5:.00 0
DAT Paso 1 Paso 2 Paso 3 Paso 4
Desnaturalizacion 35 ciclos 1 ciclo Almacenamiento
inicial
Temperatura (°C) 94.0 94.0 525 720 94.0 525 720 4.0
Tiempo (minutos) 1:30 0:40 045 1:30 045 045 5:00 o0
W814 Paso 1 Paso 2 Paso 3 Paso 4
Desnaturalizacion 35 ciclos 1 ciclo Almacenamiento
inicial
Temperatura (°C) 94.0 94.0 495 720 940 495 720 4.0
Tiempo (minutos) 1:30 0:40 045 1:30 045 045 5:00 o0
w844 Paso 1 Paso 2 Paso 3 Paso 4
Desnaturalizacion 35 ciclos 1 ciclo Almacenamiento

inicial

Temperatura (°C)

Tiempo (minutos)

94.0

1:30

Pruebas de diversidad

940 51.5 720

0:40 045 1:30

940 515 720

0:45 0:45 5:00

4.0

Con base en las temperaturas 6ptimas obtenidas para cada iniciador, fue posible

llevar al cabo las pruebas de capacidad de deteccion de diversidad en plantas de D.

cedrosanum. Para estas pruebas se usd material genético (DNA) de plantas

individuales (Cuadro 3.4) y se probaron con cada uno de los cuatro iniciadores

mediante el uso de la PCR (Cuadro 3.3). Del total de las plantas hembras y machos
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10 de 14 se probaron con los cuatro iniciadores (Cuadro 3.4), mientras que las

ultimas cuatro solo se usaron con el iniciador W814, ya que el DNA disponible de las

primeras muestras se termind. Por tal motivo para la preparacion del coctel de PCR

se usaron cuatro muestras mas de plantas hembras y machos diferentes al resto,

para cubrir con el total de 10 plantas y de esa manera poder hacer comparaciones

entre iniciadores.

Cuadro 3.4. Plantas de D. cedrosanum usadas con cada iniciador ISSR.

ID ID Iniciadores ID ID Iniciadores
Laboratorio Campo Laboratorio Campo

H1 UA2011-32-1 BEC DAT,W844 y W814 M1 UA2010-37-1 BEC DAT,W844 y W814
H2 UA2011-35-1 BEC DAT,W844 M2 UA2010-15-1 BEC DAT,W844

H3 UA2010-30-1 BEC DAT,W844 y W814 M3 UA2010-16-1 BEC DAT,W844 y W814
H4 UA2011-3-1 BEC DAT,W844 y W814 M4 UA2010-17-1 BEC DAT,W844 y W814
H5 UA2010-27-1 BEC DATW844 M5 UA1027 BEC DAT,W844

H6 UA2011-44-1 BEC DAT,W844 y W814 M6 UA2010-26-1 BEC DAT,W844 y W814
H7 UA2011-05-1 BEC DAT,W844 M7 UA2010-28-1 BEC DAT,W844

H8 UA2011-45-1 BEC DAT,W844 y W814 M8 UA2010-29-1 BEC DAT,wW844 y W814
H9 UA2010-12-1 BEC DAT,W844 M9 UA2011-2-1 BEC DAT,W844
H10 UA2011-39-1 BEC DAT,W844 y W814 M10 UA2010-32-1 BEC DAT,W844 y W814
H11 UA2011-28-1 w814 M11 UA2011-9-1 w814

H12 UA2011-30-1 w814 M12 UA2011-23-1 w814

H13 UA2010-22-1 w814 M13 UA2011-17-1 w814

H14 UA2011-10-1 w814 M14 UA2011-30-1 w814

Analisis estadistico

Por cada iniciador se construyd una matriz binaria donde 0 es ausencia de banda, 1

es presencia de banda y NA es dato perdido, es decir cuando no se logré identificar

la presencia o0 ausencia de una banda. La matriz estuvo compuesta de 22 columnas.

En la primera columna se anotd el numero de locus, en la segunda su tamafo de

banda y en las 20 restantes se colocaron los datos binarios para 10 plantas hembras
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y 10 machos. El numero de filas correspondio al total de loci polimorficos.

Con los datos obtenidos en las matrices se estimaron dos parametros: la entropia de
Shannon y el indice de Gini—-Simpson, descritos detalladamente por Reyes-Valdés,

(2013) y adecuados para detectar diversidad entre genotipos.

La entropia de Shannon esta dada en unidades de bits y se interpreta como la
informacion disponible para distinguir entre individuos de la poblacion. Para una

variable discreta se define como:
g
H(M)== p,log,p,
i=1

Donde p, p,, ..., p, sSOn probabilidades asignadas a los posibles valores de ms, mo, ...,
mgy de una variable aleatoria M. Para g valores posibles de una variable aleatoria
discreta, el valor maximo de entropia de Shannon es logz(g), cuando p;= p, = ... =

pg, mMientras que el minimo es 0 para cualquier p, = 1.

El indice de Gini—Simpson se interpreta como la probabilidad de que dos individuos

tomados al azar de la poblacion tengan genotipos diferentes y se define como:

Gs=1-3 pl.

i=1

Donde p; es la frecuencia del i-esimo genotipo, con g genotipos diferentes.
Los datos obtenidos de las matrices fueron analizados en el lenguaje y ambiente
estadistico R (R Core Team, 2013) y se utilizé un script desarrollado por Humberto

Reyes Valdés.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Optimizacién de temperaturas de alineacién

Las temperaturas Optimas de alineacién obtenidas para los cuatro iniciadores que se
utilizaron en D. cedrosanum se muestran en el Cuadro 4.1, junto con las indicadas
por Sica, Gamba et al., (2005) para esparrago. Como se puede apreciar en dicho
cuadro todos los iniciadores amplificaron a temperaturas de alineacion menores a las
reportadas en esparrago. El iniciador con temperatura de alineacién mas baja fue
W814. Esto se debe a las diferencias entre el genoma del sotol y del esparrago, y a

las condiciones técnicas especificas del laboratorio donde se hizo la optimizacion.

Cuadro 4.1. Iniciadores ISSR usados y sus temperaturas de alineaciéon en A.

acutifolius (Sica, Gamba et al., 2005) y las obtenidas para D. cedrosanum.

Iniciador Esparrago TA (°C) Sotol TA (°C)
BEC 54.0 53.0
DAT 54.0 52.5

W814 52.0 49.5
W844 52.8 51.5

TA=Temperatura de Alineacion

Identificacion de polimorfismos

En las Figuras 4.1, 4.2, 4.3 y 4.4, se muestran los patrones electroforéticos para dos
geles por iniciador. El primer gel corresponde a los primeros trece carriles y el
segundo gel corresponde a los ultimos siete carriles. Es por ello que no se observa

una secuencia progresiva de etiquetas en las muestras.
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En la Figura 4.1 se muestran los patrones electroforéticos para el iniciador BEC. Los
carriles presentan 10 plantas hembra (H) y 10 plantas macho (M). De las 20 plantas
19 generaron patrones. La excepcion fue la planta M10 (ID Campo: UA2011-39-1) en

la cual no se observd amplificacion, debido probablemente a algun problema técnico.

H1 H2 H3 H4 H5 H6 L M1 M2 M3 M4 M5 M6 H7 H8 H9 H10 L M7 M8 M9 M10

Figura 4.1 Resultados de la amplificacion con el iniciador BEC en 10 plantas hembra

(H) y 10 plantas macho (M). L representa el marcador de tamafio.

En la Figura 4.2 se muestran los patrones electoforéticos para el iniciador DAT. Un
total de 18 muestras presentaron patrones electroforéticos, mientras que para las
plantas H10 y M7 no se mostré amplificacién; esto pudo deberse a problemas

técnicos.
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H1 H2 H3 H4 H5> He L M1 M2 M3 M4 M5 Me H7 H8 H9 H10 L M7 M8 M9 MI10

Figura 4.2. Resultados de la amplificacion con el iniciador DAT en 10 plantas hembra

(H) y 10 plantas macho (M). L representa el marcador de tamafio.

En la Figura 4.3 se presentan los patrones electroforéticos del marcador ISSR W814.
Para este iniciador se usaron cuatro plantas hembra y cuatro plantas macho
diferentes al resto del grupo (Cuadro 3.4). En el segundo gel (uUltimos siete carriles)
estan ubicadas estas plantas. De las veinte muestras s6lo una no mostrd

amplificacion (M1). Esto pudo deberse a problemas técnicos.

H1 H3 H4 H6 H8 H1I0 L M1 M3 M4 Mé M7 MI10 H11 H12 H13 H14 L M11 M12 M13 M14

Figura 4.3. Resultados de la amplificacion con el iniciador W814 en 10 plantas

hembra (H) y 10 plantas macho (M). L representa el marcador de tamano.
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La Figura 4.4 revela los patrones electroforéticos del iniciador W844. Para este
iniciador al igual que BEC y DAT se usaron las primeras 10 plantas hembra y 10
plantas macho de manera individual para las muestras. En las muestras M3 y M6 se

dificultd visualizar la presencia de patrones electroforéticos.

H1 H2 H3 H4 H5 H6 L M1 M2 M3 M4 M5 M6 7 He H9 H10 L M7 M8 M9 M0

o
i~
H.
o
e
-t
L
-
-

Figura 4.4. Resultados de la amplificacion con el iniciador W844 en 10 plantas

hembra (H) y 10 plantas macho (M). L representa el marcador de tamafio.

Codificacion de los resultados

En el Cuadro 4.2 se presentan las matrices de codificacion binaria de los patrones

electroforéticos para cada marcador ISSR.
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Cuadro 4.2. Matriz de codificacion de bandas para cada marcador ISSR en plantas

de sotol.
Marcador ISSR BEC
Locus T H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 H9 H10 M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 M10
1 00 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 1 1 1 1 0
2 675 0 0 O O O O 1 1 1 1 0 0 0O O O O O 1 N O
3 625 0 1 1 0 1 1 0 1 1 1 1 0 0 O O O 1 O O O
4 450 o 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 NA O O
5 32 0 0 1t o 0 1.0 1 0 O O O O O O OT1T O O O
Marcador ISSR DAT
Locuss T H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 H9 H10 M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 M10
1 20 0 0 0 o o0 0 O O O O O O O 1 O O O O0o o0 O
2 80 0 O O O O O O O O O o o o 1 0o 0 o0 0 o0 O
3 goo o o o o 1 1 0O O O O 1 1 0 0 1 1 NA O 0 1
4 725 0 1 NA O 1 1 0 0 1 0 NA 1 1 NA O NA O O O o0
5 650 o0 1 1 1 0 O O O O O o O O 0o o o0 o 1 1 1
6 550 0 1. 0 1 1 1 1 1 1 o o 1 1 0 0 O O O O O
7 500 0 o0 o 1t o 1 0o 0 O O O O O 1 1t 1 0 1 1 1
8 47 0 0 O 1 0 O O O 1 0o 0o o o O o o o o0 o0 O
9 400 0 o 1 1 1 0 0O O 1 0 0 O O O NAO O 0 o0 O
10 30 0o 0 0o o 0 1 0 0 0 0 0o 1 0O 1 1 0 0 0 0 O
11 325 0 0 0 1 NANAM O O O O O O O O 1 0 0o 0 o0 O
12 b0 o o o 11491 0 0 O O o0 O O 11T 0 0 o0 0 o0 O
13 272 1. 0 0 0O 0O 0O OO 0O O O O O O O O0O O 0 0 0 O
14 200 0 0 0 O 1 0 0 0 0 0O O O O O O O o o0 o
Marcador ISSR W814
locus T H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 H9 H10 M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 M10
1 950 1 0 NA 0O 1 1 0 NA NA 1 0o 0o o O O o 0O O O
2 860 1 0 NANA 1 1 O NANA O O 1 1 O O O 1 1
3 800 1 0 0O O NANANANA 1 NA O 1 O 1 1 0 1 1 1
4 700 0 0 O O NANA O 1 1 1 0 1 1 0 0 1 0 NA NA NA
5 690 1 0 NA 1 NANANA O NA 0 O 1 1 NA 0O 1 1 NA NA NA
6 600 1 0 1 1 1 NA 1 0 NA O O NA 1 1 0 NA 0O 0 O NA
7 500 1 1 1 1 1 1 1 1 NA 1 0 1 1 NA O 1 1 1 NA 1
8 450 0 o0 0 O O O O O O O O O o o0 o 0o 0 o0 1
9 450 0 0O O 1 1 NA NA NA 1 1 o o o 1 O 0 0 NA NA
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Continuacion del Cuadro 4.2.

Marcador ISSR W844

Locus T H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 H9 H10 M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 M10
1 %%¢0 0 1 1 1 0 0O O O O O NA O O O 1 O O O O 1
2 1250 0 0 0 0 O O O O O o©O 1 1 0 0 O O 1 0 O 1
3 000 0 0 0 0 O O O 1 0 O 1 NA 0 1 0 0 O O ©O 1
4 7% 0 0 0 o0 1 1 1 0 O 1 1 NA 0 1 1 0 0 O O 1
5 650 0 0 0 O O O O O O O N O O 1 O O 1 0 O 1
6 6o 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1t 0o 1 1 1 0 1 1 1
7 500 0 0 0 NA O O 1 0 1 1 o o o 1t 0 O 0o 1 1 1
8 475 1 NA 1 NA 0 NA 1 0 1 0 1 1 1 NA 1 0 0 0 O 0
9 425 0 0 O 1 O O 1 O O ©O o 1 0 0 0 O O o0 O 0
10 32 0 0 0 1 0 O O O O o o 0 0o o 0o o 1 o0 O 0

T = Tamaro en pares de bases, NA = dato perdido

, H=hembray M = macho
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Medidas de diversidad

Analisis del marcador ISSR BEC

Con base en el analisis de polimorfismo, el marcador BEC en promedio tiene valores
altos de entropia e indice de Gini-Simpson (Cuadro 4.3), sin embargo solo genero 5
loci polimorficos. El locus 3 con 625 pb, mostrd los valores mas altos de diversidad
con 0.99 y 0.50 de entropia e indice de Gini-Simpson, en contraparte el locus 1
presento los valores mas bajos de diversidad con 0.57 y 0.24 respectivamente para
entropia e indice de Gini-Simpson. Bajo la suposicion de loci independientes, con
este marcador se espera tener un valor global de entropia de 3.90 el cual es
relativamente bajo. El valor resultdé de multiplicar la media de entropia por el total de
loci. En general los valores de diversidad para los loci de este marcador tendieron a

ser uniformes.

Cuadro 4.3. Estadisticas de diversidad para el marcador BEC.

Locus Tamano Entropia GS
1 700 0.57 0.24
2 675 0.83 0.39
3 625 0.99 0.50
4 450 0.83 0.39
5 325 0.68 0.30
Media 0.78 0.36

GS = indice de Gini-Simpson
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Analisis del marcador ISSR DAT

El marcador DAT en el Cuadro 4.4, mostré tener el mayor numero de loci polimérficos
(14). Sin embargo en promedio fue uno de los que presentaron los valores mas bajos
de diversidad, como es el caso del locus 1 con 0.28 y 0.09 respectivamente para
entropia e indice de Gini-Simpson, mientras que los valores mas altos lo presento el
locus 6 con 0.99 y 0.50 de entropia e indice de Gini-Simpson. Bajo la suposicion de
loci independientes, el valor global esperado de entropia con este marcador es de
9.24, lo cual resulta ser un valor alto para diferenciar los individuos de la poblacién.
El valor se obtuvo de la multiplicacion del total de loci por la media de entropia. De
manera general los valores de diversidad para los loci de este marcador resultaron

ser contrastantes.

Cuadro 4.4. Estadisticas de diversidad para el marcador DAT.

Locus Tamano Entropia GS
1 1250 0.28 0.09
2 850 0.28 0.09
3 800 0.93 0.45
4 725 0.98 0.49
5 650 0.90 0.43
6 550 0.99 0.50
7 500 0.95 0.46
8 475 0.44 0.17
9 400 0.76 0.34
10 350 0.68 0.30
11 325 0.65 0.28
12 300 0.68 0.30
13 275 0.44 0.17
14 200 0.28 0.09
Media 0.66 0.30

GS = indice de Gini-Simpson
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Analisis del marcador ISSR W814

El marcador W814 tuvo loci con los valores mas altos de diversidad, con 1 y 0.50

respectivamente para entropia e indice de Gini-Simpson (Cuadro 4.5, loci 2, 5y 6).

Los valores mas bajos los present6 el locus 8 con 0.28 y 0.09 de entropia e indice de

Gini-Simpson. De los nueve loci polimérficos siete presentaron valores de diversidad

por encima de la media con 0.87 y 0.42 respectivamente para entropia e indice de

Gini-Simpson. Bajo la suposicion de loci independientes, el valor global esperado de

entropia con este marcador es de 7.83 (9 x 0.87), el cual es relativamente alto. En

general los loci para este marcador tienden a valores similares de diversidad.

Cuadro 4.5. Estadisticas de diversidad para el iniciador W814.

locus Tamano Entropia GS
1 950 0.92 0.44
2 850 1.00 0.50
3 800 0.98 0.49
4 700 0.98 0.49
5 690 1.00 0.50
6 600 1.00 0.50
7 500 0.74 0.33
8 450 0.28 0.09
9 400 0.93 0.45

Media 0.87 0.42

GS = indice de Gini-Simpson
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Analisis del marcador ISSR W844

El marcador W844 revel6 10 loci polimorficos (Cuadro 4.6). Cinco de ellos se
encuentran por encima de la media y cinco se encuentran por debajo de la media. El
locus 8 presentd los valores mas altos de diversidad con 1 y 0.50 de entropia e
indice de Gini-Simpson; mientras que los loci 6 y 10 mostraron los valores mas bajos
de diversidad con 0.44 y 0.17 respectivamente para entropia e indice de Gini-
Simpson. La entropia global de este marcador si se asume independencia entre
marcadores es de 7.72 el cual es relativamente alto. El valor resulté del producto del
total de loci por la media de entropia. En general el marcador W844 tendié a valores

diferentes de diversidad para los loci.

Cuadro 4.6. Estadisticas de diversidad para el iniciador \WW844.,

Locus Tamano Entropia GS
1 1500 0.89 0.42
2 1250 0.68 0.30
3 1000 0.76 0.34
4 750 0.97 0.48
5 650 0.67 0.29
6 600 0.44 0.17
7 500 0.93 0.45
8 475 1.00 0.50
9 425 0.67 0.29
10 325 0.44 0.17
Media 0.74 0.34

GS = indice de Gini—Simpson

El marcador DAT mostré la maxima entropia global (9.24) y el maximo numero de loci
polimorficos (14). En contraparte el marcador BEC mostré la minima entropia global
(3.91) y el minimo numero de loci polimérficos (5). EI marcador W814 generd un
valor global relativamente alto para entropia (7.83) y generd 9 loci polimoérficos. A su

vez el marcador W844 obtuvo mayor numero de loci (10) que BEC y W814, con una
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entropia global de 7.4 el cual resulta ser un valor alto en comparacion con el valor
para BEC.

El marcador DAT, aunque con loci de menor diversidad promedio, resulté ser el mejor
ya que el valor global de entropia es alto (9.24). EI marcador BEC aun cuando
comprende loci de alta diversidad, su bajo numero de polimorfismos arrojan una
entropia global muy baja, de 3.91. A su vez el marcador W814 para diferenciar
individuos de la poblacion resulta ser el segundo marcador ya que comprende loci de
alta diversidad, con un valor de entropia global relativamente alto (7.8) en
comparacioén con el marcador BEC. El marcador W844 resulta ser el tercer marcador

con 7.4 de entropia global.

Los resultados obtenidos en éste trabajo nos permiten tener una base mas para
estudios posteriores con plantas de sotol y con ello hacer inferencias sobre la
diversidad que hay dentro y entre poblaciones y realizar estudios de estructura

poblacional.

De acuerdo con la experiencia en el laboratorio la repetibilidad de la técnica de ISSR
depende fundamentalmente de: (i) Tener una concentracion uniforme en las
muestras de DNA con las que se estén trabajando, (ii) Calibracion de micropipetas
con las que se extrae el DNA, iniciador y la Taqg&Go para la preparacién de la
reaccion, de lo contrario puede dar un volumen erréneo, (iii) Colocar la cantidad
exacta de DNA, iniciador y Tag&Go en el tubo eppendorf al momento de estar
preparando el coctel para la PCR, ya que si por error se coloca mayor o menor
cantidad de la que se requiere se afectaran los patrones electroforéticos, (iv) La
contaminacion en el momento de estar preparando las reacciones es otro factor que
puede impedir obtener el mismo resultado con los marcadores ISSR, por ello es
importante trabajar en condiciones asépticas y con material estéril, (v) La
degradacion de los productos de la PCR puede interferir en la repetibilidad, por lo

cual no debe pasar mucho tiempo entre la reacciéon de PCR y la electroforesis.

36



CONCLUSIONES

Los marcadores ISSRs son una muy buena alternativa para estudios de diversidad

en sotol, ya que no se requiere informacion a priori de la secuencia del genoma.

Los iniciadores BEC, DAT, W814 y W844, para marcadores genéticos ISSR probados
en D. cedrosamum, amplificaron a temperaturas de alineacion menores a las

reportadas por Sica, Gamba et al., (2005) en esparrago.

Los resultados obtenidos en el analisis de diversidad con los marcadores ISSR
arrojaron datos estadisticos que muestran al marcador ISSR DAT como posiblemente
el mejor para estudios de diversidad genética en D. cedrosanum, seguido de los
marcadores ISSR W814 e ISSR W844.

El marcador ISSR BEC mostré un valor global de entropia muy bajo. Los marcadores
generaron patrones electroforéticos en la mayoria de las muestras de sotol. La
diversidad genética observada entre plantas es compatible con la reproduccion

cruzada obligada en el género Dasylirion.
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