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RESUMEN

El ramon (Brosimum alicastrum), es uno de los arboles dominantes de las
selvas de México y Centroamérica. Desde 1975, es considerado como una de las
plantas tropicales subexplotadas con promisorio valor econémico. Sin embargo,
hasta el momento no se conoce ningun estudio relacionado con la variabilidad
genética de esta especie, por lo que el objetivo de este trabajo fue analizar la
diversidad genética de Brosimum alicastrum en la Peninsula de Yucatdn mediante
marcadores moleculares. Se estandarizd un nuevo protocolo para la extraccion de
ADN gendmico a partir de hojas, obteniéndose valores de concentracion promedio de
2381 ng pL™ y pureza (DOagor280) de 1.5. Se obtuvo la huella genética de Brosimum
alicastrum con los marcadores moleculares DAMD. El analisis de coordenadas
principales indica que esta especie se agrupa en dependencia de la zona geografica
y el tipo de crecimiento de las ramas. Estos resultados constituyen el primer trabajo

de diversidad genética del Brosimum alicastrum en México.

Palabras Clave: Brosimum alicastrum, huella genética, diversidad genética,

marcadores moleculares, DAMD.
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ABSTRACT

Ramon (Brosimum alicastrum) one of the dominant trees of the forests of
Mexico and Central America. Since 1975, it is regarded as one of the underexploited
tropical plants with promising economic value. However, so far there are no reports
related to the genetic variability of this species is known by or that the objective of this
study was to analyze the genetic diversity of Brosimum alicastrum, in the Peninsula of
Yucatan by molecular markers. A new protocol were for genomic DNA extraction from
leaves became standard, obtaining values of average concentration of 2381 ng pL™
and (DOgygo2g0) purity of 1.5. Brosimum alicastrum genetic fingerprint was obtained
with molecular markers DAMD. Principal coordinates analysis indicates that this
species is grouped depending on the geographical area and type of growth of its
branches. These results constitute the first genetic diversity work in Mexico of the

Brosimum alicastrum.

Key Words: Brosimum alicastrum, genetic finger printing, genetic diversity,

molecular markers. DAMD.
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I. INTRODUCCION

La familia Moraceae tiene importancia econémica, ya que incluye especies
como Broussonetia papyrifera, utilizada para la elaboracién de papel, Castilla elastica
que produce caucho y Artocarpus altilis y Ficus carica que tienen un alto valor
nutrimental (Carvajal, 2007). En México se encuentran once géneros de esta familia,
gue comprenden unas 43 especies (Gonzalez-Castafieda e Ibarra-Manriquez, 2012),
entre ellas podemos sefialar a Brosimum alicastrum Swarts, un arbol perennifolio de
hasta 40 m de altura, de copa densa y piramidal, y que es sefialado como una
especie dominante de las selvas mexicanas y de Centroamérica (Pennington y

Sarukhan, 1998).

El Brosimum alicastrum Swartz, toma su nombre cientifico del griego
brosimos, que significa comestible. En México y Guatemala se le conoce
comunmente como “Ramon”. Este nombre, que proviene del verbo ramonear, hace
referencia a que el ganado vacuno y otros animales domésticos consumen sus
semillas, plantulas y hojas (Meiners et al., 2009). En 1975, la Academia de Ciencias
de Estados Unidos incluyé al ramén en la lista de “plantas tropicales subexplotadas
con promisorio valor econdmico”, pues a cada una de sus partes se le puede dar un

uso practico (National Academy of Sciences 1975).



En México, este arbol ha recibido diferentes nombres, hasta mas de 50
diferentes, relacionados con la diversidad cultural de cada estado, por ejemplo: A-agl
(Durango), Ash-Ahx o Yashalash (Chiapas), Gueltzé o Lan-fe-la (Oaxaca), Juskapu o
Moj-cuji (Veracruz), Oox (Yucatan y Q. Roo) (Pennington y Sarukhan, 2005; Ortiz,

2009).

Las poblaciones locales de ramon despliegan una notable variacion en altura,
diametro del tronco, apariencia de la corteza, fecha de floracion y tamafo de las

semillas en dependencia de ubicacién geogréfica (Meiners et al., 2009).

Los marcadores moleculares detectan variaciones a nivel del ADN y tienen
ventajas tales como ser abundantes y universales, carecer de efectos pleiotrépicos y
no estan influidos por el ambiente, ni por el estado de desarrollo del organismo bajo
estudio. Las propiedades mencionadas los hacen extremadamente (tiles,
comparados con cualquier otro tipo de marcadores (Cardone et al., 2004). Dentro de
estos métodos podemos encontrar los DAMD (directed amplification of minisatellite
DNA) (Heath et al., 1993) y los ISSR (inter-simple sequence repeats) (Prevost &

Wilkinson, 1999).



La técnica DAMD utiliza los cebadores a partir de secuencias de nucleo
minisatélites, los cuales son regiones de un genoma que contiene los sitios
hipervariables (HVR) o nimero variable de repeticiones en tandem (VNTR). Estos
motivos de secuencias se encuentran repetidos en tAndem de 10-60 pb en el ADN
genomico. Estas secuencias pueden ser eficientes como iniciadores de PCR para

una amplia gama de organismos (Vermay Rana 2013; 2009; 2011).

Teniendo en cuenta todas estas diferencias morfo-fisiolégicas y la falta de
informacion cientifica sobre la diversidad genética del Ramén, es necesario revelar la
diversidad que existe a nivel genotipico a fin de complementar la informacion

existente.



ll. REVISION DE LITERATURA

2.1 Origen y Distribucion

El arbol de ramoén es originario de América Tropical (Tejada, 1980); se
extiende por Centroamérica hasta Colombia, Peru y Venezuela abarcando también
varias islas del Caribe como Trinidad y Tobago, Cuba y Jamaica. Es un arbol
predominante en las selvas de México, se tiene rastro de él desde el sur de
Tamaulipas hasta Quintana Roo y desde el sur de Sinaloa hasta Chiapas (Larqué-

Saavedra, 2013) (Figura 1).

Figura 1. Distribucién del arbol de ramén en México (Pennington y

Sarukhéan, 2005)



2.2 Clasificacion taxonémica

Reino: Plantae

Divisién: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Orden: Rosales

Familia: Moraceae

Género: Brosimum

Especie: Brosimum alicastrum Swartz

(Mufioz, 2011).



2.3 Descripcién botanica

Es un arbol que alcanza alturas de hasta 45 m (Tejeda, 1980), con diametros
a la altura del pecho de hasta 1.5 m (Ortiz, 2009). La corteza externa es lisa, parda
grisacea, presenta lenticelas; la interna de color crema amarillenta con abundante

exudado lechoso, su grosor es de 7 a 8 mm (Ortiz, 2009).

Las hojas son alternas simples de color verde oscuro y brillante en el haz y
verde grisadceas en el envés, ovado-lanceoladas a ovadas o elipticas (2-7.5 cm de
ancho por 4-18 cm de longitud), apice agudo o notablemente acuminado en las hojas

jovenes. Margen entero. (Figura 2) (Ortiz, 2009).

Figura 2. Hojas de Brosimum alicastrum.



Las flores son de color verde o amarillas con cabezuelas globulares de alrededor de
1 cm de diametro; se ha reportado que posee flores unisexuales (Ortiz, 2009), pero
estudios recientes (Huchin, 2013) han identificado la existencia de flores

hermafroditas (Figura 3).

Figura 3. Flor de Brosimum alicastrum

El fruto es una drupa de 2 a 3 cm de didmetro con pericarpio carnoso cuyo color
varia de verde a naranja de acuerdo con su grado de maduracién de sabor y olor
dulce, y contiene de 1 a 2 semillas por fruto (Berg, 1972). Las semillas son de forma
semiesférica sus dimensiones son de 3-9 x 16-20 mm cubiertas por una testa
papiracea color café claro; la semillas fresca contiene de 45% a 50% de humedad

(Ortiz, 2009) (Figura 4).



Figura 4. Frutos y semillas de Brosimum alicastrum

2.4 Usos del ramén

El empleo que se da al ramon es variado, ya que se aprovechan casi todas las
partes del arbol. Tiene usos artesanales, comestibles, de construccién, forrajeros,

maderables, medicinales y recientemente industriales (Gillespie, 2004).

En Yucatdn se emplean las hojas como forraje, ya que son un excelente
alimento para el ganado principalmente en la época de sequia; y las semillas son
usadas en menor proporcion para producir harina comestible, la cual posee altos
contenidos en triptéfano (aminoacido esencial deficiente en dietas a base de maiz)
(Ortiz, 2009). Es uno de los arboles tropicales del cual se puede utilizar todas sus
partes y tiene un amplio potencial como alimento (frutos y semillas), forraje (hojas,

frutos y semillas), medicina, productos maderables (Burgos, 1982), bebidas
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ornamentales, como sombra (para cafetales y cacao), para reducir el impacto de
vientos fuertes y para la conservacion de suelo, etc. (CONABIO, 2009; Peters y

Pardo-Tejeda, 1982; Pardo-Tejeda et al., 1976).

-y Vitaminas
(0]

B Tiamina
mg/100g

M Rivoflavina
mg/100g

™ Ac. Félico
mg/100g

Figura 5. Contenido de vitaminas de Brosimum alicastrum (Datos de Larqué Saavedra).

Brosimum alicastrum llega a producir en una sola hectarea alrededor de 20
toneladas de semillas al afio las cuales pueden ser una alternativa de alimentacion

reduciendo con ello el consumo de maiz (Larqué-Saavedra, 2013).

También tiene una relevante importancia ecolégica ya que es un arbol con
potencial para realizar reforestaciones en zonas degradadas, pues ademas de

9



favorecer la regeneracion de otras especies, contribuye a la conservacion del suelo,

al control de la erosion y contrarresta el efecto de vientos fuertes (Berg, 1972).

Actualmente varias propiedades del arbol son estudiadas para brindarle

mayores aplicaciones y dar un valor agregado a su cultivo (Jaimes, 2013).

2.5 Definicién de Diversidad Genética

La diversidad genética es la base de la capacidad de los organismos para
adaptarse a los cambios en su medio ambiente a través de la seleccidén natural. La
incapacidad de adaptarse a las condiciones cambiantes aumenta mucho el riesgo de
extincion. La ordenacion de la conservacion genética orientada a salvar la diversidad
genética adaptable debe basarse en el conocimiento de la base genética de

adaptacion (Larios, 2005).

La diversidad genética se podria definir como la cantidad de variabilidad

genotipica en una poblacion (Larios, 2005).
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El término de diversidad genética se usa para abarcar la diversidad dentro de
una especie, mientras que diversidad especifica es la expresion para la diversidad
entre las especies. La diversidad genética incluye la totalidad de la variabilidad
heredable vegetal y animal de todo el mundo, ya sea con valor demostrado, de valor
desconocido, o de organismos perjudiciales conocidos, como las plagas y

enfermedades (Larios, 2005).

2.6 Marcadores Moleculares

2.6.1. Extraccion de ADN

La obtencion de los acidos nucleicos constituye un factor crucial para el
empleo de técnicas moleculares. A pesar de la gran variedad de métodos disponibles
y aplicables para el aislamiento del ADN, existen ciertos principios basicos que todo

método incluye (Tapia-Tussell et al., 2009) y se especifican a continuacion:

Lisis celular. Durante el proceso de lisis las interacciones entre las moléculas
gue conforman la pared, la membrana celular y nuclear se modifican o destruyen
permitiendo que los acidos nucleicos se liberen. Se utilizan soluciones basicas,

detergentes 0 agentes caotropicos que permiten disolver la membrana celular, asi

11



como inhibidores para inactivar las enzimas que degradan el ADN (Sambrook et al.,

1989).

Separacion _de proteinas vy lipidos. En esta etapa se separa el ADN de las

proteinas y lipidos mediante solventes organicos y ciclos de centrifugacion. Se utiliza
la fuerte tendencia hidrofilica de los grupos fosfato para separarlos en medios
acuosos, mientras que las proteinas y los lipidos se separan en solventes organicos
(Sambrook et al., 1989). La fase acuosa y la organica se separan por centrifugacion
lo que permite aislar al ADN. Los solventes que se usan frecuentemente son el fenol,

el cloroformo y el alcohol isoamilico (Stulnig y Amberger, 1994).

Precipitacion _del ADN. Después de que son eliminados los lipidos y las

proteinas, se recupera el ADN. Para ello, se adiciona etanol y soluciones con altas
concentraciones de iones de sodio 0 amonio que se unen a los grupos fosfato, esta
mezcla reduce las fuerzas repulsivas entre las cadenas y permite que el ADN se
pliegue sobre si mismo haciéndolo insoluble. Un paso de centrifugacion permite que
el ADN permanezca en el fondo del tubo mientras que el etanol es desechado. Los
restos de etanol se eliminan con un lavado con etanol al 70% y el remanente se

elimina por evaporacion.

12



Resuspension _del ADN. Una vez que se ha eliminado el etanol, el paso

siguiente es resuspender el ADN para mantenerlo en solucién. En el caso de
emplear agua, el pH debe ser de 7 para permitir la resuspension completa del ADN y
evitar una hidrdlisis acida (Cornejo et al., 2014). Cuando se utiliza una solucion
amortiguadora, es preferible utilizar una solucién de Tris-HCl a 10 mM y EDTA a 0.1

M a un pH de 8.0 para almacenar el material (Cornejo et al., 2014).

2.6.2. Cuantificacion del ADN

La cuantificacion de los acidos nucléicos es un paso muy importante, ya que
se necesita conocer la cantidad de ADN que se va a utilizar en las diferentes técnicas

moleculares, para la deteccion de fitoplasmas (Linacero et al., 2001).

Para cuantificar el ADN, la lectura debe hacerse a longitudes de onda de 260
nm y 280 nm, lo cual permite el calculo de la concentracion de los acidos nucléicos
en la muestra. La relacion entre las lecturas de absorbancia a 260 y 280 nm
(DO2s0280) aporta una estimacion de la pureza de los acidos nucleicos. Las
preparaciones puras del ADN tienen valores que van desde 1.8 a 2.0 (Valadez-

Moctezuma y Gunter Kahl, 2000).
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2.6.3. Integridad del ADN

La integridad del ADN puede ser estimada mediante electroforesis en geles de

calidad al 0.8% (p/v).

Sometidos a un campo eléctrico, la carga neta negativa del ADN y el ARN
hard que éstos se muevan en direccidén al anodo. Si se fuerza a los acidos nucleicos
a moverse a través de un gel formado por una malla tridimensional de un polimero
como la agarosa, la friccion hara que las moléculas de mayor tamafio migren con
mas lentitud, mientras las de menor tamafio avanzan mas en el gel, permitiendo que

las diferentes moléculas se separen en funciéon de su tamafio (Cornejo et al., 2014).

2.6.4. Inhibidores de la PCR

Son contaminantes organicos e inorganicos incluidos en la muestra de ADN,
qgue interfieren atenuando o inhibiendo completamente la reaccion de amplificacion
por PCR. Se ha reportado una amplia variedad y son particularmente abundantes en
muestras complejas como fluidos de animales, alimentos, suelos organicos y

muestras con altas concentraciones de bacterias (Watson y Blackwell, 2000).
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Debido a que muchos de ellos exhiben una solubilidad similar al ADN, no son
removidos eficientemente durante el proceso de extraccidon con cloroformo. Los
inhibidores pueden actuar directamente inhibiendo la accién de la Taq polimerasa, o
como en el caso de las proteinas y carbohidratos, pueden unirse a los iones de

magnesio no dejandolos disponibles para la polimerasa (Kontanis y Reed, 2006).

2.6.5. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica in vitro utilizada

para amplificar enzimaticamente una region determinada de ADN (Querci, 2007).

La PCR se basa en el mecanismo de la replicacion in vivo del ADN. Esta

técnica consiste en ciclos repetitivos de: desnaturalizacion, alineamiento y extension.

La Reaccion en Cadena de la Polimerasa consta de tres etapas que se repiten

ciclicamente (25 a 40 ciclos):
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e Desnaturalizacién: en ésta se separan o desnaturalizan las dos cadenas
complementarias del ADN objetivo. Se emplean temperaturas de 92-98°C
durante 30 a 90 seg (Barrera Saldafia et al., 1993, Valadez-Moctezuma y
Gunter Kahl, 2000; Rodriguez-Sanchez y Barrera-Saldafia, 2004) (Figura

6).
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Figura 1. Desnaturalizacion de la cadena de ADN.

e Alineamiento: Se realiza el apareamiento especifico entre los iniciadores y
las cadenas simples del segmento de ADN objetivo desnaturalizado (Barrera-
Saldafa et al., 1993) (Figura 7). La temperatura de alineamiento depende de
la temperatura de fusiéon (Tm) de los iniciadores, la cual puede calcularse
mediante la férmula: ([2 x (A+T)] + [4 x (G + C)]-5) (2°C porcada Ay T, 4°C

por cada G y C, restandole 5°C al resultado total). Generalmente oscila entre
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50 y 60°C y la duracién de esta etapa es de 30-60 seg (Barrera-Saldafia et al.,

1993; Rodriguez-Sanchez y Barrera-Saldafia, 2004).
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Figura 2. Alineamiento de los iniciadores.

Extensién: En esta etapa la enzima ADN polimerasa “extiende” la longitud de
los iniciadores apareados al ADN objetivo, al ir polimerizando los
desoxinucleétidos libres, resultando en nuevas cadenas complementarias a
las dos cadenas sencillas presentes al inicio de la reaccion. Se efectia a 70-
74°C de 30 a 90 seg. (Rodriguez-Sanchez y Barrera- Saldafia, 2004) (Figura

8).
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Figura 3. Polimerizacion

2.6.6. Huella genética

La huella genética fue descrita por primera vez en 1985 por Alec Jeffreys, que
la describié como un patron caracteristico y especifico de cada individuo debido al
polimorfismo en el tamafio de zonas no codificantes del ADN. La huella genética de
un individuo de una especie dada, puede obtenerse de acuerdo a diferentes técnicas
moleculares como: RFLPs (Restriction Fragment Site  Polymorphism)
micro/minisatélites, AP-PCR (arbitrary primers), AFLPs (Amplified fragment length
polymorphism), entre otras (Applied Molecular Genetics Laboratory, 1996; Van der

Vossen et al., 2003; Libkind, 2007).
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2.6.6.1. DAMD (Directed Amplification of Minisatellites DNA)

DAMD es un método de obtencion de huella genética de ADN basado en la
amplificacion de las regiones ricas en minisatélites con un relativo alto grado de
astringencias utilizando secuencia de nucleo VNTR como cebadores previamente

localizadas (Heat et al., 1993.)

Los minisatélites también conocidos como numero variable de repeticiones en
tandem (VNTR) o repeticiones hipervariables (HVR). Son similares a los
microsatélites (SSR), excepto que las secuencias de ADN de repeticion en tandem
(VNTR) son mas largos y generalmente consisten de 10-60 pb. Las variaciones
extremas en el nimero de repeticién en tandem encontradas en los minisatélites son
responsables del polimorfismo observado. Mediante el uso de la de las secuencias
centrales VNTR como cebador en la amplificacion dirigida de minisatélite-region de
ADN (DAMD) con PCR es capaz de producir resultados-RAPD para la identificacion
de especies (Silva et al., 2001). También se utilizan para generar sondas altamente

variables para la obtencién de la huella dactilar de ADN.

Recientemente, DAMD se ha aplicado con éxito para obtener el genotipo de

especies cultivables como arroz y trigo (Zhou et al., 1997). El método ha sido
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utilizado para la autenticacién de Capsicum, (Ince et al., 2009), Salvia, (Karaca et al.,

2008) y Morus (Bhattachyara et al., 2005).
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[ll. OBJETIVOS

3.1 Objetivo General

Analizar la diversidad genética de Brosimum alicastrum en Yucatan y

Campeche, mediante marcadores moleculares tipo DAMD.

3.2 Objetivos Especificos

e Estandarizar un protocolo de extraccion de ADN a partir de hojas de Ramon.
e Obtener la huella genética de Brosimum alicastrum mediante marcadores
moleculares DAMD.

e Realizar el analisis de la diversidad genética de Brosimum alicastrum.



IV. HIPOTESIS

El uso de los marcadores moleculares DAMD, permitira establecer la

variabilidad genética de Brosimum alicastrum.



V. MATERIALES Y METODOS

5.1 Colecta de material vegetal

Se colectaron hojas de Brosimum alicastrum en localidades de Yucatan y
Campeche (Figura 9), tomando en cuenta sus caracteristicas morfologicas (forma y
tamafo de la hoja y el tipo de crecimiento de las ramas del arbol, Figura 10). Las
muestras, fueron llevadas al Centro de Investigacion Cientifica de Yucatan (CICY) y

procesadas en el laboratorio GeMBio.

Figura 4. Colecta del material



Bejuco Vertical

Figura 5. Morfologia de la hoja y tipo de crecimiento de las ramas de Brosimum

alicastrum

5.2 Estandarizacion de un protocolo de extraccion de ADN de hoja de ramén

Para la estandarizacién del protocolo de extraccion, se tom6 como base el

protocolo descrito por Tapia Tussell et al., (2005)

Protocolo modificado

e Congelar las muestras a -80°C. Macerar de 30 a 40 mg de muestra en
morteros previamente congelados a la misma temperatura. Transferir el
macerado a micro tubos de 2 mL estériles.
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Agregar 800 pL de amortiguador CTAB, previamente calentado a 65°C, 15 uL
de ARNasa y agitar en vortex 30 seg.

Incubar las muestras a 65°C durante 30 min con homogenizacion a intervalos
de 10 min.

Afadir 800 pL de fenol saturado a la muestra y agitar nuevamente en vortex.
Centrifugar las muestras a 15,682 xg durante 10 min. Transferir la fase acuosa
(sobrenadante) a un microtubo nuevo y estéril de 1.7 mL.

Agregar 1 V de cloroformo-isoamilico (24:1) y homogenizar por inversion
durante 10 min.

Centrifugar las muestras a 15,682 xg durante 10 min. Transferir la fase acuosa
(sobrenadante) a un tubo nuevo y estéril de 1.7 mL.

Agregar 0.1 V de acetato de sodio 3 M pH 8, 2.5 V de etanol absoluto a -20°C.
Mezclar suavemente mediante inversion e incubar a -20°C por 15 min para
precipitar el ADN (la incubacion es sélo si la hebra de ADN no es visible al
momento de la inversion, debido a que podria favorecer a la precipitacion de
otros compuestos que contaminarian la muestra).

Centrifugar las muestras a 15,682 xg durante 5 min y decantar el
sobrenadante y lavar el precipitado con 500 pL de etanol al 70% (v/v).

Dejar secar a temperatura ambiente y luego disolver el precipitado en 50 uL

de agua libre de endonucleasas.
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5.3 Calidad e Integridad del ADN

La determinacion de la calidad e integridad del ADN, se realiz6 a través de
electroforesis en geles de agarosa al 0.8% (p/v), teflidos con bromuro de etidio, en

amortiguador TBE 1X a 90 volt durante 30 min.

Los geles se visualizaron en un transiluminador UVP, las imagenes fueron

digitalizadas y procesadas con el programa LabWorks 4.0.

54 Cuantificacion del ADN

La cuantificacion del ADN se realizé en un espectrofotdmetro (Eppendorf
Biophotemeter), segin el método descrito por Sambrook et al. (1989). Este método
se basa en la lectura que se obtiene a una longitud de onda de 260 nm, la cual
permite el calculo de la concentracién de los acidos nucleicos. Una densidad Optica

(DO)=1 corresponde aproximadamente 50 pg mL™* de ADN de doble cadena.

La relacion entre las lecturas de absorcion a 260 y 280 nm (DOzs0/280) aporta

una estimacion de la pureza de los acidos nucleicos.

26



5.5 Huella genética (DAMD)

Para la obtencion de la huella genética de las muestras en estudio, se
utilizaron cinco marcadores moleculares DAMD, los cuales aparecen detallados en el

Cuadro 1.

Cuadro 1. Iniciadores utilizados para el andlisis de la huella genética de Brosimum alicastrum.

Iniciador Secuencia5’- 3

HBV GGTGTAGAGAGGGGT
HVA AGGATGGAAAGGAGGC
33.6 AGGGCTGGAGG

HVR CCTCCTCCCTCCT

M13 GAGGGTGGCGGTTCT

Las reacciones de PCR se realizaron de acuerdo a Sushma Vermal (2012),

las cuales se describen a continuacion:

El volumen final de cada reaccion fue de 25 pL conteniendo 60 ng de ADN
gendmico, amortiguador de PCR 1X (Invitrogen), 2 mM de MgCl,, 0.25 mM de
dNTPs, 0.2 uM de iniciador y 1U de Tag ADN polimerasa (Invitrogen). Las reacciones
de amplificacion fueron llevadas a cabo en un termociclador Applied Biosystem
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Modelo GeneAmp 9700 utilizando un programa de reaccion. El programa que se
utilizé para la amplificaciéon del ADN consistié de 40 ciclos (desnaturalizaciéon a 92°C
durante 1 min, alineamiento a 55°C durante 2 min. y extension a 72°C durante 2
min). Los productos de PCR obtenidos fueron observados en gel de agarosa al 2%
(p/v) tefiido con bromuro de etidio usando amortiguador TBE 1X. Los resultados
fueron observados en el fotodocumentador y digitalizados con el programa LabWorks

4.0.

5.6 Analisis de la diversidad genética

Para cada individuo se registraron las bandas obtenidas y se clasificaron en
base a los tamafios de los fragmentos observados. Las bandas obtenidas por la

técnica DAMD fueron registradas como presencia (1) o ausencia (0)

Los datos de las matrices de cada iniciador se combinaron y fueron
procesados usando el método UPGMA para generar un dendrograma basado en
Coeficiente de similitud de Jaccard (Jaccard, 1908) en la aglomeracion secuencial
(SAHN) modulo de agrupacion jerarquica y anidada del software PC NTSYS. El
analisis principal de coordenadas PCoA (por sus siglas en inglés: Principal
Coordinate Analysis), fue utilizada para probar la correlacién de los datos obtenidos
de los marcadores moleculares usados en la presente estudio utilizando la version de

software NTSYS-pc 2.02e (Rohlf, 2009).
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VI. RESULTADOS Y RECOMENDACIONES

6.1 Colecta del material vegetal

Se colectaron un total de 66 muestras de hojas de Brosimum alicastrum de

cuatro localidades diferentes (Mérida, Sacalum, Izamal, Hopelchén) (Cuadro 2).

Cuadro 2. Colecta de muestras para el andlisis de huella genética

Clave Localidad / Estado
R1-10 Mérida/ Yucatan
R11-25 Mérida/ Yucatén
R26-37 Mérida/ Yucatan
R38-47 Izamal /Yucatan
R48-60 Hopelchén/ Campeche

R61-64 Sacalum /Yucatan




6.2 Estandarizacion de un protocolo de extraccion de ADN para Brosimum

alicastrum

En el Cuadro 3 se pueden apreciar los resultados obtenidos en las

extracciones de ADN utilizando los protocolos 1 (Tapia-Tussell et al.,, 2005) y 2

(Tapia-Tussell et al., modificado)

Cuadro 3. Métodos utilizados para la extraccion de ADN, concentracion y pureza de Brosimum

alicastrum.

Cuantificacion de ADN

Muestras

R2
R3
R6
R9
R12
R15
R16
R18

Protocolo 1

(Tapia-Tussell et al., 2005)

Concentracion
(ng pL™)
556.6

511.6

402.3

245.2

195.4

137.6

210.1

159.9

Pureza
(A260/280)
1.26
1.30
1.16
1.27
1.15
0.96
1.19
1.11

Protocolo 2
(Tapia-Tussell et al., 2005
modificado)

Concentracion Pureza

(ng pL™) (A260/280)
4033.9 1.34
2704.3 1.41
2604.0 1.34
2232.2 1.37
3524.0 1.35
1332.0 1.51
1879.9 1.55
743.9 1.70
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Los resultados obtenidos en las concentraciones reflejan que la media de la
concentracién de ADN alcanzada para el protocolo 2 fue de 2381 ng pL™, lo cual
representa 7.8 veces mas que la media de la concentracion obtenida por el protocolo
1 (302 ng pL™). De igual forma la pureza obtenida con el protocolo 2 fue superior a la
del protocolo 1. Este aumento en la concentracién y pureza del ADN obtenido esta
asociado a la adicion de un paso mas de extraccion con fenol en el proceso y a la

precipitacion con acetato de sodio/etanol absoluto.

Considerando que las hojas del ramén presentan un alto contenido de
carbohidratos (37.9%), fibra cruda (20%) y proteinas (14.4%) (Informacién personal
Larqué-Saavedra) y que estos compuestos son considerados entre los inhibidores de
PCR, las modificaciones realizadas al protocolo de extraccion permiten la obtencion

de ADN gendmico libre de estos compuestos (Kontanis y Reed, 2006).

6.3 Huella genética de Brosimum alicastrum mediante marcadores

moleculares DAMD

Con el objetivo de realizar la caracterizacion molecular de Brosimum
alicastrum se realiz6 un muestreo en localidades de Yucatan (Mérida, Sacalum) y

Campeche (Hopelchén) (Cuadro 4).
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Cuadro 4. Muestras analizadas en el estudio de diversidad genética de Brosimum alicastrum.

Muestra Localidad Crecimiento Muestra Localidad Crecimiento
R2 Mérida Vertical R32 Mérida Bejuco
R3 Mérida Bejuco R33 Mérida Vertical
R6 Mérida Vertical R48 Campeche Bejuco
R9 Mérida Vertical R51 Campeche Bejuco
R12 Mérida Bejuco R54 Campeche Bejuco
R15 Mérida Vertical R59 Campeche Bejuco
R16 Mérida Vertical R60 Campeche Bejuco
R18 Mérida Vertical R62 Sacalum Bejuco
R29 Mérida Bejuco R64 Sacalum Vertical

Para continuar con el estudio de la huella genética del ramén, se utilizaron
cinco iniciadores DAMD (Directed Amplification of Minisatellite DNA). A diferencia de
los marcadores ISSR (pruebas preliminares), todos los marcadores DAMD mostraron
alto grado de polimorfismo en las muestras analizadas, siendo éstos més efectivos
en los estudios de la diversidad genética de ramon. Estos resultados coinciden con
lo reportado por varios autores en estudios de diversidad genética a nivel de especie,
e incluso entre individuos silvestres y cultivados. (Verma y Rana 2013; Kumar et al.,

2013; 2011)
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Como se puede apreciar en el Cuadro 5, todos los iniciadores DAMD
mostraron un alto grado de polimorfismo, con un rango de bandas entre 330 a 4000
pb, con un total de 109 bandas polimérficas y un contenido de informacion
polimorfica (PIC) promedio de 0.721. Siendo el iniciador HVR el de mayor PIC
(0.829) y con un 100% de loci polimérficos, lo cual le confiere un buen soporte para
el estudio de la diversidad genética del ramon. Esto coincide con lo reportado por
Kumar et al., (2011) en el estudio de la diversidad genética de Jatropha curcas L. en

la India.

Cuadro 5. Iniciadores DAMD utilizado en el analisis de la diversidad de Brosimum alicastrum.

Iniciador Rango de Loci Loci Loci PIC*
tamafio de Amplificados Monomorficos Polimorficos

banda (bp)
33.6 500 - 2100 17 1 15 0.560
HBV 330 - 2000 22 0 22 0.723
HVA 550 - 2500 25 1 23 0.691
HVR 470 - 3000 22 0 22 0.829
M13 540 - 4000 28 1 27 0.768
Total 330 - 4000 114 3 109 0.721

*Indice de Contenido Polimérfico

Los datos de distancia genética fueron utilizados para la construccion del

dendograma UPGMA (Figura 11), donde se pueden apreciar dos clados bien
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definidos, las muestras de Yucatan () y las de Campeche (ll) con un coeficiente de
distancia genética de 0.6 entre ellos. Este parametro indica que existe una marcada
diversidad genética de acuerdo a la zona geografica de crecimiento de los arboles.
Este tipo de agrupamiento obtenido con los marcadores DAMD en base a la localidad
coincide con resultados reportados por Kumar et al. (2011), en el estudio de la

diversidad genética de Jatropha curcas en la India.

Las muestras de Yucatan se subdividen en dos grupos de acuerdo a la
morfologia del crecimiento de las ramas (vertical y bejuco) (Figura 11). En el grupo
de crecimiento vertical se encuentran los coeficientes de similitud mas altos (0.79 y
0.83) lo cual indica una estrecha relacion genética entre ellas. A diferencia de los
arboles con morfologia de crecimiento de ramas en forma de bejuco, donde los
valores de similitud van de 0.63 a 0.75 indicando una mayor diversidad genética

entre estas accesiones.
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Figura 6. Dendograma obtenido con UPGMA, basado en el andlisis de los cincos iniciadores DAMD.

En el analisis de coordenadas principales (Figura 12), se forman tres grupos
gue estan separados en dependencia de la zona geogréfica y el tipo de crecimiento
de las ramas. En el grupo | se encuentran las muestras de Yucatan con crecimiento
vertical, en el grupo Il las muestras de Yucatan con crecimiento tipo bejuco y en el

grupo lll todas las muestras de Campeche.
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Figura 7. Andlisis de coordenadas principales.

La diversidad genética encontrada entre las accesiones de Brosimum
alicastrum obtenida en este estudio mediante los marcadores moleculares DAMD
coincide con lo reportado para especies de Ficus, que también pertenecen a la

familia Moraceae (Ciarmiello et al., 2015).

Este trabajo constituye el primer estudio de la diversidad genética de

Brosimum alicastrum en la Peninsula de Yucatan, por lo que es importante realizar
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un muestreo mas amplio abarcando las principales areas de establecimiento de este
arbol y a la vez utilizar otros marcadores moleculares del grupo de los SCAR

(Sequence Characterised Amplified Regions) para complementar dicho estudio.
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VII.  CONCLUSIONES

Se estandarizé un nuevo protocolo para la extraccion de ADN gendmico a
partir de hoja de Brosimum alicastrum, obteniéndose valores de concentracion

promedio de 2381 ng pL™" y pureza de 1.5.

Se obtuvo la huella genética de Brosimum alicastrum con los marcadores
moleculares DAMD, siendo éste el primer trabajo de diversidad genética del ramon

en México.

El analisis de coordenadas principales indica que el Brosimum alicastrum se

agrupa en dependencia de la zona geografica y el tipo de crecimiento de las ramas.
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IX. ANEXOS.

Anexo 1. Colecta de hojas de Brosimum alicastrum.




Anexo 3. Preparacion de la muestra de Brosimum alicastrum para la

amplificacion de las regiones del ADN ricas en minisatélites.

Anexo 4. Reactivos para la preparacion de una PCR.

Reactivos Final Cantidades por
muestra (pL)
H,Odd |- |
Amortiguador PCR (10x) 1.00 2.5
MgCl, (50mM) 2.00 1
dNTPmix (10mM) 0.25 0.63
Taq polimerasa 5 U/p 1.00 0.2
Primer 10puM 0.20 0.5
ADN genémico 20 ng pL!' | 60ng 3
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Anexo 5. Soluciones.

Bromuro de etidio (EtBr) 10

Disolver 100 mg de bromuro de etidio en 10 mL de H,O dd. Envolver el
recipiente con papel aluminio para evitar su exposicion directa a la luz y almacenar a
4°C. Extremar precauciones al preparar esta solucion ya que el EtBr es mutagénico.
Para evitar pasos de manipulacion de este compuesto, puede adquirirse el EtBr que

viene en presentacion de lentejuelas de 10 mg cada una.

RNAsa a 10 mg mL™

Disolver 100 mg de RNasa en 10 mL de Tris 10 mM pH 7.5 y NaCl 15 mM.
Calentar en agua a punto de ebullicibn durante 15 min y permitir que se enfrie a
temperatura ambiente. Dispensar en alicuotas de 1 mL y almacenar a -20°C. La
alicuota de trabajo puede ser mantenida a 4°C para evitar ciclos repetidos de

congelacion-descongelacion.

TBE 10X

Disolver 108 de Tris base y 55 g de acido bdérico en 900 mL de H,O dd.

Agregar 40 mL de EDTA 0.5 M, pH8y ajustar la solucion a un volumen final de 1000
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mL. Esterilizar en autoclave y almacenar a temperatura ambiente. Soluciones viejas

de TBE pueden formar un precipitado; en tal caso deben ser desechadas.

Buffer de extraccion CTAB (200mL)

Disolver Tris-Cl 1 M, pH 7.5, 28 ml de NaCl 5 My EDTA .5 M en 130 mL de
H,O dd. Incubar a 65°C durante 15 min, agregar 2 g de CTAB y disolver
completamente. Agregar 2 mL de B-mercaptoetanol 14 M y ajustar la solucién a un

volumen final de 200 mL.
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