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RESUMEN

Los estudios con marcadores de ADN en
Pinus halepensis se estan llevando a cabo en
poblaciones espafiolas representativas de dife-
rentes regiones de procedencia dentro de su
area natural de distribucién y que presentan
claras diferencias entre si tanto por sus caracte-
risticas ecoldgicas como fenotipicas.

La amplificaciéon mediante la técnica de
PCR para dos sistemas: Random Amplified
Polymorphic DNA, RAPDs, e Hypervariable
Chloroplast Simple Sequence Repeats,
cpMicrosatélites, ha detectado polimorfismos
que permiten estudiar la variabilidad genética
en esta especie.

1. INTRODUCCION

Pinus halepensis Mill., es una especie
mediterranea que presenta claras ventajas
para su uso en repoblacion. Un prerrequisito
para optimizar las estrategias a seguir es el
conocimiento de la variabilidad intra e inter-
poblacional.

Las diferencias geograficas y ecologicas
son factores importantes que influyen en la
mejora y selecciéon de los Aarboles.
Tradicionalmente los recursos genéticos se
han caracterizado por aspectos morfologicos
y de explotacion cuya efectividad ha sido
cuestionada por numerosos autores
(BROWN;1979).

En los dltimos afios, las técnicas molecula-
res han ido complementando las estrategias
clasicas de evaluacion de la variabilidad
genética. Por su parte, los marcadores de
ADN permiten analizar las regiones codifi-
cantes y no codificantes del genoma por lo
que son detectables incluso las mutaciones
silenciosas, incrementiandose de este modo el
namero de polimorfismos.

En particular la técnica RAPD de amplifi-
cacién al azar de marcadores de ADN
(WILLIAMS & al.; 1990; WELSH &
MCcCLELLAND; 1990) es un sistema capaz de
detectar un alto grado de polimorfismo con
una buena resolucion, permitiendo la detec-
cion de sustituciones de hasta un unico
nucledtido, requiriéndose ademas una peque-
fia cantidad de ADN de la muestra. Los
marcadores RAPD tienen diversas aplicacio-
nes en coniferas, destacando entre otras el
mapeo genético, el estudio de la diversidad
genética o la elaboracién rapida de sondas de
hibridaciéon. Los RAPDs han demostrado su
eficacia en el estudio de la variacion genética
en numerosas especies (MOSSELER & al.;
1992) y han resultado ser muy utiles en la
identificacion de areas de maxima diversidad
pudiendo emplearse para estimar niveles de
variabilidad genética en especies naturales.

La otra técnica propuesta para este estudio
son los Microsatélites, basados en la presen-
cia de repeticiones de secuencias simples
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que tiene lugar frecuentemente en los geno-
mas de eucariotas, y algunos procariotas y
eubacterias, y que son amplificables indivi-
dualmente mediante la reaccién en cadena de
la polimerasa, PCR, (SAIKI & al.,1988),
empleando como cebadores el par de oligo-
nucledtidos que los enmarcan, mostrandose
asi polimorfismos debidos a la longitud del
fragmento amplificado, como consecuencia
del distinto ntimero de repeticiones.

De este modo, los microsatélites se pueden
emplear, por ejemplo, en identificacién (a
nivel individual, clonal varietal), estudios
poblacionales 0 mapeo genético.

Recientemente se han empleado en el
andlisis genético de especies vegetales y su
hipervariabilidad los hace marcadores idea-
les para estudios de genética de poblaciones
(MORGANTE & OLIVIERI; 1993), detectandose
un nivel de variacién intra e interpoblacional
superior al que previamente habian mostrado
otros marcadores. Considerando el genoma
plastidial, que estd muy conservado y
presenta una tasa de mutacion mucho menor
que el nuclear, se han realizado estudios
interespecificos y en algunos casos la varia-
cién intraespecifica ha resultado ser lo sufi-
cientemente elevada como para permitir
estudios poblacionales.

En especies del género Pinus, POWELL &
al.; 1995, han demostrado que las repeticio-
nes de mononucleétidos en el cloroplasto
son altamente polimoérficas. La universalidad
de este sistema y su eficiencia en detectar
variabilidad inter e intraespecifica hacen de
él una herramienta muy 1til en el estudio de
la variabilidad citoplasmica.

La secuenciacion completa del genoma del
cloroplasto realizada por WAKASUGI & al.
(1994), ha detectado 19 repeticiones de 10 6
mas unidades del tipo A/T y una del tipo
G/T que VENDRAMIN & al.; 1996, han emple-
ado para el disefio de 20 pares de cebadores
que enmarcan estas regiones. Estos cebado-
res han demostrado ser utiles en la amplifica-
cion de microsatélites del cloroplasto en
diferentes especies del género Pinus.

En el presente estudio se presentan los
resultados preliminares obtenidos con las

238

«El uso de marcadores de ADN, RAPDs y cpMicrosatélites, en P. halepensis M.»

técnicas RAPDs y cpMicrosatélites de
poblaciones espafiolas de Pinus halepensis.

2. MATERIALES Y METODOS

A partir de cinco poblaciones naturales
espafolas, Guardiola (Barcelona), Cucalon
(Castellon), Ricote (Murcia), Vélez
(Almeria) y Carratraca (Malaga), se realiz6
la germinacién en condiciones estandar de
embriones, de una muestra de pifiones obte-
nida de 30 arboles seleccionados al azar
dentro de cada poblacion.

El método empleado para la obtencién del
ADN total de las plantulas estd basado en el
procedimiento del CTAB (DOYLE & DOYLE;
1990). Se consigue asi un ADN de calidad
de una forma rapida. Para su conservacién a
largo plazo el ADN se ha congelado a -20 °C
y para su uso inmediato se mantiene a 4 °C.

La amplificacion de los RAPD se ha reali-
zado mediante técnica PCR en un termoci-
clador personal Biometra, segun las siguien-
tes temperaturas: desnaturalizacion a 94 °C,
seguida de 45 ciclos de 94 °C, 35°Cy 72 °C
para terminar con una extensién a 72 °C. La
mezcla empleada ha sido la siguiente:
tampon Tag-DNA polimerasa (Boehringer),
Taq-DNA polimerasa (Boehringer), dNTPs
(Boehringer), cebador (Operon) y ADN pool
poblacién.

La amplificacion de los cpMicrosatélites
se ha llevado a cabo en un termociclador
Perkin Elmer 9600. La mezcla de la reac-
cion fue: tampén (10x Pharmacia), MgCl,
2,5 mM, Taq-DNA polimerasa (Pharmacia),
dNTPs (Pharmacia), cebadores y DNA
muestra. La amplificacién del ADN se
realiz6 siguiendo el siguiente programa:
primero un paso de desnaturalizacién a
95°C, segundo un paso para la adiccion del
enzima a 80 °C y 25 ciclos de 94 °C, 55 °C y
72 °C. El ultimo ciclo se continda con un
paso de extension a 72 °C.

La visualizacion de las amplificaciones se
ha realizado en geles de agarosa 1% con
tincién de bromuro de etidio 1% empleando-
se como marcador Lambda/Pstl. Los
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Figura 1. Amplificaciones obtenidas con el primer n® 9 (arriba) y el n° 15 (debajo). El patrén de pesos moleculares
es lambda/Pstl. Las flechas indican las bandas polimorficas. El primer 15 permite diferenciar la poblacion de
Ricote.
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Figura 2. Fragmentos SSR del cloroplasto analizados
mediante el programa Fragment Manager en el
secuenciador automdtico ALF. Los tamanos de los
[fragmentos aparecen sobre la banda correspondiente.
Las bandas de 50, 100, 150 y 200 pb se corresponden
con patrones internos.
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productos de la amplificacién de
cpMicrosatélites fueron analizados mediante
el programa Fragment Manager en un
secuenciador automatico A.L.F. de
Pharmacia.

3. RESULTADOS

RAPD

Un total de 10 semillas por poblacién,
elegidas al azar, han sido germinadas obte-
niendose plantulas para la posterior extrac-
cion de su ADN. La mezcla del ADN de
cada uno de los diez individuos de cada
poblacion ha constituido un “pool” cuya
concentracion final de 10 mg/ml se ha
empleado en las amplificaciones realizadas
con 20 oligonucleétidos decameros pertene-
cientes al Kit N de la casa Operon.

Como resultado se ha comprobado la
idoneidad de los métodos empleados y las
condiciones de amplificacion, obteniéndose
buenos productos de amplificacién con 15
primers de ellos (75%), entre los cuales 5
presentaban bandas polimorficas (25%).

(Fig. 1).

cpMicrosatélites

El empleo del programa Fragment
Manager y el secuenciador ALF de
Pharmacia permiten la deteccion de diferen-
cias de tamafio de un unico par de bases lo
cual no seria posible mediante geles conven-
cionales.

Se ha comprobado que los productos de
amplificacion obtenidos con los pares de
cebadores empleados presentan tamanos
similares a los de otras especies del género
Pinus, VENDRAMIN & al., 1996.

Mediante esta técnica se han detectado
polimorfismos intraespecificos para los tres
loci estudiados, el conjunto de los fragmen-
tos para cada individuo permite establecer
haplotipos que difieren en el tamafio de las
amplificaciones.

La figura 2 muestra los resultados obteni-
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dos del analisis de tres microsatélites en 24
individuos de la poblacién de Villa de Ves
(Alicante).

4. CONCLUSIONES

* La reaccion de amplificacion llevada a
cabo con unas condiciones especificas
muestra un alto grado de reproductividad.

* Los pares de primers disefiados por
Vendramin et al. (1996) son ttiles en la
amplificacion de cpMicrosatélites para las
muestras de P. halepensis espafiolas.

« La variacién genética es detectable
mediante RAPDs empleando un unico
cebador que en general produce numero-
sos fragmentos.

« Los sistemas RAPD y cpMicrosatélites
se muestran como herramientas muy utiles
para el estudio de la variabilidad genética
en esta especie.

« En una primera aproximacion los resulta-
dos indican un nivel de variabilidad seme-
jante al detectado mediante otros marcado-
res moleculares, isoenzimas.
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