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Resumen:

Antecedentes y Objetivos: El pino de las alturas (Pinus hartwedgii) es |la especie de pino que se distribuye a mayor altitud en México, forma comunida-
des climax entre 3700y 4300 m s.n.m. Esta especie se encuentra amenazada por la tala ilegal y un incremento de parasitos como los descortezadores
(Dendroctonus sp.) y muérdagos enanos (Arceuthobium sp.). Esto en parte provoca que las medidas de control y manejo se centren en la remocién de
los drboles afectados, cuando en realidad puede tratarse de individuos con una carga genética muy valiosa. El objetivo de este estudio fue identificar
y obtener secuencias de genes de defensa y/o resistencia en pinos atacados por estos parasitos. De acuerdo con la bibliografia consultada hasta la
elaboracion de este trabajo, no hay reportes de este tipo de secuencias para pinos mexicanos.

Métodos: Se obtuvieron secuencias de genes de defensa y resistencia de coniferas filogenéticamente cercanas a P. hartwegii y a partir de estas se di-
sefiaron oligonucledtidos, con los cuales se realizaron reacciones de PCR. Los productos obtenidos se secuenciaron y las secuencias obtenidas fueron
analizadas para determinar si correspondian a genes de defensa y resistencia propias de esta especie de pino.

Resultados clave: Se logré obtener cuatro secuencias de genes ligados a la defensa y resistencia en coniferas con un nivel de homologia entre 93 y
100% con genes de resistencia de otras coniferas, de los géneros Picea, Pinus y Pseudotsuga. Se discute la posible funcién de estas secuencias en
la defensa de Pinus hartwegii frente a pardsitos como los descortezadores y los muérdagos enanos y se reportan sus claves de acceso en GenBank.
Conclusiones: Las secuencias reportadas podran ser utilizadas en estudios de expresion genética del pino de las alturas.

Palabras clave: areas naturales protegidas, bosques de alta montaiia, defensa inducida, parasitos, pino de las alturas, resistencia.

Abstract:

Background and Aims: Hartweg’s pine (Pinus hartwegii) is the pine species distributed at highest altitude in Mexico, forming climax communities
between 3700 and 4300 m a.s.l. This species is threatened by illegal logging and an increased presence of bark beetles (Dendroctonus sp.) and dwarf
mistletoes (Arceuthobium sp.) which are parasites. This triggers control and management plans that focus on the removal of affected trees, many of
which could be individuals with genetic pools of high value. The objective of this work was to identify sequences of defense and/or resistance genes
of parasitized pines, since there are no reported sequences to date for Mexican pines according literature consulted.

Methods: Sequences of defense and resistance genes of conifers phylogenetically close to Pinus hartwegii were obtained. From these sequences
primers were designed and PCR reactions carried out. Products were sequenced and sequences obtained were analyzed to determine if they corre-
spond to defense and resistance genes of this pine species.

Key results: Four sequences of genes linked to defense and resistance in conifers were obtained with a homology level of 93-100% with conifers of
the genus Picea, Pinus and Pseudotsuga. Possible functions of these sequences in Pinus hartwegii defense against bark beetles and dwarf mistletoe
are discussed and accession numbers in GenBank are reported.

Conclusions: The reported sequences can be used in genetic expression studies of the Hartweg’s pine.

Key words: Hartweg’s pine, high mountain forests, induced resistance, natural protected areas, parasites, resistance.
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Heredia-Bobadilla et al.: Resistencia en Pinus hartwegii

Introduccion

El pino de montaia, Pinus hartwegii Lindl., es una especie
con distribucién restringida a altitudes mayores a 3000 m
(forma comunidades climax entre 3700 y 4300 m s.n.m.), se
encuentra en las zonas y picos mas altos de México, zonas
conocidas también como islas en el cielo (Mastretta-Yafies
et al., 2018); por lo tanto, sus poblaciones estan fragmen-
tadas y forman razas geograficas con variacién regional y
aislamiento genético entre ellas (Hernandez y De la Isla,
1984; Farjon et al., 1997). Los bosques de Pinus L. han pa-
sado por procesos de contacto y separacidén durante las gla-
ciaciones (Hewitt, 2000; Jin et al., 2021), y han estado en
constante coevolucidn con especies pardsitas como muér-
dagos enanos (Arceuthobium M. Bieb.) y descortezadores
(Dendroctonus Erichson, 1836) (Raffa y Berryman, 1987,
Bohlmann y Croteau, 1999; Nickrent et al., 2010; Jones et
al., 2016; Okubamichael et al., 2016; Sadowski et al., 2017).

La presencia de especies parasitas es natural, pues
forman parte del ecosistema de los bosques templados. Sin
embargo, factores como el cambio climatico y los distur-
bios de tipo antropogénico provocan un descontrol en la
estructura y dindmica del ecosistema, causando, por ejem-
plo, que las poblaciones de muérdagos enanos aumenten
(Queijeiro-Bolafios et al., 2013; Watson et al., 2022). Con
esto, los efectos negativos en los hospederos se vuelven
mas severos: la formacion de “escobas de bruja” (arbustos
que forma el muérdago en la copa de sus hospederos), la
formacion de tumores en las ramas y la reduccién de la cap-
taciéon de nutrientes del arbol que hace que su crecimiento
en altura y didmetro, asi como la produccion de semillas,
se reduzcan (Geils y Vazquez-Collazo, 2002; Pennings y Ca-
llaway, 2002; Barret et al., 2012).

Los arboles poseen un sistema inmune muy particu-
lar, es poco conocido como tal, y escasamente estudiado
en las coniferas (Dangl y Jones, 2001; Jones y Dangl, 2006;
de Wit, 2007; Han, 2019). Los agentes invasores pueden
ser desde bacterias, virus y parasitos, hasta herbivoros y
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plantas pardsitas, y todos deben vencer en primer lugar las
defensas constitutivas como la cuticula, la corteza, las espi-
nas y tricomas, o en el caso de las coniferas, la produccion
de resina que impide la entrada de agentes extrafios y se-
lla heridas (Huber et al., 2004). Una vez que vencen estas
barreras liberan moléculas efectoras, conocidas también
como factores de virulencia, en las células del hospedero
para establecerse (Jones y Dangl, 2006; Dangl y McDowell,
2006; Burbano-Figueroa, 2020). Estos factores se liberan en
los sitios donde penetrd el patdgeno o el pardsito y funcio-
nan como sefales que activan una diversidad de genes de
resistencia inducida, que al mismo tiempo desencadenan
una red de sefializaciones a nivel celular que inducen la de-
fensa (Dangl y Jones, 2001).

La resistencia se refiere a la capacidad de los arboles
para crecer y desarrollarse normalmente aun cuando es-
tén sujetos a algln ataque; a esto se le conoce como resis-
tencia inducida y puede ser vertical u horizontal (Madriz,
2002; Nunez-Farfan et al., 2007; Burbano-Figueroa, 2020).
La primera es monogénica y produce dos fenotipos (resis-
tente y susceptible; Callaham, 1966; Zobel y Talber, 1998;
Pastorino, 2009), mientras que la resistencia horizontal es
poligénica y produce una gradacién en su expresion feno-
tipica (fenotipos con diferentes grados de resistencia y/o
susceptibilidad; Pastorino, 2009; Burbano-Figueroa, 2020).
La resistencia inducida se activa solo en presencia de pa-
tégenos y/o herbivoros e involucra una expresion diferen-
cial de genes y cambios en el metabolismo de la planta. Los
mecanismos de inmunidad se activan con la presencia de
factores quimicos potencialmente dafiinos presentes en las
células del invasor, llamados patrones moleculares asocia-
dos a patégenos (PAMP) y patrones moleculares asociados
a dafios (DAMP). Estos se unen a proteinas presentes en
las células del huésped, llamadas receptores de reconoci-
miento de patrones (PRR), que a su vez activaran los genes
de defensa de la planta (Jones y Dangl, 2006; Kiraly et al.,
2007; Ngou et al., 2022; Song et al., 2021). Los primeros
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PRR en funcionar son las proteinas de unién de nucleétidos
(NBS), codificadas por los genes de resistencia (R), las cuales
a su vez pueden activar otras familias de genes de defensa
como las proteinas relacionadas con la patogénesis (PR) que
se producen solo en presencia de un patégeno, herbivoria o
estrés abidtico (Dubey y Singh, 2018; Derevnina et al., 2021).
Estas familias de genes de defensa de plantas han sido am-
pliamente estudiadas en plantas domésticas como tomate,
tabaco y arroz (Madriz, 2002; Sudisha et al., 2011), y poco
en coniferas (Liu y Ekramoddoullah, 2003; Polyakova et al.,
2008). Otras familias de genes como la de las proteinas di-
rigentes (PDIR) y genes que codifican para la produccién de
monoterpenos, sesquiterpenos y diterpenos que forman
parte de una de las defensas primarias de las coniferas, la
oleorresina, han sido poco mas estudiados para este grupo
de plantas (Lewinsohn et al., 1991; Ralph et al., 2006; Here-
dia-Bobadilla et al., 2014; Celedon y Bohlmann, 2019).

Ante este panorama, especies como P. hartwegii se
vuelven prioritarias para este tipo de estudios. En un estudio
sobre la diversidad genética de esta especie en el Area de
Proteccién de Flora y Fauna Nevado de Toluca (APFFNT), se
analizaron arboles sin parasitos y parasitados por descorte-
zadores y muérdago enano, reportando que los individuos
parasitados poseen niveles ligeramente mas altos de diver-
sidad genética (Heredia-Bobadilla et al., 2018). Actualmen-
te, se estima que 37% de las poblaciones de P. hartwegii del
APFFNT presentan muérdagos enanos (Endara-Agramont et
al., 2022) y descortezadores (Endara-Agramont et al, 2023).
Esto hace necesario identificar y cuantificar genes de resis-
tencia como una respuesta al ataque de plagas y enfermeda-
des. México es centro de diversidad y endemismos de pinos
(Gernandt y Pérez-de la Rosa, 2014), y hasta ahora no existe
un plan de manejo que considere la respuesta genética mo-
lecular de las coniferas; por ejemplo, la creacién de unidades
de manejo de poblaciones con mayor o menor resistencia
genética.

El objetivo de este trabajo fue identificar genes es-
pecificos de P. hartwegii que puedan ser utilizados en estu-
dios de expresion genética y con éstos facilitar la seleccion
de genotipos con distintos niveles de resistencia o suscep-
tibilidad. Esto ayudaria a evitar que en los planes de mane-
jo, se corten individuos con carga genética valiosa (resis-
tentes). La expresion de estos genes puede ser estudiada
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por técnicas como la creacion de librerias gendmicas (Liu y
Ekramoddoullah, 2007) o la PCR cuantitativa con el uso de
proteinas fluorescentes y sondas (Ralph et al., 2006). Sin
embargo, para poder realizar alguna de estas técnicas, es
necesario contar con secuencias de genes que sirvan como
referencias especificas y actualmente no hay secuencias de
genes de defensa o resistencia para pinos mexicanos.

Materiales y Métodos

Colecta de material vegetal
La recolecta de material se llevé a cabo en el Area de Protec-
cion de Flora y Fauna Nevado de Toluca (APFFNT), Toluca,
Estado de México, México, ubicado entre las coordenadas
18°59'31"-19°13'03"N y 99°37'54"-100°09'58"W. Cuenta
con una extension de 53,913 hectareas y un intervalo altitu-
dinal de 3000-4680 m s.n.m. Es un area dominada por bos-
ques de coniferas (Pinus y Abies Mill.), latifoliadas (Quercus
L. y Alnus Mill.) y zacatonal alpino (Endara-Agramont et al.,
2012; CONANP, 2013). En la region se registran dos tipos
de climas: frio con temperatura media anual entre -2 °C y
5 °C y semifrio subhimedo con temperatura media anual
entre -2 °Cy 7 °C (CONANP, 2013). Se localiza dentro de los
municipios mexiquenses de Zinacantepec, Toluca, Almolo-
ya de Juarez, Tenango del Valle, Villa Guerrero, Calimaya,
Temascaltepec y Coatepec Harinas (Fig. 1).

Se recolectaron aciculas de individuos de P. hartwegii
(Fig. 2) atacados por Arceuthobium globosum Hawksworth
& Wiens, A. vaginatum (Humb. & Bonpl. ex Willd.) J. Presl
y Dendroctonus adjunctus Blandford, 1897. Se depositaron
ejemplares del pino y muérdagos en el Herbario Eizi Ma-
tuda de la Facultad de Ciencias Agricolas de la Universidad
Auténoma del Estado de México (CODAGEM, Angel R. En-
dara-Agramont 250001, 250002 y 250003), acréonimo segun
Thiers (2024 onwards). Se tomaron aciculas de 25 individuos
de P. hartwegii separados 50 m uno de otro. Todos los arbo-
les presentaban escobas de bruja visibles de uno o de ambos
muérdagos en ramas y fuste, asi como resinosis y galerias
tipicas de un ataque de descortezadores. Las muestras se
depositaron en bolsas de plastico con silica gel para extraer
la humedad, y fueron trasladadas en una hielera al laborato-
rio de Biologia Molecular Vegetal de la Facultad de Ciencias
Agricolas de la Universidad Auténoma del Estado de México,
donde se conservaron en un ultracongelador (-70°C).
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Figura 1: Mapa del 4rea de estudio, Area de Proteccién de Flora y Fauna Nevado de Toluca, México. Se representan las poblaciones muestreadas

de Pinus hartwegii Lindl. en circulos rojos.

Extraccion de DNA y PCR

La extraccion de DNA gendmico se realizé usando el mé-
todo de Bromuro de cetil-Trimetil Amonio (CTAB) (Zhou
et al., 1999). El DNA se diluyé en una solucién buffer Tris-
EDTA (TE) hasta 70 pl y se conservé a -70 °C.

Se hizo un andlisis previo de secuencias de genes
de resistencia reportados para coniferas de los géneros
Abies, Tsuga (Endl.) Carriére, Larix Mill. y Pinus, ya que son
grupos filogenéticamente cercanos al género Pinus (Wang
et al., 2000). Se obtuvieron las secuencias de estos genes
en GenBank de la pagina del National Center for Biote-
chnology Information (NCBI, 2023). Dichas secuencias se
utilizaron para generar cebadores sentido (Fw) y antisen-
tido (Rv) con el programa Primer3 v. 4.1.0 (KGressaar et
al., 2018), y fueron las siguientes: una secuencia del gen
RPS18 como referencia o control, terpeno sintasa (TS),
dos proteinas relacionadas con la patogénesis (PR): PR-3 y
PR-10, y una proteina dirigente PDIR like (Cuadro 1). Una
vez sintetizados los cebadores (Merck KGaA, Darmstadt,
Alemania) se realizaron reacciones de PCR segun Heredia-
Bobadilla et al. (2014).
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Secuenciacion y analisis de identidad
Previo a la secuenciacién, los productos de PCR fueron
purificados mediante el kit GenElute™ PCR Clean-Up de
acuerdo con las instrucciones del proveedor (Merck KGaA,
Darmstadt, Alemania). La secuenciacién de los productos
se realizd en la Facultad de Estudios Superiores Iztacala de
la Universidad Nacional Auténoma de México (FES-Iztacala,
UNAM).

Las secuencias se visualizaron con el programa Chro-
mas v. 2.5 (Technelysium, 2023) y con Geneious v. 2022.2
(Dotmatics, 2023). Los niveles de similitud se analizaron me-
diante la herramienta BLASTn suite y BLASTx de GenBank
(NCBI, 2023), y se determiné el grado de homologia de las
secuencias obtenidas con genes de resistencia y/o defensa.

Resultados

Se obtuvieron cuatro secuencias de genes ligados a la de-
fensa y resistencia. Estos genes han sido reportados para
otras especies de coniferas actuando en diversas vias de
resistencia y defensa contra especies parasitas (insectos,
otras plantas, hongos y bacterias). Las secuencias de es-
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Figura 2: Pinus hartwegii Lindl. parasitado por Arceuthobium globosum Hawksworth & Wien. y Arceuthobium vaginatum (Humb. & Bonpl. ex Willd.)
J. Presl en el Area de Proteccidn de Flora y Fauna Nevado de Toluca, México.
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Cuadro 1: Secuencias de genes de defensa obtenidas para Pinus hartwegii Lindl.

Nombre Cebadores Secuencia de nucleédtidos Longitud Porcentaje Traduccién
del gen 5'----3’ (pb) deidentidad (proteina relacionada con la
defensa y resistencia)
TS 5’- tgaagggccactatcaggtc -3’ cctgegtgtg tgcaaatcca acggaacaag 180 99% PACVQIQRNK MYQEAVVKVSK
(Fw) atgtatcaag aggccgtggt aaaggtcagt NLKQEESEIKMTHPFNDSNIPE
5’-caggacactcgagggaagag 2aaaactaat tgaaacaaga agaatcagaa CSRHMSNLFPRVS
-3’(Rv) ataaagatga ctcatccctt caatgactaa
tccaatattc cggaatgttc gtagagacac
atgtccaatc tcttcecteg agtgtectga
PR-3 5’-tgacccttggtggtcaaagt-3’ cccagctgtg cttgtgtgct catcgtatct 259 98% DSKPPRGLWE HLGGLGGTLEEL
(Fw) ctgatagtta taatcagcga ataaaataca GGLQGVGMSSWDTGALGSA
5’-gggatgagttcatgggacac-3’ gattattgtg caaagaaaag tagcacaagt HGTHPGNFPVSRLSPALVLLFF
(Rv) gctggcgaaa ggeggcetcac aggaaagtta AQ-SVFYSLIITIRDTMSTQAQL
cctgggtgeg ttccatgtge agagccaage
gctectgtgt cccatgaact catcccaact
ccctggagtc ctcccaactc ctccaaagtce
cccccaagtce cccccaagtg cteccaaagg
cccegggggg gtttegaate
PR-10 5’- gctcaatttcaccccaggta -3’ gggccgggat aaggtgtaca tcaatattat 272 93% GRDKVYINII FPFQFFPLYGLGG
(Fw) atttcccttc cagtttttcc ccctctatgg TYNVFRFMVSANKDLATPRS
5’- tacaccatcttccectegtc -3’ tttagggggc acttataatg tttttegttt ESMKWTRGRWCNHFGSAA
(Rv) tatggtctca gctaacaagg atttagctac NRDFIHFKERVDEIDEGKMV--
gccaaggagce gagtcgatga aatggacgag PGEKGVN
gggaagatgg tgtaatcatt ttggtagegce
ggctaacagg gatttcatcc acttcaagga
gcgggtagat gaaattgacg aggggaagat
ggtgtaatga ccaggggaaa aaggggtaaa cg
PDIR12 5’-agggggctaacctcacactt-3’ cgccgceacca taggagatct ggeggtgttc 507 97% RRTIGDLAVF DDPITLDNN
(Fw) gacgatccca tcactttgga caacaatttc FHSPPVGRAQGFYFYDM
5’-gagaacgtgatggtgccttt-3’ cactcccctc cggtgggceag agctcaggga KNTFSAWLGFTFVLNSTD
(Rv) ttctactttt atgacatgaa gaacactttc YKGTITFSSFDHIYWVFA

agcgcectggce ttggattcac gtttgtectc
aactctacag attacaaagg caccatcacg
ttctccagct ttgaccacat atattgggtt
ttcgctatta catgataaaa tgaattgaag
atcaacaaag gaactacaac attctcatta
cattgacttt ttatgcctaa tggactagtt
tgagttggat ggtagcttgg caaattgaac
cttggatttt tgcatacatg aaagcttgaa
gttcatcagg gaagtgggaa agataacaca
agaagtgaat cctectgatt gacccecccc
cattcaatat tcctcecttt ctcacacgag
ctcagagtgc aatcacccaa gtcatgaaga
tcagaaagca ccttcccttt ctccage

IT--NELKINKGTTTFSLH-
LFMPNGLV-VGW-
LGKLNLGFLHT-
KLEVHQGSGKDNTRSESS-
LTPPHSIFLPFSHELRVQSPKS-
RSESTFPFSS

tos genes se depositaron en la base de datos del GenBank
(NCBI, 2023) y se puede acceder a ellas con los siguien-
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tes identificadores: ON314862, 0L639190, 0OL639191,
0L639192.




Las secuencias generadas corresponden a genes
gue codifican proteinas importantes que participan en la
defensa y resistencia genética (Allona et al., 1998; Ralph
et al., 2006).

La primer secuencia pertenece a una terpeno sinta-
sa (Cuadro 1), puesto que generd 100% de identidad con la
secuencia de un terpeno sintasa de Pinus elliottii Engelm.
Las secuencias dos y tres pertenecen a la familia de protei-
nas Relacionadas con la Patogénesis (PR), una fue la PR-3
con 98% de identidad con una secuencia de la misma fa-
milia (PR) de Pinus taeda L., y la otra, PR-10 con un porcen-
taje de identidad de 93% con una secuencia de un gen PR
de Picea abies (L.) H.Karst (Cuadro 1). La cuarta secuencia
pertenece a la familia de Proteinas Dirigentes puesto que
se obtuvo un 97% de similitud con una proteina dirigente
PDIR12 de Tsuga heterophylla (Raf.) Sarg. (Cuadro 1).

Finalmente, la secuencia amplificada del gen RPS18
(Fig. 3) obtuvo 100% de similitud con especies genes RPS18
de coniferas.

Discusion
Las plantas son organismos sésiles, lo cual implica que no
puedan huir del ataque de depredadores; por lo tanto, han

desarrollado un sistema de defensa y resistencia muy so-
fisticado (Arts y Fiers, 2003; Vivanco et al., 2005). Esto les

Figura 3: Amplicones del gen de referencia (housekeeping gen) RPS18,
terpeno sintasa y PR-3, una quitinasa, de Pinus hartwegii Lindl. A la
izquierda el marcador de peso molecular mostrando el peso de las
bandas en pares de bases.
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ha permitido sobrevivir durante millones de afios. Uno de
los primeros sistemas de defensa es la produccién de oleo-
rresina (Lewinsohn et al., 1991), que constituye el primer
mecanismo de defensa de las coniferas (Han, 2019), y es
regulado por una familia de genes muy conservada entre
coniferas, a la cual pertenece la terpeno sintasa (TS) encon-
trada en este estudio (Keeling y Bohlmann, 2006).

La oleorresina que secretan las coniferas ante el ata-
qgue de un herbivoro, un patégeno, o un daiflo mecanico,
se encarga de atrapar a los organismos invasores y sellar
las heridas provocadas por estos (Lewinsohn et al., 1993).
La oleorresina se produce en estructuras especializadas
que se encuentran en todo el arbol. Cuando alguna de
estas estructuras se dana por la entrada de insectos, hon-
gos, o plantas pardsitas, estos agentes invasores quedan
expuestos a la accion de monoterpenos, diterpenos y ses-
quiterpenos, cuya funcidn es ser toxicos, frenar el avance
a otras partes del arbol, y sellar las heridas causadas por la
invasion (Bohlmann y Croteau, 1999; Celedon y Bohlmann,
2019). Todos los terpenos conocidos derivan de las terpe-
nosintasas (TS) y constituyen una de las familias mas gran-
des de genes que intervienen en el metabolismo primarioy
secundario de las coniferas (Keeling y Bohlmann, 2006). Las
TS estan altamente relacionadas con la resistencia, pues la
cantidad de terpenos presentes en al drbol puede generar
resistencia a herbivoros, ya que por un lado los herbivoros
pueden elegir qué arbol atacar con base en la cantidad y
calidad de terpenos de la resina y, por otro lado, una simple
mutacién en la cadena de aminodcidos de los genes de los
terpenos puede impactar severamente la fisiologia de los
atacantes (Byun-McKay et al., 2006). Por lo tanto, la resis-
tencia de los pinos estd ligada a su perfil de terpenos y este
es un campo de estudio muy prometedor, ya que son pocos
los estudios al respecto (Keeling y Bohlmann, 2006; Cele-
don y Bohimann, 2019).

Una vez que las primeras defensas, es decir, las barre-
ras fisicas de los arboles, son superadas por los patédgenos o
herbivoros, el sistema inmune entra en accion. Las plantas
carecen de células moviles para defenderse de un ataque.
En vez de esto su sistema inmune recae en la capacidad
de cada célula para desencadenar vias de sefalizacién que
dirijan la defensa al sitio del ataque, y a su vez a las sefia-
les de las células que estan siendo atacadas (Dangl y Jones,
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2001; Jones y Dangl, 2006; de Wit, 2007). Estas sefiales ac-
tivan diferentes familias de genes; una de ellas en la familia
PR, que es movilizada ante la presencia de virus, bacterias,
hongos, insectos y herbivoros (Edreva, 2005). Actualmente
se reconocen 14 familias de genes PR, cada familia tiene
una actividad especifica frente a los invasores. Por ejemplo,
dentro de la familia PR-9 se agrupan las peroxidasas cuya
funcidn es oxidar residuos fendlicos en compuestos de la
pared celular de tejidos infectados por hongos (Veluthakkal
y Dasgupta, 2010). En este estudio se reporta la presencia
de genes de las familias PR-3 y PR-10. La familia PR-3 agrupa
a las proteinas conocidas como quitinasas, las cuales tienen
un papel importante para defender a las coniferas ante el
ataque de hongos y plantas pardasitas (Heredia-Bobadilla et
al., 2014). Hidrolizan la quitina presente en la pared celular
de los hongos, lo cual se ha reportado para coniferas como
Picea abies y Pinus monticola Douglas ex D. Don infecta-
dos por Pithyum irregulare Buisman, 1927, Heterobasidion
annosum (Fr.) Bref. y Ceratobasidion bicorne J. Eriksson &
Ryvarden; también en Pseudotsuga menziesii (Mirb.) Fran-
co infectado por Armillaria ostoyae (Romagn.) Herink vy
Phellinus weiri (Bres.) Gilb. (Veluthakkal y Dasgupta, 2010).
La familia PR-10 esta conformada por ribonucleasas, cuya
funcién es degradar el RNA de las células invasoras y cau-
sar su muerte (Van Loon y Van Strien, 1999; Jain y Kumar,
2015). Se les ha reportado en interacciones conifera-paté-
geno y conifera-estrés abidtico en Pseudotsuga menziesii
- Phellinus weiri, Pinus lambertiana Douglas - resistencia a
heladas, y Pinus monticola - Cronartium ribicola H.A. Dietr.
(Ekramoddoullah et al., 2000; Ekramoddoullah, 2004; Ve-
luthakkal y Dasgupta, 2010).

Las proteinas PDIR son consideradas como parte del
metabolismo secundario de fenoles y contribuyen a la sin-
tesis de lignina y lignano, dos componentes estructurales
de la pared celular vegetal de células parenquimaticas del
floema, que durante el ataque de patdgenos aumentan su
produccidn para engrosar la pared celular del hospedero y
evitar la entrada de estos (Davin y Lewis, 2005; Ralph et al.
2006; Li et al., 2012; Paniagua et al., 2017). Se han caracte-
rizado 19 proteinas DIR en el género Picea A.Dietr.; estas se
agrupan dentro de dos grupos filogenéticos DIR-a y DIR-b.
Al parecer sdlo las que pertenecen al grupo de las DIR-a son
inducidas por el ataque de insectos y dafio mecdnico a la
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corteza en coniferas; su funcion es reforzar la pared celular
ante un ataque (Davin y Lewis, 2005; Ralph et al., 2006).
Los genes que codifican para estas proteinas se activan, se-
gun se ha reportado hasta la fecha, en interacciones Picea
sitchensis (Bong.) Carriére - Pissodes strobi W.D.Peck, 1817,
un descortezador, o en Picea abies - Ceratocystis polonica
(Siemaszko) C. Moreau, un hongo. La secuencia obtenida en
este estudio, PDIR-12, posee un dominio conservado perte-
neciente a la super familia Dirigente (Ralph et al., 2007).

El gen RPS18 es de los mas conservados entre conife-
ras, codifica para una subunidad ribosomal, estd compues-
ta por arreglos en tandem y secuencias espaciadoras y ha
sido propuesto para usarse en analisis de expresion como
un gen de control ya que su composicidén entre tipos celu-
lares y eventos ontogénicos no varia (Svingen et al., 2015).
Por esto se le utilizé como un control positivo.

El Area de Proteccién de Flora y Fauna Nevado de
Toluca es uno de los principales habitats de Pinus hartwegii
dentro de la Faja Volcanica Transmexicana (Farjon et al.,
1997; Villanueva et al., 2015). Esta Area Natural Protegi-
da estd sujeta a diferentes problematicas ambientales que
constituyen retos para su conservacion: la tala (legal e ile-
gal) y el cambio climatico, por ejemplo, provocan dismi-
nucién de la densidad arbdrea y ésta a su vez un aumento
de parasitos (Sosa-Diaz et al., 2018; Sdenz-Romero et al.,
2020; Endara-Agramont et al., 2022) que en condiciones
normales estdn presentes para regular las poblaciones fo-
restales eliminando arboles viejos o enfermos (Shaw et al.,
2004; Weed et al., 2015; Sadowski et al., 2017; del-Val y
Saenz-Romero, 2017).

Las plantas parasitas (Arceuthobium), descortezado-
res (Dendroctonus) y hongos de los conos (Fusarium Link ex
Grey) son algunos de los parasitos que actualmente estan
representando un riesgo para el pino de las montafias (Ar-
zate-Fernandez et al., 2016; Endara-Agramont et al., 2023).
Los genes de resistencia que se identificaron son reportados
como algunos de los probables genes que se sobreregulan
frente al ataque precisamente de este tipo de enfermeda-
des y plagas forestales (Heredia-Bobadilla et al., 2014). El
gen terpeno sintasa (TS), los genes PR y el gen PDIR pue-
den representar un primer acercamiento para descifrar los
mecanismos de defensa y posible resistencia a parasitos de
estos pinos en un drea natural protegida, lo cual, a su vez
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constituird una herramienta para conservar esta especie de
pino. En este sentido esperamos analizar cdmo actuian los
sistemas de defensa de P. hartwegii, i qué genes actlan en
la defensa ante plantas parasitas y descortezadores? éHay
alglin gen que confiera inmunidad? De encontrar este ulti-
mo sera un recurso valioso para la conservacion.

Conclusiones

Se obtuvieron cuatro secuencias de genes de resistencia en
el pino de montafia (Pinus hartwegii) con posible actividad
frente a hongos, plantas parasitas e insectos descortezado-
res. El nivel de homologia entre las secuencias del pino de
montaia y las de otras coniferas encontrd una identidad de
93 a 100% con genes de defensa y resistencia. Las secuen-
cias generadas se utilizaran para estudiar los mecanismos
de defensa y resistencia de pinos afectados por muérda-
gos y descortezadores, teniendo como referencia arboles

sanos.
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