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Resumen

La provincia de Misiones posee actualmente una actividad forestal en pujante crecimiento ubicándose entre las primeras 
del país. Este marco de desarrollo productivo permite predecir un ámbito de crecimiento favorecido por las nuevas condi-
ciones del mercado internacional. Por otro lado a pesar del avance de la tecnología industrial, no se ha alcanzado el nivel 
de desarrollo biotecnológico óptimo que conjugue la calidad genética con características fenotípicas de excelencia en las 
especies maderables de mayor demanda en la provincia basándose la selección en criterios netamente fenotípicos y en la 
experiencia del productor, sin contarse con métodos moleculares desarrollados en la región. 

Este trabajo presenta los resultados del Proyecto Federal de Innovación Productiva (PFIP Mi09) cuyo objetivo principal fue 
estandarizar y transferir al sector productivo un conjunto de marcadores moleculares microsatélites para ser aplicado al 
análisis de poblaciones y forestaciones de Araucaria angustifolia y Pinus taeda provenientes de la provincia de Misiones 
(Argentina). Esto permitirá conocer el perfil genético de plantaciones y poblaciones de estas especies forestales, pudiendo 
aplicarse a la certificación de calidad en la producción forestal o a la selección de ejemplares de especies nativas.

Palabras clave: biotecnología, forestaciones, Araucaria angustifolia, Pinus taeda, microsatélites.

Abstract

Misiones Province currently has the first intensive forestry activity of Argentine. This framework of productive development 
allows predict an area of growth favored by the new conditions of the international market. On the other side despite the 
progress of industrial technology, has not been reached the optimal level of biotechnological development that combining 
quality with genomic and phenotypic characteristics of forest species.

This work presents the results of Federal Project of Productive Innovation (PFIP Mi09) whose main objective was standardi-
ze and transfer to the productive sector a set of microsatellites molecular markers to be applied to the populations analysis 
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Introducción

La forestoindustria representa uno de los pilares eco-
nómicos de la provincia de Misiones (Argentina), con-
tándose actualmente con 330.000 ha de plantaciones 
forestales, en su mayoría pino, araucaria y eucalipto 
(SAGPyA, 2001). Sin embargo, aún no se ha alcanza-
do el nivel de desarrollo biotecnológico que permita 
conjugar la calidad genética con características feno-
típicas de excelencia en las especies maderables de 
la provincia. En este sentido, los marcadores molecu-
lares polimórficos informan sobre la variabilidad de la 
población en estudio pudiendo analizarse su posible 
asociación con rasgos fenotípicos deseables que fa-
vorezcan su uso forestal. Los recursos forestales que 
se producen en nuestra región poseen múltiples uti-
lidades, las cuales están en parte condicionadas a las 
características fisicoquímicas y biológicas particulares 
de cada especie forestal. Entre éstas podemos incluir 
las características de la madera (como color, dureza, 
contenido relativo de los componentes de la pared 
celular), la tasa de crecimiento y los requerimientos 
de suelo y clima. Todas estas condiciones particulares 
dependen tanto de características genéticas propias 
de cada especie como de las condiciones ambientales 
a las que se encuentra expuesto el individuo (López, 
2005). Si bien algunas de las propiedades fisicoquími-
cas de las especies forestales más utilizadas están bien 
establecidas, aún no están identificadas las caracterís-
ticas genómicas relacionadas con estas propiedades. 
La carga genética, solo define parte de los parámetros 
que influyen en las características particulares de cada 
especie y/o variante forestal, quedando la otra bajo 
la influencia ambiental. Pero sin duda el componente 
genético aporta una parte determinante sobre la que 
se puede trabajar, iniciando programas de mejora-
miento que permitan seleccionar individuos y pobla-
ciones con características distintivas favorecidas para 
el desarrollo forestal elite. (Vargas Hernández et al., 
2005) El uso de este recurso forestal está condiciona-
do al establecimiento y mantenimiento de bancos de 
germoplasma que permitan conservar la biodiversidad 
de las especies más promisorias, siendo aconsejable 
el uso de marcadores como banco genético para su 
caracterización y vigilancia (Jain and Minocha, 2000). 

La zona noreste del país destaca por su capacidad fo-
restal. La provincia de Misiones y el norte de la pro-
vincia de Corrientes poseen excelentes capacidades 
geográficas para esta actividad siendo muy alto su ren-
dimiento. Esto trajo aparejado la radicación de empre-
sas que sustentaban su crecimiento en la reforestación 
con especies coníferas de rápido crecimiento y buenas 
cualidades industriales, como Pinus taeda y Araucaria 
angustifolia (nativa), entre otras. El sector como tal se 
encuentra en un período de franco crecimiento, lo que 
significa tanto la expansión territorial, como el aumen-
to del número de empresas participantes, y el incre-
mento del valor del producto generado. (Mac Donagh 
et al., 2009) La expansión de esta actividad está ampa-
rada por la política de incentivos a la forestación y a la 
forestoindustria, mediante la Ley 25.080 de Inversio-
nes para Bosques Cultivados y la estabilidad fiscal de 
30 y hasta 50 años para los proyectos forestoindustria-
les y beneficios impositivos de la jurisdicción nacional, 
provincial y municipal, ha garantizado la inversión y 
el crecimiento del sector. Esto promueve priorizar la 
relación del sector forestal, en constante crecimiento y 
expansión, con instituciones de I+D que favorezcan la 
incorporación de nuevas tecnologías en busca de ma-
yores rendimientos sin ir en detrimento de la riqueza y 
biodiversidad de la región.

Los marcadores moleculares son secuencias genómi-
cas que pueden ser seguidos a través de la progenie 
de una especie. Algunos de ellos pueden ser ubicados 
referenciando posiciones definidas dentro del genoma 
y son los más útiles para certificación y caracterización 
de especies, así como para la selección y monitoreo 
de los programas de mejoramiento genético (Ferrei-
ra y Grattapaglia, 1998). Para pino y otras coníferas 
actualmente se desarrolla el Proyecto Genoma de Co-
níferas a cargo de un consorcio internacional y pro-
vee de datos de gran relevancia a todo el mundo de 
manera libre y gratuita, siendo necesario el desarrollo 
de programas de transferencia tecnológica que permi-
tan la inserción de esta tecnología en la región. Este 
trabajo presenta los resultados del Proyecto Federal 
de Innovación Productiva (PFIP Mi09) cuyo objetivo 
principal fue estandarizar un conjunto de marcadores 
moleculares microsatélites para ser aplicado al análisis 

of Araucaria angustifolia and Pinus taeda forestation from the Misiones (Argentine). This will reveal the plantations and forest 
genetic profile and may be applied to genetic certification of forest production quality.
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de poblaciones y forestaciones de Araucaria angus-
tifolia y Pinus taeda provenientes de la provincia de 
Misiones (Argentina). Esto permitirá relacionar el perfil 
genético con determinadas características fenotípicas, 
pudiendo aplicarse a la certificación de calidad en la 
producción forestal o a la selección de ejemplares de 
especies nativas. 

Materiales y métodos

Material vegetal

Se utilizaron hojas jóvenes y saludables recogidas y 
conservadas en bolsas de nylon herméticas en freezer 
a -20°C hasta el momento de su procesamiento.

Para Pinus taeda se muestrearon individuos provenien-
tes de forestaciones ubicadas en los departamentos de 
Eldorado y Capital de la provincia de Misiones, Argen-
tina.

Para Araucaria angustifolia se muestrearon individuos 
provenientes  de la reserva forestal Parque Provincial 
de la Araucaria, localizada en el Departamento de San 
Pedro, y de la Reserva Forestal de Cruce Caballero 
provincia de Misiones, República Argentina. 

Extracción de DNA

Aproximadamente 600 mg de hojas fueron molidas en 
nitrógeno líquido junto con la adición de 0,01 g de po-
livinilpirrolidona. Al macerado se le adicionó tampón 
de extracción (2% CTAB p/v; Tris HCl 100 mM pH 8,0; 
EDTA 50 mM; NaCl 500 mM; 1% β-mercaptoetanol; 
proteinasa K 0,1 mg/ml) previamente calentado a 
65°C. La digestión prosiguió a 65°C por 1 h, homoge-
neizando regularmente la mezcla. 

Las muestras fueron centrifugadas y al sobrenadante 
fue recuperado se le realizó una extracción con igual 
volumen de cloroformo: alcohol isoamílico (24:1). Las 
proteínas fueron eliminadas por precipitación con ace-
tato de potasio 3 M. El DNA se recuperó por precipi-
tación con etanol 100%, fue lavado con etanol 70%, 
resuspendido en agua libre de RNasas-DNasas y nue-
vamente precipitado con etanol 100% y acetato de 
sodio 3 M. El DNA recuperado, nuevamente fue lava-
do con etanol 70%, secado y resuspendido en agua 
libre de RNasas-DNasas y almacenado a -20ºC hasta 
ser utilizado.

Purificación del DNA

La purificación del DNA fue realizada para disminuir 
al mínimo la presencia de posibles interferentes que 

dificulten la amplificación del mismo por PCR. El DNA 
obtenido fue purificado mediante resinas de sílice co-
merciales (Fermentas, K1533®).

La cantidad y calidad del DNA obtenido fueron anali-
zadas mediante absorbancia UV y electroforesis en 1% 
de agarosa. La pureza se valoró mediante la realción 
DO260/DO280.

Amplificación de STR para Pinus taeda

Fueron utilizados cebadores de la base de datos de 
secuencias GenBank, teniendo en consideración las 
secuencias disponibles para regiones microsatélites 
descriptos por Echt et al., 1997, y Elsik et al., 2000, 
para Pinus taeda. Los números de acceso de las se-
cuencias fueron: BV683040, BV683146, BV683043, 
BV683044, BV683047, BV683052, BV683053, 
AF143959, AF143975 (tabla 1). 

La reacción se llevó a cabo con 10 pmoles de cada 
cebador, 200 mM de cada dNTP, 2 mM de MgCl2, 
0,5 U de Taq DNA polimerasa y 20 ng de DNA. Reac-
ciones sin DNA fueron usadas como control nega-
tivo. El ciclado utilizado fue de tipo Touch Down: 
94°C por 2 min, seguidos de 35 ciclos de 94°C por 
15 s, Th por 15 s y 72°C por 15 s, con una extensión 
final a 72°C por 3 min. Durante los 20 primeros 
ciclos la temperatura de hibridación decreció 2°C 
cada 2 ciclos, iniciando con 60°C y posteriormente 
15 ciclos con una temperatura de hibridación de 
50ºC.

Amplificación de STR para Araucaria  
angustifolia

Fueron utilizados cebadores de la base de datos de 
secuencias GenBank, teniendo en consideración las 
secuencias disponibles para regiones microsatélites 
descriptos por Salgueiro et al., 2005, para A. angus-
tifolia. Los números de acceso de las secuencias 
fueron: AJ749964, AJ749965, AJ749966, AJ749967, 
AJ749968, AJ749969 (tabla 2). 

La reacción se llevó a cabo con 10 pmoles de cada 
cebador, 200 mM de cada dNTP, 3 mM de MgCl2 y 
0,5 U de Taq DNA polimerasa. Reacciones sin DNA 
fueron usadas como control negativo. El ciclado uti-
lizado fue: 94°C por 4 min, seguidos de 35 ciclos de 
94°C por 20 s, 20 s a la temperatura de hibridación 
de cada STR y 72°C por 20 s, con una extensión final 
a 72°C por 4 min. 
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Tabla 1: Microsatélites seleccionados para Pinus taeda. 

Nombre 
(GenBank)

Secuencias de los cebadores
Nº de 
alelos

Tamaño del 
amplicón 

(pb)

T de 
hibridación

RIPPTs1 
(BV683040)

5´-GGCATGCCAAAAGATCTCAA-3´ 
5´-AGTGAACTCGGGAGGCTTCT-3’ 4 199-260 Touch-down

RIPPTs11 
(BV683146)

5´-GGCTTCTCTCCAAGCTTTTTG-3’ 
5´-GAATGAGCCTCCCAACTCAA-3’ 3 156-171 Touch-down

RIPPTs31 
(BV683043)

5´-CCAACCAATGTGGTTCATCA-3´ 
5´-AGGAAAATAGAAGGGAATAAGACC-3´

15 225-267 Touch-down

RIPPTs32 
(BV683044)

5´-TAGCAGGTTACAACCTGGGG-3´ 
5´-AGCCCAATTGATGGGAAATT-3´ 6 173-189 Touch-down

RIPPTs65 
(BV683047)

5´-CCAACAGCACTTACCCAAAA-3´ 
5´-AGCCTCATGAAAGCCCAGTA-3´

9 130-139 Touch-down

RIPPTs79 
(BV683053)

5´-TGATTTGATCCCTCTAGGCG-3´ 
5´-AATCTTGAAAAGAAATTCAATATGAGA-3´

8 130-161 Touch-down

PtTX2037 
(AF143959)

5 ´ - G C C T T T A G A T G A A T G A A C C C A - 3 ´ 
5´-TAAGCGGGATATTATAGAGTTT-3´ 15 197-261 Touch-down

PtTX3037 
(AF143975)

5 ´ - C G T T T G G A G C A C T A C T T - 3 ´ 
5´-AAGTCACTTAATGCAATATGTA-3´

28 101-179 Touch-down

Tabla 2: Microsatélites seleccionados para Araucaria angustifolia. 

Nombre 
(Genebank)

Secuencias de los cebadores
Nº de 
alelos

Tamaño del 
amplicón 

(pb)

T de 
hibridación

Ag20
(AJ749964)

5’ACTAGGAATGGATGTTGGTG´3
1 240-258

58°C5´GAGACATGATGCCATACCTT´3

Ag23 
(AJ749965)

5´ CCCTGTTAGACCTATGGTTG3´
3 245-259

54°C5´ GCCTCATTGATGGATGA3´

Ag45 
(AJ749966)

5´CCATCCTCCATCATTCATCC´3
3 154-168

55°C5´CTTTGGGACATAGGGAGGGA´3

Ag56 
(AJ749967)

5´CCACACTCAAAACAATAGCAGTTC´3
3 146-156 55°C

5´GTATCTGATTGGCCAACTTCA´3

Ag62 
(AJ749968)

5´ATATGGTGGGGTGCCTACAG´3
3 110-130 55°C

5´CTGTTGGAGGAACGATTGGA´3

Ag94 
(AJ749969)

5´CCCCACAATAACCCAAGATG´3
2 142-170 55°C

5´GCATTTGTTAGCGGATTTTACT3´
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Análisis de productos de PCR mediante geles 
desnaturalizantes de poliacrilamida

Para verificar los resultados de la amplificación las 
muestras fueron separadas en geles desnaturalizan-
tes de poliacrilamida al 12% en buffer TBE 0,5X. Las 
muestras fueron desnaturalizadas por tratamiento con 
formamida a 94°C por 2 min y luego enfriadas brusca-
mente a 4°C. Posteriormente, sembradas y separadas 
por electroforesis vertical a 120 V por 45 min y a 170 
V durante 90 minutos para los geles al 6% y 12% res-
pectivamente, utilizando el sistema MiniProtean 3D 
de Biorad. Seguido a la electroforesis, los geles fueron 
fijados en una solución 10% de etanol y 0,75% de áci-
do acético, y teñidos con 2 g/L de nitrato de plata. El 
perfil electroforético fue registrado mediante Scanner 
HP Deskjet F300 All-in-One series.

Resultados

Estandarización de marcadores microsatélites  
para Pinus taeda

La extracción de DNA para Pinus taeda mostró un ren-
dimiento de 0,25 mg/mg de hojas frescas, asociado 
a valores de pureza cercanos a los 1,7 (proporción 
DO260/DO280). El análisis cualitativo en agarosa demos-
tró una banda de DNA bien definida sin indicios de 
degradación. (figura 1)

Una vez verificada la calidad del DNA, se ajustaron los 
parámetros correspondientes a la amplificación de las re-
giones microsatélites seleccionadas. En todos los casos 
se aplicó un protocolo de ciclado del tipo touch down 
ya que permitió obtener bandas con el tamaño esperado 
para los amplicones de cada marcador. (figura 2)

Figura 1: DNA extraído de acículas de Pinus taeda. Electroforesis en 1% agarosa, teñido con Bromuro de Etidio. En cada carril se 
cargaron 2 ml de DNA.

Figura 2: Amplificación de regiones STRs de Pinus taeda en 12% de PAGE desnaturalizante y teñido con Nitrato de Plata. C-, control 
negativo; M, peso molecular; cebadores: 1) RIPPT-11, 2) PtTX3037, 3) PtTX2037, 4) RIPPT-79, 5) RIPPT-65, 6) RIPPT-32, 7) RIPPT-31, 
8) RIPPT-1; → indican las bandas correspondientes a los microsatélites. En cada carril se cargaron 3 ml del producto de PCR.

BIOTECNOLOGIA XIV-1 JUL 2012.indd   220 04/09/2012   23:04:05



Marcadores microsatélites para la industria forestal 221

Estandarización de marcadores microsatélites para 
Araucaria angustifolia

La extracción de DNA para A. angustifolia mostró un 
rendimiento de 1,67 mg/mg de hojas frescas, asocia-
do a valores de pureza cercanos a los 1,7 (proporción 
DO260/DO280). El análisis cualitativo en agarosa demos-
tró una banda de DNA bien definida sin indicios de 
degradación. (figura 3)

Una vez verificada la calidad del DNA, se realizaron 
los ensayos para estandarizar la amplificación de las 
regiones microsatélites seleccionadas. Al aplicarlo al 
estudio de individuos de una forestación local los mar-
cadores Ag20, Ag45, Ag94 y Ag56 fueron los únicos 
que amplificaron mostrando un perfil variable entre las 
muestras (figura 4). En todos los casos la PCR mostra-
ron bandas con el tamaño esperado para los amplico-
nes de cada marcador. 

Discusión

El coaislamiento de polisacáridos, fenoles, terpenos 
y compuestos secundarios es el principal problema 
encontrado en el aislamiento y purificación de DNA 
vegetal, pudiendo dañar el DNA e inhibir la acción de 
la enzima Taq polimerasa (Moralinari et al., 2001). En 
este sentido, las hojas de las coníferas contienen áci-
dos, resinas y polifenoles, los cuales son poderosos 
agentes oxidantes presentes en muchas especies de 
plantas, pueden reducir la producción y pureza del 
DNA extraído por unión covalente al mismo haciéndo-
lo inútil para la mayoría de las aplicaciones subsiguien-
tes (Katterman and Shattuck, 1983; Peterson et al., 
1997). Una manera de minimizar los efectos causados 
por estos compuestos es con el agregado de agentes 
antioxidantes como el polivinilpirrilidona (PVP) (Mali-
yakal, 1992) y el metabisulfito de sodio que tienen por 

Figura 3: DNA extraído de hojas de Araucaria angustifolia. Electroforesis en 1% agarosa, teñido con Bromuro de Etidio. En cada 
carril se cargaron 2 ml de DNA.

Figura 4. Amplificación de regiones STRs de Araucaria angustifolia en 12% de PAGE desnaturalizante y teñido con Nitrato de Plata. 
Se muestran los perfiles característicos obtenidos para cada marcador. En cada carril se cargaron 3 ml del producto de PCR.
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función unirse a los polifenoles provocando su preci-
pitación obteniéndose así DNA de mejor calidad. De 
modo general, el protocolo de extracción de DNA más 
utilizado para las diferentes especies es el CTAB (bro-
muro de cetiltrimetilamonio) (Doyle y Doyle, 1990). 
Las diferencias básicas testadas en este trabajo estu-
vieron en la composición del tampón de extracción 
integrado por: un agente tampón para estabilizar el pH 
alrededor de 8,0; una sal para disociar las proteínas del 
DNA; un detergente para solubilizar las membranas y 
auxiliar en la inactivación de algunas enzimas, y un in-
hibidor de DNasa para proteger el DNA (Bered, 1998); 
y en los métodos de purificación en donde se ensa-
yaron métodos: por extracción con solventes, y por 
extracción con solventes mas precipitación salina. La 
degradación del DNA se evitó realizando todos los pa-
sos a temperatura ambiente. En el segundo lavado con 
cloroformo: alcohol isoamílico se realizó una incuba-
ción por 30 minutos que ayudó al retiro de pigmentos, 
luego se realizó una nueva purificación con acetato de 
potasio para eliminar restos de proteínas que todavía 
quedaran en suspensión. Después de la precipitación 
se efectuó una reprecipitación con etanol y acetato de 
sodio con lo cual no se formaron dos fases que si se 
formaba cuando utilizábamos isopropanol lo que lleva 
a suponer que la formación de una fase más densa 
estaría provocada por  pigmentos miscibles en agua 
y solventes muy polares. Para evitar posibles interfe-
rencias en las etapas de amplificación ulteriores se 
purificaron las muestras. La sumatoria de estos pasos 
permitió la obtención de un DNA más puro e íntegro 
que pudo ser amplificado.

Los cebadores utilizados para la amplificación de 
microsatélites fueron seleccionadas secuencias poli-
morficas de la base de datos GenBank teniendo en 
cuenta los datos genómicos disponibles para regiones 
microsatélites previamente descriptos para Pinus taeda 
(Echt et al., 1997; Elsik et al., 2000). Los número de 
acceso de las secuencias utilizadas fueron: BV683040, 
BV683146, BV683043, BV683044, BV683047, 
BV683052, BV683053, AF143959, AF143975. La 
amplificación con los distintos cebadores produjeron 
bandas con el tamaño esperado. Los cebadores que 
produjeron una única banda del tamaño esperado fue-
ron: RIPPTs 1 de 263 pb, RIPPTs 11 de 171 pb, RIPPTs 
31 de 261pb, RIPPTs 79 de 139 pb, PtTX2037 237 
aproximadamente, por lo que se trataría de un indivi-
duo homocigoto para estos microsatélites. Los ceba-
dores que dieron como producto de la amplificación 
dos bandas del tamaño esperado fueron: RIPPTs 32 
una de 183 y otra de 188 pb, RIPPTs 65 de 142 y de 
139 pb, PtTX3037 de 124 y 126 pb aproximadamente, 
por lo que se trataría de un individuo heterocigoto, 

es decir con dos alelos para cada uno de estos locus 
de los microsatélites correspondientes. Nuestros resul-
tados sugieren que éste método podría ser eficiente 
en estudios poblacionales de Pinus taeda mediante el 
análisis de STRs.

Por otro lado, para Araucaria angustifolia se selecciona-
ron los cebadores que presentaron el mayor grado de 
heterocigocidad y numero de alelos en un población 
de Brasil con la cual fueron descriptos (Salgueiro et al., 
2005). 

Los cebadores seleccionados fueron analizados me-
diante programas bioinformáticas con el fin de prede-
cir el comportamiento del proceso de amplificación 
y verificar el tamaño de los productos esperados. 
En el análisis se permitió vislumbrar la posible apari-
ción de bandas producidas por el apareamiento de 
cebadores en el extremo 3’ fenómeno denominado 
“primer-dímeros”, mientras que por otro lado la auto-
complementariedad medida por el parámetro “ANY” 
predijo el consumo de cebadores por autohibridación. 
De acuerdo al análisis bioinformático las temperaturas 
de hibridación de todos los cebadores eran distintas 
por lo que se planificaron ensayos de estandarización 
individuales. 

Los parámetros de amplificación establecidos por in-
vestigaciones previas de otros grupos (Salgueiro et al., 
2005) fueron adecuados para iniciar la amplificación 
en las condiciones de trabajo de nuestro laboratorio 
con las muestras obtenidas por los métodos de ex-
tracción descriptos. Sin embargo, fueron necesarios 
ajustes principalmente en la Tm para tratar de encon-
trar un punto común que favorezca la amplificación 
simultánea de todos los STR. Esto no arrojo resulta-
dos favorables debiendo probablemente debido a las 
características del conjunto de cebadores usados que 
durante el análisis bioinformático predijo la aparición 
de dímeros y el consumo de cebadores que disminuye 
el rendimiento de las amplificaciones. Por esta razón 
para cada tipo de cebador debe trabajarse individual-
mente, o se deben establecer modificaciones que per-
mitan su hibridación conjunta.

De todas las secuencias seleccionadas y analiza-
das, AG20, AG 23, AG 45, AG56, AG62, AG94, 
(AJ749964, AJ749965, AJ749966, AJ749967, 
AJ749968, AJ749969) únicamente las AG20, AG45, 
AG56 y AG94 fueron útiles y representativas a la hora 
de aplicar la plantilla de microsatélites al estudio pobla-
cional. Incluso, algunas secuencias como AG20 deben 
ser testeadas con otras poblaciones por su alta tasa 
de homocigocidad. Esto expone la relevancia de con-
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tinuar en el futuro con la búsqueda de otras regiones 
microsatélites para esta especie.

Conclusiones

Se optimizaron técnicas de extracción de DNA genó-
mico para Pinus taeda y A. angustifolia  obteniéndose 
DNA amplificable. 

Para Pinus taeda, la utilización de los cebadores 
RIPPT-1, RIPPT-11, RIPPT-31, RIPPT-32, RIPPT-65, 
RIPPT-79, PtTX3037 y PtTX2037 con DNA extraído 
de acículas permitieron la obtención de bandas que 
corresponden a los tamaños esperados, pudiendo ser 
utilizados para estudios poblacionales de esta especie. 

Para A. angustifolia, la utilización de los cebadores 
AG56, AG94, AG45 y AG20 con DNA extraído de 
hojas frescas permitieron la obtención de bandas 
que corresponden a los tamaños esperados, pudien-
do ser utilizados para estudios poblacionales de esta 
especie. 
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