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EI cultivo de Jamaica (Hibiscus sabdariffa L.) es originaria de Africa, pertenece ala

familia Malvaceae. En nuestro pais, escultivada en 15 estadosde la Republica. La

diversidad genetica presente en las variedades actualmente utilizadas esta dada

principalmenteporcruzamientosnaturalesyselecci6n;noobstante,existeunvacioen

laidentificaci6nvarietal,estudiossobrediversidadyestructurageneticadelasmismas.

Aunqueexistenalgunosestudiosanivelinternacional,elnumerode muestrasutilizado

hasidolimitadoosehanenfocadoenotrasespeciesdeHibiscus. Portalmotivo,es

necesarioestimarladiversidadgeneticade las variedadesdeJamaica tanto a nivel

morfol6gico como molecular. EI objetivo del presente trabajo fue estimar mediante el

usodemarcadoresmoleculares, los nivelesdediversidad geneticapresentesen64

accesionesdejamaica (Hibiscussabdariffa L.).Seincluyeron 64accesionesoriginarias

de Nayarit, Guerrero, Colima y Puebla. EI DNA gen6mico se obtuvo a partir de tejido

foliar li6filizado mediante el metodo de CTAB modificado. Para el analisis molecular se

utilizaron las combinaciones de primers derivados del Citocromo P450

,CYP2B6F/CYP1A1 R, CYP1A1F/CYP2B6R, CYP1A1F/CYP2C19R,

CYP2C19F/CYP2C19R, CYP2B6F/CYP2B6R Y CYP2B6F/CYP2C19R, ademas se

amplificaron cinco combinaciones de AFLPs las cuales fueron altamente informativas

Eco RI + AAG/Mse I + CAC, Eco RI + ACG/Mse I + CAAG, Eco RI + AAG/Mse 1+ CAG,

Eco RI+ ACG/Mse I +CAGC y Eco RI + AAG/Mse I + CGC. Los fragmentos

amplificadossevisualizaron en geles de poliacrilamida (8%). Losparametrosbasicos

de diversidad genetica y el analisis de coordenadas principales (PCoA) fueron

realizados con el software GenAlEx 6.5. EI fenograma se construy6 con la matriz de

distancias geneticas empleando la metodologia de Neighbor-Joining (N-J), con el

software Mega 5.2. Los resultados de las combinaciones del CYP450 indicaron

82.65% de polimorfismoyOA03 de heterocigosidad esperadatotal,siendoestaultima

consideracomo moderada a alta, en comparaci6n con otros resultados reportados

previamente (0.305, empleando marcadores AFLP·s). A traves del PCoA se explic6 el

74.76% de la variaci6n genetica, mientras que en el fenograma N-J las muestras de



Jamaicafueron separadasentresgruposprincipalesycada uno con dossubgruposy

subdivisiones. Este ultimo analisis separ6 claramente los progenitores que dieron

origen a los materiales de Nayarit, ubicandolos en los extremes opuestos del

fenograma, mientras que el resto de los materiales nomostraron ningunatendencia

en la agrupaci6n. En el caso de los AFLPs se observ6 un 86.57 % de polimorfismo,

con un promedio de 32.4 loci polim6rficos por combinaci6n de marcadores, la

diversidad genetica de (Nei) fue de 0.310, valoressimilaresa los reportadosenotros

estudios (0.305, tambie!n con marcadores AFLPs). Se estableci6 que no hay genotipos

duplicadosenlacolecci6n, sin embargo, existe un grado de parentesco elevado en los

materialesdeacuerdoaladispersi6ndelfenograma
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CAPiTULO I. INTRODUCCION GENERAL

1.1. INTRODUCCION

La jamaica (Hibiscus sabdariffa L.), tambien conocida como flor de jamaica, rosa de

Jerico y roselle, es una planta dicotiledonea de la familia Malvaceae, quetiene su

centro de origen en Africa (Maiti et al., 2010, Solorzano y Macario, 2002). Actualmente

es cultivada en regiones tropicales y subtropicales de Asia, Oceania y America (Gomez

etal., 2008). Su rango de distribucion abarca desde el nivel del mar de 0 hasta los

1,400 metros y una temperatura de 22 a 25'C, debido a que su germinacion optima se

encuentra a los 25'C. Requiere de una precipitacion anual de 500 a 1,000 mm

distribuidodurante el periodo vegetativode cuatro a cinco meses. Esta planta crece

bien en distintas clases de suelos, pero los mas indicados son los suelos francos

pesadosoarcillososconhumedadpermanenteyfertilidad moderada(Urbina,2009).

Esta plantafueintroducidaen MexicoenelsigloXVII,desdeentoncessehacultivado

en 15estadosdel pais, siendoGuerrero, Oaxaca, MichoacanyNayarit los principales

productores (Dominguezetal., 2007).

Ortiz-Marquez (2008) hace la siguienteciasificacion botanicade estaplanta:

Reino Plante

Sub-reino Tracheobionta

Super-division Spermatophyta

Division Anthophyta

Clase Magnoliapsida

Subclase Dilleniidae

Orden Malvales

Familia Malvaceae

Genero Hubiscus.

Especie HibiscussabdariffaL.



1.2. ANTECEDENTES

1.2.1. Orden Malvaes

Encuantoasuscaracteristicasmorfol6gicas, lajamaica es una piantaanualcontallo

semilenoso, raiz pivotante, hojas alternas de color verde con bordes aserrados,

peciolos largos y erguidos. Su tipo de reproducci6n es aut6gama de origen

alotetraploidecon unnumerocromos6mic02n=4x= 72 (Alcoces, 2009). Presenta

floresaxilaresysolitariasqueabrenundiaydespuesdeuntiempocorto,lacorolase

marchitaycae,quedandoloscalices,loscualessealargan,setornancarnososyal

final del cicio vegetativo se cosechan y deshidratan, generalmente al sol, 10 que

constituyeelproductocomercialqueseobtienedeestaplanta.EI fruto tiene una forma

capsuiarquecontieneunpromediode20semillas,Iascuaiestienen un color negro

(Hidalgo etal., 2009). Deacuerdoa lavariedad,el rendimientodelcaliz,oscila entre

0.5 a2toneladas porhectarea (G6mezeta/., 2008). Los calices son utilizados para

preparaci6ndebebidase infusiones, tambien utilizadasenlamedicinatradicionaly

diferente trabajos evidencian que contiene compuestos bioactivos que son

potencialmente beneficos para la salud (Maganha et a/., 2010). En paises del

continenteAfricano yAsiatico, las hojas tiernas se utilizan en sopas y salsas. En el

norte de Nigeria, lassemillassefermentanparaprepararunalimentoqueseconoce

como Mungza Ntusa. En Sudan se utilizan como sustituto de la carne y se preparan

en forma tradicional mediante la cocci6n de semillas de jamaica que se fermentan por

nueve dias (Yagoub etal., 2004). De las semillas tambien se puede obtenerun aceite

comestible 0 se pueden utilizar como alimento para aves (Mohamed et a/., 2007). Para

realizarmejoramientogeneticoenelcultivodelajamaica, se hanaplicado lostres

metodos tradicionales que son introducci6n, selecci6n e hibridaci6n. En cuanto a la

introducci6n,-esfrecuentela movilizaci6n de semillas de una regi6naotra,demanera

que, de algun modo, variedadesquehansidoseleccionadasen Nayarit,soncultivadas

actualmente en parses como Guatemala y Nicaragua (Hidalgo et al., 2009).



Adicionalmente, la selecci6n es un metoda aplicado por los productores y como

resultado de la misma, existen materiales en diferentes regiones que presentan

modificacionessutilesrespectoa lasvariedadescomunmente cultivadas,locual ha

dificultadolacaracterizaci6ndelasmismas. Finalmente,elmetododehibridaci6nha

side utilizado en el programa de mejoramiento genetico de la Unidad Academica de

Agricultura, de la Universidad Aut6noma de Nayarit, para generar variaci6n, por 10 que

a partir de lageneraci6nde poblacionessegregantesde losdistintoshibridos

desarrollados, sehaaplicadolaselecci6n, considerandodiferentes aspectos de interes

como el rendimiento de calices, contenido de antocianinas, acidez, precocidad,

sanidad de las plantas, presencia de tricomasen los calices yfacilidadparacosecha

entre otras caracteristicas (Caroetal., 2010).

1.2.2. MarcadoresMoleculares

A pesarde la importancia de lajamaica, existe una restringida informaci6nsobrela

diversidadgeneticaenestaespecie. La mayoria de los estudios disponibles se han

realizado con marcadores RAPDs y AFLPs donde el numero de muestras utilizadas

hasidolimitadoosehan enfocadoenotrasespeciesdelgenero Hibiscus (G6mez et

al., 2008). Sin embargo, con base en las observaciones en campo, se sospechaque

existe una amplia diversidad genetica, reflejado en su fenotipo, producto de la

adaptaci6n en losdiferentes sitiosde introducci6n (Poncianoe Hidalgo, 2012). Pocos

autoreshan reportado sus esfuerzosen elestablecimientode ladiversidadgenetica

de la rosa de jamaica utilizando la tecnica de RAPDs en paises como Egipto, Estados

Unidos y Mexico (Hussein et al., 2010, Jendereck et al., 1997, G6meL et al., 2008).

Menosfrecuentessonlosestudioshechoscon microsatelites (Torres etal., 2011)y

AFLP. Aunque existen estos reportes a nivel mundial, en Mexico los analisis de

diversidad genetica en jamaica son incipientes. Los marcadores moleculares son

herramientas_quepermitencuantificarladiversidadgenetica: la elecci6n del sistema

de marcadoresmolecularesdependeradeltipodeestudio, yasean paraanalisisde

diversidadgeneticaoestudiosevolutivosentreotros.Algunossistemasdemarcadores

estan basados en la hibridaci6n del DNA, como los RFLPs (Restriction Fragment

Length Polymorphism) 0 polimorfismo en la longitud de fragmentos de restricci6n.



Estos marcadores han side usados en el mapeo comparativo entre especies. Tambilm

hay marcadores basados en la amplificaci6n arbitraria 0 semiarbitraria del DNA como

10 son los RAPDs (Random Amplified Polymorphic DNAs) 0 DNA polim6rfico

amplificado aleatoriamente, que pueden resultardecualquiercambioenlasecuencia

ositiodeuni6ndeliniciador(mutaci6npuntual),locualimpidequeeliniciadorseuna

ala cadena, otambien puedenserel productodecambiosquealtereneltamaiioo

impidan la exitosa amplificaci6n del DNA molde y AFLPs (Amplified Fragment Length

Polymorphism) 0 polimorfismos en la longitud de fragmentos amplificados, esto son

consideradosmarcadoresdealtaeficacia,permitenelanalisisdeunelevadonumero

de loci porexperimento sin requeririnformaci6n previa sobresu secuencia, son en su

mayoria dominantes y altamente reproducibles. (Martinez et aI., 2010). Tales

marcadoressuelenregistrarladiversidadgeneticamenteenregionesneutras,perola

pregunta sigue siendo si esta diversidad refleja todo el genoma. Los VNTR (Variable

Number of Tandem Repeats) 0 repeticiones en tandem de numero variable 0

conocidoscomominisatelites, que son repeticionesentandemde numerovariableque

pueden tener entre 15 y 100 pares de bases (pb). Ademas, los VNTR pueden estar

dentro de genes 0 entre ellos. Los ISSRs (Inter-simple Sequence Repeats) 0 inter­

secuencias repetidas simples, son una tecnica relativamente nueva y similar a los

RAPDs, excepto que en los ISSRs el primer es un di 6 trinucleotido repetido. Los SSR

(Simple Sequence Repeats) tambien conocidos como secuencias simples repetidas 0

simplemente, microsatelites, son regionesdesecuencias pequeiias (dos a 10 pares

debases)repetidas, arregladasenserie, lascualesseasumequeestandistribuidas

azarosamente por todo el DNA (su principal ventaja es que se trata de un marcador

codominante).

Dtro marcador que se ha empezado a emplear para tener un mayor conocimiento de

la especies cuando se conoee poco de elias ya que los genes de Citocromo P450

(CYP450) p~drian proporcionar herramientas universales para la evaluacion de la

diversidadgeneticadetodoelgenomaendiversasespeciesdeplantasquenotienen

marcadores geneticos. EI CYP450 se encuentra ampliamente en animales plantas y

microorganismos (Schalk et al., 1999). En plantas superiores, el CYPP450 juega un



papel importante en la sintesis de enzimas que intervienen el proceso de las

biosintesis de metabolitos y desintoxicaci6n. Debido a su abundancia en los

organismos vivos, se ha explorado la posibilidad de emplea·rlos como marcadores

universales en estudiosgeneticos (Inui etal., 2000).

En el caso particular de losestudios realizados deespecies del genera Hibiscus los

mascercanossonelhechoporTang etal., (2003)elcualutiliz6 los marcadoresde

AFLPspararevelarlosnivelesdediversidadgeneticapresentesennuevepoblaciones

de la costa sur de China para un mayor conocimiento de la especie (H. tiliaceus). Por

otra parte, Cheng et al., (2004) analiz6 las relaciones geneticas e identific6 las

especies existentes en China, de kenaf (H. cannabinus L.) tambien empleando AFLPs.

Ponciano e Hidalgo, (2012) mediante marcadores AFLPs realizaron un estudio de

caracterizaci6n ydiversidad geneticaen laespecie de jamaica (H. sabdariffaL.)en

una colecci6nde 17genotipos cultivados en Guatemala.

ElpresentetrabajobusC6analizarladiversidadgeneticadelasvariedadesdejamaica

cultivadas en Mexico mediante el empleo de marcadores derivados del CYP450 y

marcadoresAFLPs.

1.3. JUSTIFICACION

A pesar de la importancia de la jamaica, existe restringida informaci6n sobre la

diversidad genetica en la especie, por 10 que es necesario usa'" marcadores

moleculares que nos permitan tener un gran numero de polimorfismos, como 10 son

los marcadores derivados del CYP450 y 0 los AFLPs, los cuales permitiran conocer la

diversidadgenetica presenteen las variedades de jamaica en Mexico que puedan dar

pauta a nuev.?s esquemas de mejoramientoen nuestro pais.



HIPOTESIS

La alta diversidad morfol6gica presente en la jamaica, puede ser un reflejo de la

diversidadgeneticaexistentecomorespuestaadiferentessitiosdecultivoenMexico.

1.5. OBJETIVOS

1.5.1.0bjetivoGeneral

~ Estimar mediante el usa de marcadores moleculares. los niveles de diversidad

genetica presentesen 64 accesionesdejamaica (HibiscussabdariffaL.)

1.5.2.0bjetivosEspecificos

./ Estandarizar el protocola para extracci6n de DNA en hojas de jamaica (Hibiscus

sabdariffa L.).

v' Emplearmarcadoresmolecularesderivadosdegenesestructurales, utilizarel

Citocromo 450 (CYP450), para estimar los parametros de diversidad genetica.

v' Emplear marcadores moleculares neutrales como los polimorfismos en la

longitud de fragmentos amplificados (AFLPs). para estimar los parametros de

diversidadgenetica.
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CAPiTULO II. OPTIMIZACION DE UN PROTOCOlO PARA AISlAMIENTO DE DNA

EN HOJAS DE JAMAICA (Hibiscus sabdariffa l.)

2.1. RESUMEN

La extracci6n de DNA para diversos estudios en el campo de la biologia molecular es

el paso inicial el cual necesita que el DNA este libre de polisacaridos, polifenoles,

proteinas y RNA de plantas. En general, existen diversos metodos de extracci6n de

DNA, sin embargo, algunos de ellos consumen mucho tiempo y utilizan reactivos y/o

equiposcostosos. EI objetivodel presenteestudiofueoptimizarun protocolo f<3pido,

eficienteyde bajocostoparaextraerDNAa partir de hojasde Hibiscussabdariffa L.

Lasvariablesevaluadasfueronelrendimiento(ng/lJl),pureza(A26o:28o),integridad(Gel

agarosa aI1%) y funcionalidad del DNA (peR) purificado a partir de hojas de jamaica,

empleando tres diferentes metodos de extracci6n de DNA: Haque et al., (2008)

(metodo I); Doyle-Doyle et al., (1987) (metodo 11) y Huang et al., (2013) (metodo 111).

Las variables de rendimiento y pureza del DNA mostraron diferencias significativas en

los tres metodos. La funcionalidad del DNA obtenido por los metodos (I y II) fue

evaluada poria amplificaci6n de los marcadores rcbLymatKlos cualesgeneraron

perfiles de bandasnitidas, de buena calidady de facil interpretaci6n parael DNA que

seobtuvomedianteelmetodo(I)laamplificaci6nfuiinhibidadebidoa existe presencia

demetabolitossecundarios. Se recomiendael uso de metodo (111) para laextracci6n

de DNA de H. sabdariffa para obtener mayor rendimiento de DNA con calidad y pureza

6ptima para aplicacionesde marcadores moleculares.

10



2.2. INTRODUCCION

Losprotocolosdeextracci6nypurificaci6ndeacidosnucleicossonesencialesparal;l

mayoria de las aplicaciones en biologia molecular, tecnicas como PCR tiempo real,

microarreglos y los marcadores moleculares que utilizan DNA, requieren como punta

de partida que el DNA este integro y libre de contaminantes (Menossi et a/., 2007;

Khan eta/., 2011; Changeta/., 2012 YGarces eta/., 2014).

En plantas,elexitoenlasdiversasaplicaciones biotecnol6gicas que involucran el uso

de DNA depende en gran medida del rendimiento y pureza que se obtiene. Uno de los

problemasenlaobtenci6ndelmaterialgeneticoenelreinovegetalsonlosproductos

de su metabolismo secundario que las plantas secretan (f1avonoides, terpenos,

polifenoles, quinonas y alcaloides).Estos compuestos son muy variados entre

especies, porlotantonoes posiblela aplicaci6nde un solo metodo de extracci6nde

DNA universal (Khanuja at a/., 1999), ya que estos metabolitos ocasionan la

degradaci6n del DNA y pueden inhibir posteriores tecnicas basicas yanalisis

moleculares, como por ejemplo la secuenciaci6n del DNA 0 la PCR (Reacci6n en

Cadenadela Polimerasa).

LamayoriadelosprotocolosexistentesparaaislarypurificarelDNAdebuenacalidad,

se basan en el metoda de CTAB (Bromuro de cetiltrimetilamonio), por ser un metodo

mas econ6mico (Doyle-Doyle, 1990 y Sahu et a/., 2012). Esta es una de las razones

de por que es recomendable estandarizar un protocolo de extracci6n de DNA para

cada especie (Kim et a/., 1997). Para la optimizaci6n de un metodo de extracci6n para

Hibiscus Sabdariffa L., se establecieron tres protocolos de extracci6n de DNA basados

en metodo de CTAB de acuerdo con Haque et a/., (2008); Doyle-Doyle et a/., (1987) y

Huangeta/., (2013) para removerpolisacaridos que seencuentran presentesen esta

especie.

La PCR es una de las tecnicas basicas en el campo de la biologia molecular. Esta

tecnica es empleada para la amplificaci6n enzimatica in vitro de una regi6n de DNA

conocida. Esta basada en el mecanismo de replicaci6n in vivo de DNA. Presenta tres



etapasprincipales: ladesnaturalizacion de la doble cadena de DNA, el alineamiento

de los iniciadorescon cada cadena sencillayporultimola sintesis delosfragmentos

o tambiem lIamada extension (Mullis K et al., 1986, Somma y Querci, 2007).

Esta tecnica puede determinar indirectamente, el 9rado de pureza del DNA al permitir

que se lIeve a cabo la actividad de la DNA polimerasa. Los parametres de temperatura

y tiempo en el que se efectUan cada una de las etapas son dependiente de la

temperatura de fusi6n del DNA y de activaci6n de la DNA polimerasa, la composicion

nucleotidica de los iniciadoresyla cantidad de preductos que deseamos obtener para

posterioresanalisis(White, 1993)

EI objetivodel presentetrabajoestudiofueestablecerun protocolo optimizado para

purificar DNA de hojas de H. sabdariffa a concentraciones altas con una pureza optima,

que sea de forma rapida yeconomica.
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2.3. MATERIAlES Y METODOS

2.3.1. Material vegetal

Se emplearon 64 accesiones de germoplasma de jamaica, las cuales fueron

recolectadas en cuatro estados productores de Mexico: Nayarit, Guerrero, Colima y

Puebla. Los materialesfueron agrupadosen cuatro poblacionesde acuerdocon su

procedencia. Estasaccesionessonmateriales mejoradosydeusocomunenestas

regiones, obtenidos por la Universidad Aut6noma de Nayarit y el Campo Experimental

Iguala, dellNIFAP en el estado de Guerrero (Cuadro 1).

Por accesi6n se sembraron 20 semillas individualmente en charolas de poliestireno

con 240 cavidadescon sustrato peat moos esterilizado. Lassemillasseincubaronen

un cuarto de germinaci6n con condiciones controladas (27±2 ·C, 90%HR), con 16

horas luz y 8 horas oscuridad. Para la extracci6n de DNA, se emplearon hojas

verdaderas de cada accesi6n despues de 25 dias de germinaci6n las cuales se

recolectaronenbulk,porcadaaccesi6n.Lashojasrecolectadasfueronalmacenadas

a-80·Cparasucongelaci6nporalmenos48horas.Posteriormente,seliofilizaroncon

una presi6n devacio de 0.35 Baryuna temperatura de -85 'C durante una semana.

Una vez liofilizadas, el tejido foliarse pulveriz6 empleando el equipo TissueLyser II.

Para el ensayo de extracci6n de DNA, se colocaron 50 mg de tejido liofilizado de cada

accesi6n,entubosde2.0mL.





2.3.2. Protocolo de Extraccion de DNA

Se establecieron tres protocolos de extracci6n y purificaci6n de DNA basados en al

metodo de CTAB. Las 64 accesiones se emplearon para ser evaluadas con tres

diferentes protocolos de extracci6n de DNA basados en el metodo de CTAB: Haque et

a/., (2008); Doyle-Doyleetal., (1987) YHuang etal., (2013).

La mayoria de los metodos existentes, para purificar y aislar el DNA con una buena

calidad, estan basados en el metodo del CTAB (Bromuro de cetiltrimetilamonio) el cual

esundetergentequesirveparasolubilizarlasmembranasyauxiliarenlainactivaci6n

dealgunasenzimas.NaCI(Clorurodesodio)esunasalparadisociarlasproteinasdel

DNA, Tris (hidroximetil) Tris-HCI (Aminometano con acido clorhidrico) estabiliza el pH

en torno de 8, EDTA (Acido etilendiaminotetraacetico) es un agente quelante de iones

divalentes,comoel Mg+2 yel Ca+2,yporlotanto un poderosoinhibidordelasnucleasas

que usan estos iones como cofactores. EI BME (!3-mercaptoetanol) es un agente

reductorquedesnaturalizaperoxidasasypolifenoloxidasas, impidiendolaacci6nde

estas enzimas sobre el DNA. EI PVP (polivinilpirrilidona) es un antioxidante que inhibe

la acci6n de compuestos fen6licos ademasactua absorbiendo los polifenoles, LSS

(Lauril sulfato de sodio) precipita las proteinas Iiberadas sin producir la

despolimerizaci6n del nucleo, Borax (Boratode sodio) para removerpolisacaridosen

laetapadeprecipitaci6n.(Cuadr02).



Cuadro 2. Composici6n del buffer de extracci6n de DNA gen6mico.

Tris-HCI NaCI EDTA CTAB BME PVP Borax LSS

Metodo

I. Haqueetal. (2008)

II. Doyle-Doyleetal. (1987) 100

% mM % mM %

III. Huangetal. (2013) 1402 20

Tris-HCI (Hidroximetil amino metano con acido c1orhidrico), NaCI (Cloruro de sodio),
EDTA (Acido etilendiaminotetraacetico), CTAB (Hexadecil trimetil bromuro de amonio),
BME (J3-mercaptoetanol), PVP (Polivinilpirrolidona),'LSS (Lauril sulfato de sodio) y
Borax(Boratodesodio).

2.3.3. Metodo general deextracci6n

EI procedimiento general deextracci6n se describe a continuaci6n: secolocaron 50

mgdetejidoliofilizadoen tubosde2mL,a los cuales seagregaron 1000 jJl del buffer

deextracci6n con concentracionesdiferentes, dependiendodelmetodoaevaluarse

(Cuadro 3)(previamentecalentadoa65°C), realizandoseal menos 10 inversiones

manualessuaves decada tubo, para lograruna mezcla homogemeadel buffery la

muestra de tejido. Posteriormente, las muestras se colocaron en un homo a 65°C, en

agitaci6n constante, durante 90 minutos.

Transcurrido ese tiempo, las muestras se retiraron del homo y se dejaron enfriar

durante 5 minutos aproximadamente a temperatura ambiente (TA). Se adicionaron 500

jJl de cloroformo/isoamil alcohol (24:1) mezclando suavemente Iostubosporinversi6n

durante 10 min.a TA. Para el metodo III, se emple6 diclorometano en lugar de la

soluci6n de cloroformo/isoamilalcohol. Las muestrasfueron centrifugadasdurante10

mina14,000xg.Lafasesuperiorfuedecantadaenuntubonuevode2mLyserepiti6

el mismoprocedimiento. Despuesdelasegundacentrifugaci6n, lafasesuperiorfue

transferida a un tubo nuevo de 2 mL que contenia 5jJi de RNasa (10 mg/mL) por medio



de una pipeta, teniendo especial cuidado de no absorberla interfase,nuevamentelas

muestrassemezclaronporinversi6ncuatrovecesysedejaronincubarpor30minutos

EI DNA fue precipitado con 600 IJI de isopropanol frio (en este paso se observ61a

formaci6ndelahebradeDNA),paradespuescentrifugarlostubosa4500 x gdurante

10minutos.Elisopropanolfuedecantado,teniendoespecialcuidadodenodesprender

la pastilla de DNA en elfondodeltubo. Se realizaron dos lavados con etanol al75 y

95% durante cinco minutos, centrifugando despues de cada lavado a 14, 000 x 9

durante10minutos.

Finalmente,lapastiliadeDNAsedej6secardurantetodalanocheen05Curidad,para

eliminar todo el residuo de alcohol. AI dia siguiente la pastilla de DNA fue resuspendi

da en 300 IJI de bufferTE (1 M Tris-HCI pH 7.5, 0.5 M EDTA pH 8.0).

17



Cuadro 3. Comparaci6n de Buffer de extracci6n para los metodos de Haque et a/., (2008), Doyle y Doyle, (1987) y
Huangetal., (2013).

5tok Metodol[Final) Metodoll [Final) Metodolll [Final)

dH20

1 M Tris HCI pH 7.5 100mM 100Mm 200mM

5MNaCI 700mM 700mM 2M

0.5 M EDTA pH 8.0 50mM 50mM

CTAB 3.50% 2% 2%

14MBME 420mM 280mM

PVP 3% 2% 2%

LSS 1%

0.25M Borax 20mM

Tris-HCI (Hidroximetil amino metano con acido c1orhidrico), NaCI (Cloruro de sodio), EDTA (Acido
etilendiaminotetraacetico), CTAB (Hexadecil trimetil bromuro de amonio), BME (~-mercaptoetanol), PVP
(Polivinilpirrolidona), LSS (Lauril sulfato de sodio), Borax (Borato de sodio) y dH20 (agua).



2.3.6. Evaluaci6n del DNA aislado

Cuantificacion, purezaeintegridaddel DNA.

La concentracion y pureza de las muestras de DNA obtenido en cada metodo fue

determinada por medio de espectrofotometria, mientras que la integridad de los ilcidos

nucleicosseverific6demaneravisualmedianteelectroforesisen gel de agarosaal

1%. Finalmente, la funcionalidad de las muestras de DNA fue evaluada por medio de

laamplificaciondelosgenesrcbLymatK.

Para la primera evaluacion, se utilizo el espectrofotometro NanoDrop 20000 Thermo

Scientific, el cual permite obtener Par medio de un microlitro (jJl) de muestra la cantidad

de DNA (ng/jJl) y la calidad por medio del range A26o:2Bo. Este ultimo valor nos permitio

determinarlapresenciadecontaminantes.Silosvaloresresultantesfueronpordebajo

(1.8) indica que aun hay restos celulares que no se pudieron eliminardurante la

extraccion de DNA, porel contrario, valores mayores a (2.0) indicaban residuos de

solucionesempleadasdurantelaaplicaci6ndelprotocolodeextraccion

En la segunda evaluacion la cantidad e integridad del DNA se verific6 visualmente

mediante la electroforesis en gel de agarosa a11% tenido en soluci6n GelRed™

0.001X, se cargo por pozo 30 ng/jJl de DNA gen6mico el cual se corri6 en un buffer

TBE 1X por 30 minutos a 80 volts y visualizo con luz ultravioleta en un

fotodocumentador. Para comprobar la ausencia de los contaminantes y medir el

rendimiento del DNA se utilizo la tecnica de la PCR, su producto se visualizo por medio

deelectroforesis horizontal en un gel de agarosaal 2%. La reaccion serealizo en un

volumen final de 20 jJL, con 0.8X de Taq polimerasa (RedTaq® ReadyMixTM PCR

Reaction Mix, SIGMA-ALDRICH), 1 jJM de cada iniciador y 40 ng de DNA y H20

bidestilada, hasta alcanzarel volumen final. Las condiciones de amplificacionfueron

lassiguientes:unpasoinicialdedesnaturalizaciona94°Cdurante5minutos,seguido

de 40 ciclos de desnaturalizacion a 94°C durante 40 segundos, un paso de

alineamientoa48°Cdurante40segundosyun pasodeextensi6n a 72°C durante un

minuto,paraterminarconunapasodeextensi6nfinala72°Cpor10minutos.



2.4. RESULTADOS Y DISCUSION

Selecci6n del protocolo para extracci6n de DNA en jamaica (Hibiscus sabdariffa l.).

LostresprotocoiosevaluadosiograronaisiareiDNAgen6micoconconcentracionesy

parametrosdecalidadqueparecfanpermitirrealizarposterioresestudiosmoleculares.

Sin embargo, el metodo de Doyle-Doyle et al., (1987) y Huang et al., (2013) fueron los

quepermitieronobtenermayoresconcentracionesymejoresresultadosde calidad,

identificados por medio del espectrofot6metro (Figura 1 y 2). Sin embargo, la

visualizaci6ndeestosproductosenelgeldeagarosaaI1%,mostroquelacalidade

integridaddel DNA con lostresmetodosutilizadostuvograndesdiferenciascualitativas

entreellos.

- I_I _I I I I I
5·165.69 165.7-326.38326,4-487.09487.1-647.79 647.7·808.49 808.5·969.19

Concentracion (ngl~l)

Figura 1. Comparaci6n de los valores de concentraci6n (ng/~l) entre los tres metodos
de ex1racci6n de DNA. Metodo I (Azul), metodo II (Amarillo) y metodo III (Gris).



AI analizar cada una de las muestras individuales en el gel de agarosa aI1%, y

relacionarestosresultadosconlosvaloresobtenidospormediodelespectrofot6metro,

se observ6 productos que no fueron homogemeos. EI metodo que tuvo menor

homogeneidad fue el metodo de Doyle y Doyle, et a/., (1987) (Figura 3) ya que como

se muestra en lafigura 3 laconcentraci6n porng/fll no correspondi6conlalecturadel

espectrofot6metro por 10 tanto se observ6 el gel de agarosa con carriles sin DNA. En

este metodo se identific6valoresbajosdeconcentraci6nylos mas elevados en el

rango A26o:280 10 cual nos indican que la extracci6n del DNA no fue la mejor. En el caso

de los otros dos metodos Haque et a/., (2008) y Huang et a/., (2013) se observa

claramenteunadiferenciacualitativa enel numerode muestrasextraidasya queel

DNA se visualiz6 nitidamente en el gel deagarosa estocorroboroquelaslecturasdel

espectrofot6metroencuantoconcentraci6nporng/fllfueroncorrectasloquenosindic6

que laextracci6ndeDNAenestosdosmetodosfueaceptableyaqueseobtieneun

DNA de alto peso molecular en relaci6n con el marcador lambda sin cortar, ademas

no se observ6 degradaci6n del DNAni barridode residuos de sales de la extracci6n,

comosepuedeobservarenlafigura3.



I I I
1 .00-1 .19 1 .20-1 .39 1 .40-1 .59 1 .6Q-1 .79 1 .80-1 .99 2 .00-2 ~1 9

Metoda II

:g
~ 20

"g15

~ 10

• I I I
1.00-1.19 1.20-1.39 1.40-~:~a:;~~~:~1~8:-1.99 2.00-2i19

:g
~ 20

~ 15

~ 10

• ~ I III
Figura2.Comparaci6ndelosvaloresdelarelaci6nA260/26oentrelostresmetodosde
extracci6n de DNA.



Figura 3. Electroforesis en gel de agarosa al 1%, muestra la calidad de las
extracciones de DNA, metodo I (A), metodo II (8) Y metodo III (C). EI marcador
empleado (seiialado con laletra M),fueLambdasincortarcon una concentraci6nde
100 ng. EI numero de muestra de DNA se indica en la parte superior del carrillas
cualescorrespondenalasmuestrasdescritasenelCuadr01.

Los resultados de la evaluaci6n de la pureza por medio de la PCR, mediante la

amplificaci6n de 10sgenesrcbLymatK, demostraron laausenciade losinhibidores

enzimaticosque pudieranhabersidoacarreadosduranteel procesodeextracci6n

principalmente para los metodos de Haque et at. (2008) y Huang et a/., (2013). Por el

contrario, el metodo de Doyle y Doyle (1987) no logr6 eliminar los inhibidores de

reaccionesenzimaticas,alnohaberseobtenidoproductosdeamplificaci6nde dichos

genes(Figuras4yS).







Una posible explicaci6n de los resultados obtenidos puede ser la diferencia en la

concentraci6n de PVP en el buffer de extracci6n de los diferentes metodos. Como se

mencion6 anteriormente, el PVP es un antioxidante que intiibe la acci6n de

compuestosfen6licosabsorbiendotambienlospolifenoles,evitandolaacci6ndeestos

compuestos que oxidan al DNA e impiden la acci6n de las enzimas de restricci6n

(VankarySrivastava, 2008). Galicia-Floreselal., (2008), reportaron la presencia de

grandes cantidades de compuestos fen6licos, acidos organicos, proantocianidinas,

flavonoles,flavonas,flavononas,isoflavononasyantocianinasenjamaica.Asimismo

la concentraci6n de CTAB utilizada en el metodo I, favoreci6 en la ruptura de las

membranas. En cambio al utilizar el metodo III en el cualtiene en su composici6n LSS

y Borax, permiti6 precipitar a las proteinas mas eficientemente debido a que el LSS

resuitosermaseficazeniaremoci6ndepolisacaridosyeiBoraxtiene como principal

funci6neliminarpolisacaridosenelprocesodeprecipitaci6ndelDNA.

Tomandoencuenta los resultados obtenidos y los antecedentes del genero hibicus,

quepresentaespeciescon.diferentecontenidodemetabolitossecundarios,sedecidi6

elegirel metodo iii propuesto por huang elal., 2013 (modificado), el cual permiti6

obtenerdnacon una alta calidad eintegridad en lasaccesionesde laespeciehibicus

sabdariffa.



2.5. CONCLUSIONES

Las modificaciones realizadas al metodo del eTAS para la extracci6n de DNA de H.

sabdariffa L. permitieron optimizar un protocolo para obtener DNA de buena calidad y

elevadacantidad.

Los mayores rendimientos de DNA se obtuvieron en metodo de Huang et a/., (2013).

En cuantoa la funcionalidad del DNAseobtuvieron perfiles de bandas nitidas y bien

definidas con el uso de los marcadores moleculares rcbL y matK en los metodos (I y

III). Mientrasque para el metodo(ll) no seobtuvoel patr6n de bandeoesperado.

Se recomienda emplear el metoda modificado por Huang et al., (2013) (metodo III) por

los altos rendimientos y calidad del DNA obtenido. pudiendo este ser empleado en

diferentesaplicacionesbiotecnol6gicas.
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CAPiTULO III. ANAuSIS MOLECULAR CON lOS MARCADORES

CYP450

3.1. RESUMEN

EI cullivo de Jamaica (Hibiscus sabdariffa L.) es originaria de Africa, pertenece a la

familia Malvaceae. En nuestro pais, es cultivada en 15 estados de la Republica. La

diversidad genetica presente en las variedades actualmente utilizadas esta dada

principalmenteporcruzamientosnaturalesyselecci6n;noobstante,existeunvacioen

laidentificaci6nvarietal,estudiossobrediversidadyestructurageneticadelasmismas

Aunqueexistenalgunosestudiosanivelinternacional,elnumerode muestrasutilizado

hasidolimitadoosehanenfocadoenotrasespeciesdeHibiscus.Portalmotivo,es

necesarioestimarladiversidadgeneticadelasvariedadesdeJamaicatantoanivel

morfol6gico como molecular. EI objetivo del presente trabajo fue estimar la diversidad

genetica de las variedades de Jamaica cullivadas en Mexico con marcadores

derivados del citocromo P450 (CYP450). Se inciuyeron 64 accesiones originarias de

Nayarit, Guerrero, Colima y Puebla. EI DNA gen6mico se obtuvo a partir de tejido foliar

liofilizado mediante el metodo de CTAB modificado. Para el anal isis molecular se

utilizaron las combinaciones de primers CYP2B6F/CYP1A1R, CYP1A1F/CYP2B6R,

CYP1A1F/CYP2C19R, CYP2C19F/CYP2C19R, CYP2B6F/CYP2B6R Y

CYP2B6F/CYP2C19R. Se realiz6 la amplificaci6n de los fragmentos por PCR y se

visualizaronengelesdepoliacrilamida(8%). Losparametrosbasicosdediversidad

genetica y el analisis de coordenadas principales (PCoA) fueron realizados con el

software GenAlEx 6.5. EI fenograma se construy6 con la matriz de distancias geneticas

empleando la metodologia de Neighbor-Joining (N-J), con el software Mega 5.2. Los

resultados indicaron 82.65% de polimorfismo y0.403 de heterocigosidad esperada

total, siendo est~ ultima considera como moderada a alta, en comparaci6n con otros

resultados reportados previamente (0.305, empleando marcadores AFLP·s). A traves

del PCoA se explic6 el 74.76% de la variaci6n genetica, mientras que en el

dendogramaN-JlasmuestrasdeJamaicafueronseparadasentresgruposprincipales



ycadaunocondossubgruposysubdivisiones.Esteultimoanalisisseparoclaramente

los progenitores que dieron origen a los materiales de Nayarit, ubicandolos en los

extremos opuestos del dendograma, mientras que el resto de los materiales no

mostraronningunatendenciaenlaagrupacion.



3.2. INTRODUCCION

La jamaica (Hibiscus sabdariffa L.), tambieln conocida como flor de jamaica, rosa de

Jeric6 y roselle, es una planta dicotiled6nea de la familia Malvaceae, que tiene su

centro de origen en Africa (Maiti et al., 2010, Solorzano y Macario, 2002). Actualmente

es cultivada en regiones tropicales y subtropicales de Asia, Oceania y America (G6mez

etal.,2008). Estaplantafueintroducidaen Mexico en elsigloXVII,desdeentoncesse

ha cultivado en 15 estados del pais, siendo Guerrero, Oaxaca, Michoacan y Nayarit

los principales productores (Dominguez etal., 2007). En cuantoa suscaracteristicas

morfol6gicas,Iajamaicaesunapiantaanuaicontaliosemilenoso,raizpivotante,hojas

alternas de color verde con bordesaserrados, peciolos largos y erguidos. Su tipo de

reproducci6nesaut6gamadeorigenalotetraploideconunnumerocromos6mic02n=

4x =72 (Alcoces, 2009). Presenta flores axilares y solitarias que abren un dia y despues

de un tiempocorto, lacorolasemarchitaycae,quedandoloscalices, los cuales se

alargan,setornancarnososyalfinaldelciclovegetativosecosechanydeshidratan,

generalmentealsol,loqueconstituyeel producto comercial que se obtiene de esta

planta.Elfrutotieneunaformacapsularquecontieneunpromediode20semillas,las

cuales tienen un color negro (Hidalgo et al., 2009). De acuerdo a la variedad, el

rendimientodelcaliz,oscilaenlreO.5a2loneladasporhectarea (G6mezetal., 2008).

Para realizarmejoramientogeneticoenelcultivodelajamaica, se hanaplicado los

tres melodos lradicionales que son introducci6n, selecci6n ehibridaci6n. En cuantoa

la introducci6n, es frecuente la movilizaci6n de semillas de una regi6n a otra, de

manera que, dealgun modo, variedadesque han sidoseleccionadasenNayaril,son

cullivadas actualmente en paises como Guatemala y Nicaragua (Hidalgo et a/., 2009).

Adicionalmente, la selecci6n es un metodo aplicado por los productores y como

resultado de la misma, exislen materiales en diferenles regiones que presentan

modificaciones sUlilesrespecloa lasvariedadescomunmente cultivadas,locual ha

dificultadolacaraclerizaci6ndelasmismas. Finalmenle,elmetododehibridaci6nha

side ulilizado en el programa de mejoramiento genetico de la Unidad Academica de

Agricultura, de la Universidad Aut6noma de Nayarit, para generar variaci6n, por 10 que

32



a partirdelageneraci6n de poblacionessegregantesde losdistintoshibridos

desarrollados, sehaaplicadola selecci6n, considerandodiferentes aspectos de interes

como el rendimiento de·calices, contenido de antocianinas, acidez, precocidad,

sanidad de las plantas, presencia de tricomas en los calices yfacilidad para cosecha

entreotrascaracteristicas(Caroetal.,2010).

Apesardela importanciadelajamaica, existe una restringida informaci6n sobre la

diversidad geneticaen estaespecie. La mayoria de los estudios disponibles se han

realizado con marcadores RAPD's y AFLP's donde el numero de muestras utilizadas

ha sidolimitadoose han enfocadoen otrasespecies del genero Hibiscus (G6mezet

al., 2008). No obstante, con base en lasobservaciones en campo, se sospecha que

existe una amplia diversidad genetica, reflejado en su fenotipo, producto de la

adaptaci6nen losdiferentessitiosdeintroducci6n. Losmarcadoresmolecularesson

herramientasquepermitencuantificarladiversidadgenetica; la elecci6n del sistema

de marcadoresmolecularesdependeradel tipode estudio, yaseanparaanalisisde

diversidadgeneticaoestudiosevolutivosentreotros.Algunossistemas de marcadores

estan basados en la hibridaci6n del DNA, como los RFLPs (Restriction Fragment

Length Polymorphism) 0 polimorfismo en la longitud de fragmentos de restricci6n

Estosmarcadoreshansidousadosenelmapeocomparativoyestudiosdesintenia

entre especies. Tambien hay marcadores basados en la amplificaci6n arbitraria 0

semiarbitraria del DNA como 10 son los RAPDs (Random Amplofied Polymorphic

DNAs) 0 DNA polim6rfico amplificado aleatoriamente, que pueden resultar de cualquier

cambioenlasecuenciaositiodeuni6ndeliniciador(mutaci6npuntual),lorualimpide

queel iniciadorseunaa lacadena, otambienpuedenserel producto decambios que

alteren el tamano 0 impidan la exitosa amplificaci6n del DNA molde y AFLPs (Amplified

Fragment Length Polymorphism) 0 polimorfismos en la longitud de fragmentos

amplificados, esto son considerados marcadores de alta eficacia, permitenelanalisis

deunelevadonOmerode-lociporexperimentosinrequeririnformaci6npreviasobresu

secuencia,sonensumayoriadominantesyaltamentereproducibles. (Martinezetal.,

2010).Tales marcadores suelen registrar la diversidad geneticamente en regiones

neutras,perolapreguntasiguesiendosiestadiversidadreflejatodoelgenoma.Elotro



tipodemarcadores,estabasadoenlametodologiadelareacci6nencadena de la

polimeras (0 PCR, por SUS siglas en ingles). Los VNTR (Variable Number of Tandem

Repeats) 0 repeticiones en tandem de numero variable 0 conocidos como minisatelites

que son repeticionesen tandem de numero variable que pueden tenerentre15y100

pares de bases. Ademas, los VNTR pueden estar dentro de genes 0 entre ellos. Los

ISSRs (Inter-simple Sequence Repeats) 0 inter-secuencias repetidas simples, son una

tecnica relativamente nueva y similar a los RAPOs, excepto que en los ISSRs el primer

es un di 6 trinucleotido repetido. Los SSR (Simple Sequence Repeats) 0 secuencias

simples repetidas son regionesde secuencias pequenas (dos a 10 pares de bases)

repetidas, arregladas en serie, las cuales se asume que estan distribuidas

azarosamente por todo el DNA siendo tambien un marcador codominante. Los genes

de Citocromo P450 (CYP450) podrian proporcionar herramientas universales para la

evaluaci6n de la diversidad genetica de todo el genoma en diversasespecies de

plantas que no tienen marcadores geneticos. EI citocromo p450 se encuentra

ampliamente en animales plantas y microorganismos (Schalk et a/., 1999). En plantas

superiores,elcitocromoP450juegaunpapelimportanteenlasintesis de enzimas que

intervienenelprocesodelasbiosintesisdemetabolitosydesintoxicaci6n.Oebidoasu

abundancia en los organismos vivos, se ha explorado la posibilidad de emplearlos

comomarcadores universalesen estudiosgeneticos(lnui eta/., 2000). Porlo que el

objetivodelpresentetrabajofueanalizarladiversidadgenetica de las variedades de

jamaica cultivadas en Mexico mediante el empleo de marcadores derivados del

CYP450.



3.3. MATERIALES Y METODOS

3.3.1. Material vegetal

Se emplearon 64 accesiones de germoplasma de jamaica, la cuales fueron

recolectadas en cuatro estados productores de Mexico: Nayarit, Guerrero, Colima y

Pueblaanteriormentedescritos.

3.3.2. Extracci6n de DNA

EI metoda empleado fue el basado en CTAB can modificaciones de acuerdo a Huang

et al., (2013), descrio a detalle en resultados del Capitulo II: Extracci6n de DNA.

3.3.3. Amplificaci6n de los marcadores CYP 450

Anfllisis con marcadores derivados de CYP450 (Cuadra 4). Para el analisis molecular

se emplearon seis combinaciones de primers, derivados del citocromo P450:

CYP2B6F/CYP1 A1R, CYP1A1F/CYP2B6R, CYP1 A1F/CYP2C19R,

CYP2C19F/CYP2C19R, CYP2B6F/CYP2B6R Y CYP2B6F/CYP2C19R las cuales, en

trabajospreviosconmaterialesdeJamaica,resultaronserlasmaspolim6rficas.

La Reacci6n en Cadena de la Polimerasa (PCR) se realiz6 en un volumen total de 10

lJL, conteniendo 40 ng de DNA, 0.7 lJM de cada primer (Forward y Reverse), 0.24 lJL

(3 mM de MgCI2), 0.8X de REDTaq® ReadyMix™ PCR (SIGMA-ALDRICH, SI. Louis,

MO, USA) Y agua bideslilada esleril. Las condiciones de amplificaci6n fueron las

siguienles:unciclodedesnaturalizaci6ninicialde95°Cpor5min,seguidode35ciclos

conunpasodedesnaluralizaci6na94°Cdurante60seg,unpasodealineamiento can

temperaturadeacuerdoalacombinaci6ndurante60segyunpasodeextensi6nde

noc durante 60 seg. La amplificaci6n tuvo un cicio final de extensi6n de n'c durante

10 min. Todas las reacciones fueron realizadas en un lermociclador Prime G Thermal

Cycler (Techne ~nc., Burl~nglon, N.J., USA). Los productos de amplificaci6n fueron

separadosengelesdepoliacrilamidaal8%ylenidosconnitratodeplatadeacuerdo

alametodologiadescrita porSanguinetti etal., (1994).



Cuadro 4. Informaci6n de la secuencia de los primers de PCR basados en los genes
P450conocidos.

Primers

CYP1A1F

CYP286F

CYP2C19F

CYP1A1R

CYP286R

CYP2C19R

Inuietal., (2000).

Secuencia (S'a 3')

GCC AAG cn TeT AAC AAT GC

GAC TCT TGC TAC TCC TGGG TT

TCC nG TGC TCT GTC TCT CA

AAG GAC ATG CTC TGA CCA n

CGA ATA CAG AGC TGA TGA GT

CCA TCG ATT cn GGT Gn CT

Temperatura de

3.3.4,Analisisdeagrupamientos

Seelabor6demaneramanualunamatrizdedatosbinariosapartirdelapresenciay

ausencia de bandas en los geles de poliacrilamida. Los parametros basicos de

diversidad genetica calculados fueron el numero de alelos (Na ), numero de alelos

efectivos(N.), indice de Shannon (I), heterocigosidad esperada (H.)y porcentajede

polimorfismo (%P), los cuales se determinaron con el programa GenAIEX 6.5 (Peakall

y Smouse, 2012). Las relacionesentre lasdiferentes accesionesdejamaica fueron

establecidas empleando la metodologia de Neighbor-Joining (N-J) (Saitou y Nei, 1987)

con el programa Mega 5.2 (Tamura et al., 2011), ademas se realiz6 el Analisis de

Coordenadas Principales (PCoA) utilizando el programa GenAIEX 6.5 (Peakall y

Smouse, 2012).



3.4. RESULTADOS Y DISCUSION

3.4.1. Extracci6n de DNA

EI metodo de Huang et al., (2013) permiti6 obtener altas concentraciones y una mejor

calidad de DNA las cuales fueron necesarias para lIevar acabo la tecnica de CYP450

yaqueestanecesitadeunaconcentraci6nalta,ademasdeunabuenacalidadypureza

del DNA (Figura 3,Capituloll).

3.4.2. Arnplificaci6n de los marcadores CYP450

Se detectaron un total de 85 loci (Cuadro 5), donde la combinaci6n

CYP2B6F/CYP2C19R revel6 el numero mayor de bandas polim6rficas, con un total de

25, mientras que la combinaci6n que detect6 la menor cantidad de polimorfismos fue

CYP2B6F/CYP1A1R, 10 bandas. Las seis combinaciones revelaron un 82.65% de

polimorfismo (Figura 6).

Cuadra 5. Amplificaciones de CYP450 utilizadas y numero de polimorfismos
amplificados

Combinaci6n CYP450

CYP2B6F + CYP1A1R

CYP1A1F + CYP2B6R

CYP1A1F + CYP2C19R

CYP2C19F + CYP2C19R

CYP2B6F + CYP2B6R

CYP2B6F + CYP2C19R

No. de loci

10

12

11

12

15

25
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Figura 6. Productos de PCR amplificados con la combinaci6n CYP2B6F + CYP2C19R
derivada de CYP450 para diferentes accesiones de jamaica observandose mayor
polimorfismo entre 100 Y300 pb. EI numero de muestra de DNA se indica en la parte
superior del carril del DNA ligado corresponde a las muestras descritas en el Cuadro
1,Capituloll.

Los parametros de diversidad genetica por poblaciones mostraron valores en el

numeropromediodealelosporlocusde1.73,numeroefectivodealelosporlocus1.49,

indice de Shannon 0.43, heterocigosidad esperada 0.40 y el porcentaje de loci



polim6rficos 82.65 % (Cuadro 6). EI Analisis de Coordenadas Principales logr6 explicar

el 62.87% de la variaci6n.

Cuadr06. Parametrosbasicosdediversidadgeneticaporpoblaciones.

Poblaciones %P

Nayarit 41.78 0.51

Guerrero 49.41 1.69 1.45 0.41 0.19 82.35%

Colima 45.86 1.56 1.47 0.41 0.48 75.29%

Puebla 44.86 1.65 1.47 0.49

15.48 1.49 0.40 82.65%

La H. en el presente trabajo (0.403) se considera como moderada a alta, en

comparaci6n con otros estudios previos (0.305), en el cual emplearon marcadores

AFLPs (Ponciano y Hidalgo, 2012), de la misma naturaleza dominante. Ademas, el

CYP450 se ha utilizado en estudios de otras especies como (Oryza sativa L.)

(Yamanaka et al., 2013) y (Curcuma amada Roxb) (Jatoi et al., 2010), en los cuales se

han identificado niveles altos de diversidad genetica. Esto demuestra que los

marcadores derivados del CYP450 son utiles en la estimaci6n de parametros de

diversidadgenetica.

Las poblaciones con mayor valor de He son Puebla, Colima y Nayarit, con 0.49, 0.48,

y0.45respectivamentemientrasquelapoblaci6nconmenordiversidadge:leticafue

Guerrero, con 0.19. La poblaci6n mas polim6rfica fue Nayaritya que seobtuvo un

100% de polimorfismo, Puebla fue la poblaci6n que tuvo el polimorfismo mas bajo

72.94. Todas las poblaciones tuvieron en promedio, el mismo numero de alelos

efectivos (1.5) los_cuales setransmitiran a lasiguientegeneraci6n (Figura 7).



Figura 7. Promedio de parametros de diversidad en poblaciones de Nayarit, Guerrero,
Colima y Puebla. Numero de accesiones por procedencia, Numero efectivo de alelos
porlocus (barra amarilla) heterocigosidad esperada (barraverde)yporcentajedeloci
polim6rficos(barraamarilla).

EI dendograma basado en el metodo N-J muestra que las 64 accesiones de jamaica

fueron separadasentresgruposdiferentesycada uno con dos subgruposy

subdivisiones(Figura6).

Las relaciones geneticas entre lasaccesionesdejamaica seestablecieron u partir de

undendograma,elcual ubic6a los progenitores que dieron origenalosmaterialesde

Nayarit, en los extremes del dendograma (Figura 6). Los materiales de Guerrero

tienden a estaren un sologrupo. Porotrolado, los materialesde Nayarit,seagrupan

en diferentes sub-grupos principales, mientras que los materiales de Puebla y Colima

no mostraron ningun patr6n de agrupamiento. Esto coincide con 10 reportado en la

caracterizaci6n agromorfol6gica donde todos los genotiposfueron diferente en sus

caracteristicasfenotipicasyderendimientoporlotantosedetermin6.Estopudieraser

debido a que las poblaciones de Guerrero y Nayarittienen progenitoresen comun



mientras Colima y Puebla solo son materiales de uso comun los cuales no son

mejorados en comparaci6n con la mayoria de los materiales provenientes de Guerrero

yNayarit.

Figura 8. Dendograma basado en N-J (Saitou y Nei, 1987) muestra que las cuatro
poblacionesdejamaicafueronseparadasentresprincipalescadauno con subgrupos
y subdivisiones. Nayarit (Azul), Guerrero (rojo), Colima (verde) y Puebla (rosa).



3.5. CONCLUSIONES

EI CYP450 es una altemativa para el analisis de la diversidad genetiea ya que se puede

eneontrar mayor numero de polimorfismos debido a la abundaneia de esta familia de

genes en los organismos vivos.

Estos son los primeros resultados para H. Sabdariffa L utilizando este tipo de

marcadores.

Elniveldepolimorfismoeselevadoencomparaei6neonotrosestudios.

Los materiales genetieos de uso eomun en comparaci6n de los materiales mejorados

estos notienen unatendenciaenla agrupaci6n mientrastanto los mejorados si la

tienen.
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CAPiTULO IV. ANAuSIS MOlECULARES CON lOS MARCADORES AFlP

(POUMORFISMOS EN lA lONGITUD DE lOS FRAGMENTOS AMPUFICADOS)

4.1. RESUMEN

la teeniea de AFlPs esta basada en la amplifieaei6n seleetiva de fragmentos de

restrieeion obtenidos a partir de la digestion total del DNA genomieo, generando as!

una huella genetiea del mismo. Estas earaeteristieas haeen que sea una teenica

altamente reproducible yeon alta eobertura del genoma. Gracias a estasventajas,

estos mareadores pueden ser empleados en espeeies que no han sido muy

estudiadas, y la informaei6n generada puede servir de base para la eonstruecion de

mapasgenetieos,estudiosdegeneticadepoblaeiones,interaeci6ngenotipo-ambiente,

loeualpuedeserdegranayudaenlosprogramasdemejoramiento.Elobjetivodeeste

estudio fue estimar la diversidad genetiea existente en 64 aeeesiones de jamaica

divididas en euatro poblaciones de aeuerdo eon su proeedeneia (Nayarit, Guerrero,

Colima y Puebla). EI DNA gen6mieo se obtuvo a partir de tejido foliar Iiofilizado

mediante el metodo de CTAB modifieado. Se amplifiearon eineo eombinaciones de

AFlPs las euales fueron altamente informativas Eeo RI + AAG/Mse I + CAC, Eeo RI +

ACG/Mse I + CAAG, Eeo RI + AAG/Mse 1+ CAG, Eeo RI+ ACG/Mse I +CAGC Y Eeo

RI + AAG/Mse 1 + CGC. Los fragmentos amplifieados se visualizaron en geles de

poliaerilamida (8%). Los parametros basieos de diversidad genetiea yel analisis de

coordenadas prineipales (PCoA) fueron realizados eon el software GenAlEx 6.5. EI

fenograma se construy6 eon la matriz de distancias genetieas empleando la

metodologia de Neighbor-Joining (N-J), eon el software Mega 5.2. Se observ6 un 86.57

% de polimorfismo, eon un promedio de 32.4 loci polim6rfieos por eombinaei6n de

mareadores, la diversidad genetiea de (Nei) fue de 0.310, valores similares a los

reportados en otr~s estudi~s (0.305, tambien eon mareadores AFLPs). Se estableci6

que no haygenotipos duplieadosen la eoleeci6n, sin embargo, existe un gradode

parenteseoelevadoenlosmaterialesdeaeuerdoaladispersiondelfenograma.
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4.2. INTRODUCCION

La caracterizaci6n agromorfol6gica en HibiscussabdariffaL.tienee linconvenientede

laestacionalidadylosparametrosbi6ticosespecificosrequeridosparasudesarrollo

(Benitez-Dominguez et al., 2011). Ademas, la jamaica presenta diferencias muy

sutiles, 10 que puede dificultar su caracterizaci6n morfol6gica ya que se debe

considerarquetodas las caracteristicas son susceptiblesa la piasticidadfenotipica

(Gianoli,2004).Sibien, loscaracteres morfol6gicos son la base para laidentificaci6n

devariedades,estospuedenserinfluenciadosporfactoresambientalesquerequieren,

porlocualunaalternativaviableeselusodemarcadoresmoleculares. Eldesarrollo

de los marcadores moleculares en las ultimas decadas ha ayudado a superar los

problemasasociadosconlaclasificaci6nbasadaencaracteresmorf016gicos

En la actualidad, la jamaica se considera un cultivo subutilizado, de potencial

econ6mico importanteperoquesetiene relegado a siembrastemporalesensuelos

marginalesconpocafertilidad,ademasdequeexisteunarestringidainformaci6nsobre

la diversidad genetica en esta especie (Hidalgo etal., 2009). Porlo que es necesario

realizarunanalisisdediversidadgenetica, el cualsepuede lIevarutilizando

marcadoresbasadosensecuenciasdeDNA(codificantesono),capacesdedetectar

polimorfismos (Azofeifa-Delgado, 2006; Demey et al., 2003). Un polimorfismo puede

definirse como una modificaci6n de las secuenciasde nucle6tidos entre diferentes

individuos, estas diferencias incluyen inserciones, deleciones, translocaciones,

duplicaciones y mutaciones puntuales. Contrariamente a la caracterizaci6n

morfoI6gica,notieneninfluenciaambiental,nialosefectospleiotropicosoepistaticos,

ademas permanecen estables y detectables sin importar el estado de desarrollo

vegetal,diferenciaci6noestadodedefensadelaceluladeltejidodelqueseempez6

a realizar el estudio (Abaaie y Berretta, 2001; Hedrick, 2004; Freeland, 2005). Por

estas ventajas, son ideales para el empleo los estudios de diversidad genetica

(Eguiarte, 2007).



Elmejoramientogeneticotradicionalesunprocesocomplejo,por estarcondicionado

alcontenidodela pozageneticaen una especiey poria gran inversiondeltiempoy

recursos para realizar cruzas, con el fin de fijar la caracteristica de interes (Benitez­

Dominguez et al., 2011 y Joshi et al., 2011). En muchos casos, estas Iimitantes han

side superadas por el empleo de marcadores moleculares durante el proceso de

seleccion de los individuosque poseen las caracteristicas deseables, como en los

estudiosdeselecci6nasistidapormarcadoresmoleculares.

Los AFLPs (Amplified Fragment Length Polymorphism) 0 polimorfismos en la longitud

de fragmentos amplificados son considerados marcadores de alta eficacia, ya que

permiten el analisis de un elevado numero de loci por experimento sin requerir

informacion previa sobre su secuencia ademas de ser altamente reproducibles,

aunque de naturaleza dominante. (Martinez et al., 2010). La tecnica de AFLPs permite

generar una huella de DNA, esto dentro de un sistema ideal de marcadores que

ayudaraarevelarladiversidadgeneticaquepudieraestarpresente entre individuos,

poblacionesyespecies.LaprincipalventajadelosmarcadoresAFLPs,esquepuedan

emplearse en especies que no han side muyestudiadasylo no tienen marcadores

molecularesespecificos(porejemplo, microsaleliles), yqueesta informacion puede

serviren lageneraci6ndemapasgeneticos, estudios de genetica depoblacionesyde

interacciondegenotipo-ambiente, entreotros (Tang etal., 2003).

En el caso particular de losestudios realizados de especies del genero Hibiscus los

mascercanossonelhechoporTang etal., (2003)elcual utilizolosmarcadoresde

AFLPspararevelarlosnivelesdediversidadgeneticapresentesennuevepoblaciones

de la costa sur de China para un mayorconocimientode laespecie (H. tiliaceus). Por

otra parte, Cheng et al., (2004) analizo las relaciones geneticas e identific6 las

especies existentes en China, de kenaf (H. cannabinus L.) lambien empleando AFLPs.

Ponciano e Hidalgo, (2012) mediante marcadores AFLPs realizaron un estudio de

caracterizaci6n ydiversidad genetica en la especie de jamaica (H. sabdariffa L.) en

unacolecci6nde17genotiposcultivadosenGuatemala.
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ApesardelaimportanciadeH.sabdariffa,pocoseconocedesuestructuragenetica.

Por los resultados observados en campo, se sospecha que existe una amplia

diversidadgenetica, como resultadode la gran variaci6n morfol6gicayadaptaci6nen

sitios de introducci6n (Ponciano e Hidalgo, 2012). Pocos autores han reportado sus

esfuerzos en materia de am'llisis de diversidad genetica empleando diferentes

marcadores tales como RAPOs en paises como Egipto (Hussein et al., 2010), Estados

Unidos (Jendereck et al., 1997) y Mexico (G6mez et a/., 2008). Finalmente, existen

otrosestudiossobrediversidadgeneticaenH.sabdariffa,aunquemenosfrecuentes,

empleando marcadores como los microsatelites y AFLPs (Torres et al., 2011).

Aunqueexistenestosreportesanivel mundial, en Mexico losanalisis dediversidad

geneticaenjamaica son incipientes, porloqueelobjetivodel presentetrabajofue

analizar la diversidad genetica de las variedades cultivadas de jamaica en Mexico

mediantemarcadoresAFLPs.
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4.3. MATERIALES Y METODOS

4.3.1. Material vegetal

Se emplearon 64 accesiones de germoplasma de jamaica, la cuales fueron

recolectadas en cuatro estados productores de Mexico: Nayarit, Guerrero, Colima y

Pueblaanteriormentedescritos.

4.3.2. Extracci6n de DNA

EI metodo empleado fue el basado en CTAB con modificaciones de acuerdo a Huang

et al., (2013), el cual se describe a detalle en el Capitulo II: Extraccion de DNA.

4.3.3. Amplificaci6n de los marcadores AFLPs

La tecnica deAFLP, se realizo de acuerdo con lametodologiadescritaporVosetal.,

(1995) con modificaciones. Para la digestion de las muestras de ADN, se formaron

bulks por cada accesion. Se realize una doble digestion de 1 ~g de DNA genomico por

cada bulk, con las enzimas Eco RI y Mse I (New England Biolabs, Ipswich MA, USA).

La reacciones de digestion serealizaronaunvolumenfinalde50~1, conteniendo, 1X

de amortiguador Mse 1,10 U por ~g de DNA de la enzima Eco RI y 2.5 U por ~g de

DNA de la enzima Mse I, 100 mM de NaCI y agua bidestilada. Las digestiones fueron

incubadasa37"Cdurante6h,seguidodeunaincubaciona70·Cdurante15minpara

la inactivacion de la actividad enzimatica. Para la verificacion de la eficiencia de la

digestion, los productosdigeridosfueron separadoselectroforeticamente,er.gelesde

agarosa al 0.8% y tenidos con GelRed™ staining (Biotium, Hayward, CA, USA) de

acuerdoalasinstruccionesdelfabricante.

Los fragmentos de DNA digeridos fueron ligados con los adaptadores Eco RI (5'CTC

GTA GAC TGC GTA CC 3] Y Mse I (5' GAC GAT GAG TCC TGA G 3') con T4 DNA

ligasa (New England Biolabs, Ipswich MA, USA). La Iigacion se realizo en un volumen

finalde60 ~I pormuestra. Cada reaccionde ligacion contenia 50 ~Idel productode la

doble digestion, 5 ~M del adaptador Eco RI, 50 ~M del adaptador Mse I, 1 U de T4

DNA ligasa (New England Biolabs, Ipswich MA, USA) Yagua bidestilada. La reaccion



de ligaci6n fue incubada a 3rC por 4 h, para generar el DNA molde, el cual fue

utilizadoenelsiguientepasodepre-amplificaci6n.

La pre-amplificaci6n consisti6 en amplificar el DNA molde con marcadores

complementarios a los adaptadoresyal sitio de restricci6n. Estafuerealizadaen un

volumen final de 25 IJI, con 4 IJI del producto de ligaci6n, 1 X RedTaq ReadyMix ™

(SIGMA-ALDRICH, SI. Louis, MO, USA), 0.5 IJM de primer Mse I mas un nucleotido

selectivo (5' GAT GAG TCC TGA CTA A C 3'), 0.5 IJM de Eco RI mas un nucle6tido

selectivo (5' GAC TGG GTA CCA ATT C A 3') Yagua bidestilada.

EI programa de pre-amplificaci6n consisti6en 25 ciclos de desnaturalizaci6n a 94°C

por 30 segundos (s), seguido de un paso de alineamiento a 56°C por60 s y una

elongaci6n a 72°C por 60 s, Todas las reacciones fueron realizadas en un

termociclador Prime G Thermal Cycler (Techne Inc., Burlington, N.J., USA). Los

productosdelapre-amplificaci6nfueronseparadoselectroforeticamente,engelesde

agarosa al 1% y tefiidos con GelRed™ staining (Biotium, Hayward, CA, USA) de

acuerdo a las instrucciones del fabricante. Acto seguido, los productos de pre­

amplificaci6nfuerondiluidosconaguabidestiladaesterilizadaenunaproporci6n 1:4

para ser empleados como molecula molde para el paso de la amplificaci6n selectiva.

En este paso se utilizaron cinco combinaciones (Cuadro 7) con primers de Eco RI y

Msel,mastresocuatronucle6tidosselectivosadicionalesacadauno,Lasreacciones

de amplificaci6n selectiva se realizaron en un volumen final de 10 IJI, con 31J1 del

producto de amplificaci6n preselectiva, 1 X RedTaq ReadyMix, ™ (SIGMA-ALDRICH,

SI. Louis, MO, USA), 0.5 IJM de cada adaptador (Mes I y Eco RI) y agua bidestilida.

Las muestras de DNA fueron amplificadas en un termociclador Prime G Thermal Cycler

(Techne Inc., Burlington, N.J., USA). EI programa de amplificaci6n selectiva tuvo un

pasoinicial dedesnaturalizaci6na 94°C por5min, seguidopor35 ciclos de 94 °C por

60 s para la desnaturalizaci6n, un paso dealineamiento a 52°C durante 60 s y una

elongaci6na72°Cdurante90yunpasodeexlensi6nfinala72°Cpor10min.



Cuadro 7. Combinaciones para amplificaci6n selectiva

Combinaciones de AFLP Secuencias

E + AAG I M+ CAC

E + ACG I M + CAAG

E + ACG I M + CAGe

E + AAG I M + CAG

E + AAG I M + CGC

5' GAC TGC GTA CCA An C A AAG 3'

5' GAT GAG TCC TGA GTA A C CAC 3'

5' GAC TGC GTA CCA An C A ACG 3'

5' GAT GAG TCC TGA GTA A C CAAG 3'

5' GAC TGC GTA CCA An C A ACG 3'

5' GAT GAG TCC TGA GTA A C CAGC 3'

5' GAC TGC GTA CCA An C A AAG 3'

5' GAT GAG TCC TGA GTAA.C CAG 3'

5' GAC TGC GTA CCA An C A AAG 3'

5' GAT GAG TCC TGA GTA A C CGC 3'

Los productos de amplificaci6n selectiva, fueron separadospor electroforesisengeles

de poliacrilamida a18% ytefiidos con nitrato de plata deacuerdo a la metodologia

descritaporSanguinettietal., (1994)

4.3.4, Amllisis de datos

Seelabor6demaneramanual,unamatrizdedatosbinariosapartirdela presencia y

ausencia de bandas en los geles de poliacrilamida. Los parametros basicos de

diversidad genetica calculadosfueron: el numerode alelos (Na), numero de alelos

efectivos(Ne), indicedeShannon(l),heterocigosidadesperada(He)yporcentajede

polimorfismo (%P), los cuales se determinaron con el programa GenAlEX 6.5 (Peakall

y Smouse, 2012). Las relaciones entre lasdiferentes accesiones dejamaicafueron

establecidas empfeando lametodologia de Neighbor-Joining (N-J) (Saitou y Nei, 1987)

con el programa Mega 5.2 (Tamura et al., 2011), ademas se realiz6 el Analisis de

Coordenadas Principales (PCoA) utilizando el programa GenAlEX 6.5 (Peakall y

Smouse, 2012).



4.4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.4.1. Digestion, Iigacion y Pre-amplificacion

La digestion del DNA gen6mico de las 64 accesiones de jamaica en estudio fue

completa (Figura 9), esto demostr6 que las muestras de DNA empleadas estaban

Iibres de inhibidores enzimaticos. Los productos de digesti6n fueron Iigados para

obtener un DNA molde que se utiliz6 en el paso de la pre-amplificaci6n, aunque la

Iigaci6nfueincompletayaqueseobserv6debajodecadamuestra,unabandas6lida

de bajo peso molecular (los adaptadores) (Figura 10). Seprocedi6a realizarel paso

dela pre-amplificaci6ncon los primers complementarios a los adaptadoresyalsitiode

restricci6nEcoRlyMsel,masunnucie6tidoparacadaunadeellos(Figura 11).

La eficiencia de la amplificaci6n fueverificada medianteelectroforesis en geles de

poliacrilamida (8%) (Figura 12). Una vez confirmados los resultados de la pre­

amplificaci6n, se procedi6 a realizar la amplificaci6n selectiva con las diferentes

combinaciones de primers que previamente fueron identificadas como las mas

polim6rficas.



Figura 9. Electroforesis en gel de agarosa al 0.8% de los productos de digestion(1~g
de DNA). Los resultados obtenidos sugieren que la digestion de las muestras de DNA
fue efectiva. EI numero de muestra de DNA se indica en la parte superior del carril del
DNA digerido corresponde a las muestras descritas en el Cuadro 1, Capitulo II.



Figura 10. ElectroforesisengeldeagarosaaI1%delosproductosdeligaci6n. Los
resultados obtenidos sugieren que la Iigaci6n de las muestras de DNA fue parcial. EI
numero de muestra de DNA se indica en la parte superior del carril del DNA digerido
correspondealasmuestrasdescritaseneiCuadro1,Capituioil.



Figura 11. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de los productos de pre­
amplificaci6n Los resultados obtenidos sugieren que Ja pre-amplificaci6n de las
muestras de DNA fue efecliva con fragmentos que van de 100 a 1000 pb. EI numero
de muestra de DNA se indica en la parte superior del carril del DNP digerido
correspondea las muestras descritas en el Cuadro 1,Capitulo II.



4.4.2. Amplificaci6n de los marcadores de AFLPs

Se detectaron un total de 162 loci (Cuadro 8), donde la combinaci6n Eco RI + AAG/

Mse I +CAC revel6 el numero mayor de bandas polim6rficas, con un total de 45 (Figura

4), mientras que las combinaciones que detectaron la menor cantidad de polimorfismos

fueron Eco RI + ACG/Mse I+CAGC y Eco RI + AAG/Mse I + CGC, detectando 24

bandascadacombinaci6n.Entotal,lascincocombinacionesrevelaronun86.57%de

polimorfismo.

Cuadro 8. Amplificaciones de AFLPs utilizadas y numero de polimorfismos
amplificados.

No. de loci

5' GAC TGC GTA CCA ATT C A AAG 3'

5' GAT GAG TCC TGA GTA A C CAC 3'

5' GAC TGC GTA CCA ATT C A ACG 3'

5' GAT GAG TCC TGA GTA A C CAAG 3'

5' GAC TGC GTA CCA ATT C A AAG 3'

5' GAT GAG TCC TGA GTA A C CAG 3'

5' GAC TGC GTA CCA ATT C A ACG 3'

5' GAT GAG TCC TGA GTA A C CAGC 3'

5' GAC TGC GTA CCA ATT C A AAG 3'

5' GAT GAG TCC TGA GTA A C CGC 3'

Losparametrosdediversidadgeneticaporpoblacionesmostraronvaloresdenumero

promediodealelosporlocusdeNa=1.80,numeroefectivodealelosporlocusNe=

1.53, indicedeShannon/=O.46, heterocigosidadesperadaHe=O.31 yelporcentaje



de loci polimorficos % P =86.57 % (Cuadro 9). EI PCoA logro explicar el 59.61 % de la

variaci6ngenetica.

Cuadro9. Parametrosbasicosdediversidadgeneticaporpoblaciones.

%P

Nayarit 43 1.93 1.55 0.49 0.33 159

Guerrero 10 1.83 1.56 0.48 0.32 88.27% 154

Colima 6 1.74 1.52 0.45 0.30 83.95% 146

Puebla 5 1.69 1.50 0.43 0.29 79.01% 146

Promedio 16 1.53 0.46 86.57%

Elvalordela Hedetectadoen el presente estudiofue de 0.310, un valormuysimilar

reportado por otros autores, He = 0.305, donde emplearon marcadores AFLPs

(Ponciano e Hidalgo, 2012). Los autores emplearon 12 combinaciones de primers para

lasamplificacionesselectivasyobtuvieron 199 loci. Enelpresente estudio,empleamos

5 combinacionesselectivasyseidentificaron 162 lociyun valor promedio de %P =

32.4. Los marcadores AFLPs tambien se han side utilizado en estudios de otras

especies como (H. tiliaceus) (Tang et a/., 2003), donde la heterocigosidad media

esperada aniveldeespeciefue(0.243),lacualfueelevadoen comparacion con otras

especiescon rasgossimilares (Hamrick y Godt, 1990).



Figura 12. Productos de PCR amplificados con la combinaci6n Eco RI + A GI Mse I
+ CAC de los marcadores AFLPs para diferentes accesiones de jamaica observandose
mayor polimorfismo entre 100 Y300 pb. EI numero de muestra de DNA se indica en la
parte superior del carril del DNA ligado corresponde a las muestras descritas en el
Cuadro1,Capituloli.



EI alto ntimero de loci y niveles de polimorfismo, asi como el valor de diversidad

genetica determinado, sugieren que en el presenteestudio, lasmuestrasanalizadas

son portadorasdenivelesmoderadosaelevadosdediversidadgenetica. Yaque las

poblacionestuvieron valores de heterocigosidad esperada muy similares entre si,

Nayarit con (0.33), Guerrero (0.32), Colima (0.30) y Puebla con (0.29) siendo esta

poblaci6n laquetuvounamenordiversidadgenetica. EI porcentaje promediodeloci

polim6rficos en las cuatro poblaciones fue de 86.57%, siendo la poblaci6n mas

polim6rfica Nayarit, ya que se obtuvo un 95% de polimorfismo y Puebla fue la poblaci6n

que tuvo el polimorfismo mas bajo 79%. Todas las poblaciones tuvieron en promedio

elmismontimerodealelosefectivos(1.5)loscualesserantransmitidosalasiguiente

generaci6n. Los datos mostrados en la (Figura 13)demostraron que los marcadores

AFLPs son titiles en la estimaci6n de parametros de diversidad genetica en jamaica.

•1 .1 .1 .1
Figura 13. Promedio de parametros de diversidad en poblaciones de Nayarit,
Guerrero, Colima y Puebla. Numero de accesiones por procedencia, Ntimero efectivo
de alelos porlocus(barra verde), heterocigosidadesperada (barra azul) y porcentaje
de loci polim6rficos(barra amarilla).

Por otro lado, los mismos materiales fueron caracterizados agromorfol6gicamente,

(caracteristicas fenotipicasyde rendimiento) por Hernandezelal(enproceso).Aligual



queen los resultados de caracterizaci6n genetica, en el analisis agromorfol6gicose

identificarontresgruposprincipalesyasuvezsubgruposqueconteniansus

subdivisiones, sin que hubiera alguna relaci6n de agrupamiento por procedencias

(Figura 13). Sinembargo,seobservaronvariascoincidenciasentrelosresultados de

la caracterizaci6n agromorfol6gica y la molecular, pues se formaron algunas

conglomeraciones de accesiones con caracteristicas fenotipicas similares que las

separan considerablemente de las demas y estas accesiones genotipicamente

tambien se agruparon en la misma rama del dendograma, por ejemplo las accesiones

(Mora x roja yCruza negra) las cuales destacaron sobrelasdemasaccesionesdebido

a suscaracteristicasmorfol6gicas.
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Figura 14. Dendograma basado en N-J (Saitou y Nei, 1987) muestra que las cuatro
poblaciones de jamaica fueron separadas en tres principales cada unoconsubgrupos
y subdivisiones. lI!ayarit (Azul), Guerrero (rojo), Colima (verde) y Puebla (rosa).



4.5. CONCLUSIONES

Los marcadores AFLPs son un sistema ideal para revelar la diversidad genetica

presenteentreindividuos, poblacionesysusespeciesya que permitedetectarunalto

numero de polimorfismos ademas de ser una tecnica altamente reproducible, con alta

cobertura del genoma ysin requerirdel conocimiento de una secuencia previa.

Este estudio en Mexico es el primero en utilizar la colecci6n mas grande del mundo de

accesionesde H. Sabdariffa, con un totalde64.

EI nivel de polimorfisme es similar con etros estudios en comparaci6n con etros

estudiosreportadosengeneroyespecie.
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CAPiTULO V. CONClUSIONES GENERALES Y PERSPECTIVAS

5.1.ConclusionesGenerales

las modificaciones realizadas al metodo del CTAB para la extracci6n de DNA en H.

sabdariffa L. permitieron obtener DNA de buena calidad y elevada cantidad. Por 10 que

se recomienda emplear el metodo modificado por Huang et al., (2013) por los altos

rendimientos y calidad del DNA obtenido, pudiendo este ser empleado en diferentes

aplicacionesbiotecnol6gicas.

EICYP450esunaaiternativa para el analisisde ladiversidadgeneticayaquesepuede

encontrar mayor numero de polimorfismos debido a la abundancia de esta familia de

genes en los organismos vivos. Estos son los primeros resultados para H. Sabdariffa

utilizando este tipo de marcadores. Ademas de que el nivel polimorfismo fue elevado

encomparaci6n·conotrosestudiosytecnicamenle,sonmenosdemandantes

Los marcadores AFlPs son un sistema ideal para revelar la diversidad genetica

presente entre individuos, poblaciones y sus especies ya que permitedetectarunalto

numero de polimorfismos ademas de ser una tecnica altamente reproducible, con alta

cobertura del genoma y sin requerirdel conocimiento de una secuencia previa. EI

presenteestudiorevel6nivelesdediversidadgeneticasimilares a los reportados por

otrosautores, a pesarde haberempelado un menornumerode combinaciones de

primersdurantelaamplificaci6nselectiva.

Este es el primer reporte en Mexico en donde se emplean 64 accesiones de H.

Sabdariffa.
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5.2. Perspectivas Generales

Losprotocolosdeextracci6nypurificaci6ndeacidosnucleicossonesencialesparala

mayoriadelasaplicacionesenbiologiamolecularyaquesonunpuntodepartidamuy

importante. En plantas, el exito de las aplicaciones biotecnol6gicas donde se ve

involucrado el uso del DNA dependera en una gran medida de la pureza yel

rendimientoqueselograobtenerdespuesdeunaextracci6n.Debidoaquelasplantas

secretanmetabolitossecundariosloscualesson muyvariadosentre especies yen

(especiallajamaica,la cual contiene una gran cantidad de compuestosfen61icos,

acidosorganicos,proantocianidinas,flavonoles,f1avonas,f1avononas,isoflavononasy

antocianinas,noesposibleaplicarunsolometododeextracci6nuniversalydebenser

modificadoscasoporcaso.

Nuestros resultados sugieren que para futuras investigaciones en las cuales sea

necesario extraer DNA de jamaica, se utilice el metodo de Huang et al., (2013) con las

modificacionesaquisenaladas.

Porotro lado,la informaci6n primaria sobre la diversidadgenetica de las plantas es

fundamental para su conservaci6n, y todo programa de mejoramiento genetico. Este

estudio reporta por primera vez la aplicabilidad del marcador Citocromo P450,

revelando niveles de polimorfismo iguales 0 superiores a otros sistemas de

marcadores similares (AFLPs), con la gran ventaja de ser tecnicamente menos

laboriosos. Adicionalmente, pueden serextremadamente utiles en la eval:Jaci6n de

materiales que no cuenten con marcadores moleculares especificos, como los SSRs.

Finalmente, el uso de los marcadoresAFLPsverific610s niveles dediversidadgenetica

obtenidos con el sistema de CYP450. EI empleo de los AFLPs tambien permiti6 la

comparaci6ndelosresultadosdel presentetrabajoconotrostrabajosreportadosa

nivelinternacional,dondelosmaterialesevaluadosenelpresenteestudioconservan

nivelessimilaresdediversidadgeneticaalosreportadosanivelmundial.

Para futures trabajos sobre diversidad genetica, se recomienda emplear un mayor

numere de combinaciones de primers durante la amplificaci6n selectiva, ademas de



las combinaciones empleadas aqui. para poder tener una mejor medici6n de los

nivelesdediversidadgeneticadentrodelosmaterialesdejamaicamexicanos.

Apesardelavariabilidadnaturalexistente,generarunamayordiversidadpormedio

de un programa de cruzas 0 inducci6n de mutaciones puede serde utilidad para

mejoraralgunas caracteristicas de interescomo resistencia a enfermedades y mayor

contenidodeacidosuotroscomponentesmedicinales



Anexo 1. Protocolo para la extracci6n de DNA en plantas (HaqiJe et a/., 2008)

Elprocedimientodeextracci6nsedescribeacontinuacion:a50mgdetejidoliofilizado

se agregaron 1000 IJI del buffer de extraccion (previamente calentado a 65°C)

realizandosealmenos10inversionesmanualessuavesdecadatubo,paralograruna

mezcla homogemea del buffer y la muestra de tejido. Posteriormente, las muestras se

colocaron en un hornoa65°C, en agitacion constante, durante 90 minutos.

Transcurrido ese tiempo, las muestras se retiraron del homo y se dejaron enfriar

durante 5 minutos aproximadamente a temperatura ambiente (TA). Se adicionaron 500

IJI de c1oroformo/isoamil alcohol (24:1) mezclandosuavemente 10stubosporinversion

durante 10 min a TA. Las muestras fueron centrifugadas durante 10 min a 4500 x g.

La fase superiorfue decantada en un tubo nuevo de 2 mL y se repitio el mismo

procedimiento.Despuesdelasegundacentrifugacion,lafasesuperiorfuetransferida

a un tubo nuevo de 2 mL que contenia 51J1 de RNasa (10 mg/mL) por medio de una

pipeta, teniendo especial cuidado de no absorber la interfase, nuevamente las

muestrassemezclaron porinversioncuatrovecesysedejaron incubarpor30minutos

aTA037°C.

EI DNA se precipito adicionando 600 IJI de isopropanol frio a cada muestra (en este

pasoseobservolaformaciondelahebradeDNA),paradespuescentrifugar los tubos

a 4500 ><gdurante 10minutos. EI isopropanol fue decantado, setuvoespecialcuidado

de no desprenderla pastilla de DNA en elfondo del tubo. Se realizarondos lavados

conetanolaI75y95%durantecincominutos,centrifugandodespuesdecadalavado

a 4500 >< gdurante 10 minutos.

Finalmente, la pa~tilla de ~NA se dejo secar durante toda la noche en oscuridad, para

eliminar todD el residuo de alcohol. AI dia siguiente la pastilla de DNA fue resuspendida

en 300 IJI de buffer TE (1 M Tris-HCI pH 7.5, 0.5 M EDTA pH 8.0).



Anexo 1. Protocolo para la extracci6n de DNA en plantas (Doyle-Doyle et al.,

1987)

Elprocedimientodeextracci6nsedescribeacontinuaci6n:aSOmgdetejidoliofilizado

se agregaron 1000 IJI del buffer de extracci6n (previamente calentado a 6S ·C)

realizandosealmenos10inversionesmanualessuavesdecadatubO,paralograruna

mezcla homogenea del buffer y la muestra de tejido. Posteriormente, las muestras se

colocaron en un hornoa6S·C, en agitaci6nconstante, durante 90 minutos.

Transcurrido ese tiempo, las muestras se retiraron del homo y se dejaron enfriar

durante Sminutos aproximadamente a temperatura ambiente (TA). Se adicionaron SOO

IJldecloroformo/isoamilalcohol(24:1)mezclandosuavementelostubosporinversi6n

durante 10 min a TA. Las muestras fueron centrifugadas durante 10 min a 4000 rpm.

La fase superiorfue decantada en un tubo nuevo de 2 mL y se repiti6 el mismo

procedimiento.

Despuesdeiasegundacentrifugaci6n,Iafasesuperiorfuetransferidaauntubonuevo

de 2 mL que contenia S IJI de RNasa (10 mg/mL) por medio de una pipeta, poniendo

especial cuidado de no absorberla interfase, nuevamentelasmuestrassemezclaron

porinversi6ncuatrovecesysedejaronincubarpor30minutosaTA037·C.

EI DNA fue precipitado adicionando 70 IJI de SM NaCI y 1 mL de etanol absoluto (en

este paso se observ6 la formaci6n de la hebra de DNA) y se refrigero por media hora

a -20 ·C, despues centrifugo a los tubos a 4000 rpm durante 10 minutos. EI etanol

absoluto y restos de sales del NaCI fueron decantados, se tuvo especial cuidado de

nodesprenderla pastilla de DNA en elfondodel tubo. Serealizarondoslavadoscon

wash2yetanol al 7S% durante cinco minutos, centrifugandodespuesdecadalavado

a4000rpmdurante10minutos.

Finaimente,IapastilladeDNAsedej6secardurantetodaianocheenoscuridad,para

eliminar todo el residua de alcohol. AI dia siguiente la pastilla de DNA fue resuspendida

en 300 IJI de buffer TE (1 M Tris-HCI pH 7.S, O.S M EDTA pH 8.0).



Anexo 3. Protocolo para la extracci6n de DNA en plantas (Huang et a/., 2013)

Elprocedimientodeextraccionsedescribeacontinuacion:a50mg'detejidoliofilizado

se agregaron 1000 ~I del buffer de extraccion previamente calentado a 65°C)

realizandosealmenos10inversionesmanualessuavesdecadatubO,paralograruna

mezcJa homogemea del buffer y la muestra de tejido. Posteriormente, las muestras se

colocaronen un hornoa65°C, en agitacionconstante, durante45minutos.

Unavezquetranscurrioesetiempo, lasmuestrasseretirarondelhornoysedejaron

enfriar durante 5 minutos aproximadamente a temperatura ambiente (TA). Se

adicionaron700~ldediclorometanoysemezcloconelvortexhastaque se logro una

mezcla homogemea. Las muestras fueron centrifugadas durante 10 min a 14000 x g.

La fase superiorfue decantada en un tubo nuevo de 2 mLy se repitio el mismo

procedimiento.

Despuesdelasegundacentrifugacion,lafasesuperiorfuetransferidaauntubonuevo

de 2 mL que contenia 5 ~I de RNasa (10 mg/mL) por medio de una pipeta, teniendo

un especial cuidado de no absorber la interfase, posteriormente las muestras se

mezcJaronporinversioncuatrovecesysedejaronincubarpor30minutosaTA037

EI DNA fue precipitado adicionando 800 ~I de isopropanol frio a cada muestra (en este

paso se observo la formacion de la hebra de DNA) y se refrigero por media hora a -20

°C para despues centrifugar los tubos a 14000 )(gdurante 10minutos. Elisopropanol

fue decantado, teniendoespecial cuidadode no desprenderla pastilla de DNA en el

fondo del tubo. Se realizaron dos lavados con etanol al 75 y 95% durante cinco

minutos, centrifugandodespuesdecada lavadoa 14000)(gdurante10minutos.

Finalmente,lapastilladeDNAsedejosecardurantetodalanocheenoscuridad,para

eliminar todo el re~iduo de alcohol. AI dia siguiente la pastilla de DNA fue resuspendida

en 300 ~I de buffer TE (1 M Tris-HCI pH 7.5, 0.5 M EDTA pH 8.0).



Anexo 2. Preparacion de reactivos

Buffer 10X TBE

Tris(PM 121.10)

0.5 M EDTA pH 8.0

Ac.B6rico(PM61.38)

ddH,O

Buffer5X TBE

TBE5X

ddH,O

Solucion defijacion

Soluci6nconcenlrada

AcidoAcelico

108g

55g

Aforara1000mL



Soluci6n de Tinci6n

Nitratodeplata(A9N03)

ddH20

19

Aforara 500 mL

Hidrxidode Sodio (NaOH) 69

Soluci6n de Stop

1.5% Na2EDTA2H20

ddH20

7.59

Aforara 500 mL
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ABSTRACT
Roselle crop (Hibiscussabdariffa l.) is originary from Africa, belongs to the Malvaceae family and is
cultivated in 15 states of Mexico. Current studies of roselle varietiesshow that its genetic diversity is the
result of natural crosses and selection. However, in Mexico, there is a lack of information regarding
varietal identification, population diversity and genetic structure. Although there aresome studies about
roselle, they only included few samples or diffe(ent Hibiscus species. Considering this, the main
objectiveofthepresentworkistoestimateandcharacterizethegeneticdiversityofvarietiesofroselle
cultivated in Mexico using molecular markers derived from cytochrame P450 (CYP450). Genomic DNA
was obtained using a modified CTAB method from lyophilized leaf tissue from 63 different accessions
from Nayarit, Guerrero, Colima and Puebla. The respective molecular analysis was performed using two
different primer combinations,CYP1A1F/CYP2B6R and CYP2B6F/CYP1A1Rby PCR. PCR products were
resolved by vertical electrophoresis on 6% polyacrylamide gels and stained with silver nitrate. The basic
geneticdiversityparametersandprincipalcoordinateanalysis (PCoA) were performed with GenAIEx6.S
software. Phylogenetic relationships were calculated using Neighbor-Joining (N-J) with MEGA 5.2
software. Results showed 100 % of polymorphism, and 0.420 Nei's Diversity Index. This value suggest
moderate to high genetic diversity, in comparison with other previous studies (0.305, using AFlP's
markers). The PCoAidentified four main groups (first three coordinates explain 74.76%ofvaridtion).
The N-J grouped two different main clusters, each one with two subgroups. These clusters allow the
identification of the parental lines for the Nayarit sub·group, by placing them on the opposite ends of

the dendogram, while the other materials showed no grouping trend to identify parietal's Nayarit
materials, placing them at opposite sides of dendrogram while the rest of the materials showed no

grouping trend

Keywords:Hibiscussa~ariffaL;cy!ochromeP4S0;geneticdiversity;principalcoordinates





METODOLOGfA
Se emplearon 63 accesiones de germoplasma de jamaica, las cuales fueron recolectadas en cuatro
estadosproductores de Mexico: Nayarit, Guerrero, Colima y Puebla. Estasaccesionesson materiales
mejoradosydeuso comun en estasregiones, obtenidosporla UniversidadAutonomadeNayarityel
CenlroExperimenlallgualadellNIFAPenelestadodeGuerrerolCuadro 11. Para laexlracciondeADN,
se emplearon hojas verdaderas de cada accesian despues de 2S dfas de germinacion. EI metoda
empleadofueelbasadoenCTABcon modificaciones [8]
Cuadrol. ldentificacion de lasaccesiones de jamaica yprocedencia



Analisis can marcadores derivadas de CYP450. Para el analisis molecular fuero;j empleadas das
combinacionesdeprimersderivadosdel citocromo P4S0: CYP2B6F!CYP1A1RyCYP1A1F!CYP2B6R.La
Reacci6n en Cadena dela Polimerasa (PCR)se realiz6enunvalumentotaldelS~ljcanteniendo50ng

de ADN, 0.66 I'M de cada primer, 3 mM de MgCI, Y0.6X de REDTaq" ReadyMix'M PCR (SIGMA-ALDRiCH)
lascandicianesdeamplificacionfueron:unadesnaturalizacionin icialde5 min a95oC,35ciclosde45sa
94"C,4S sa S4"C,90sa n"Cyuna extension final de 10 mina n "C.LosproductosdePCRfueron
separadasengelesdepoliacrilamidaal6%ysetiiieronconnitratodeplata[9).Seelabor6unamatriz
de datos binarios a partir de la presencia y ausencia de bandas en los geles de poliacrilamida. los
parametrosbasicosdediversidadgeneticacalculadosfueronelnumerodealelos(No),numerodealelos
efectivas (N~), heterocigasidad esperada (H~) y porcentaje de polimorfismo (%Pl, los cuales se
obtuvieronpormediodelprograma GenAIEX6.5(10).lasrelacionesfilogenlHicasentrelasdiferentes
accesionesdejamaica fueronestablecidasempleandolametodologiadeNeighbar-Joining{N.J)conel
programa Mega 5.2 [ll)ademasserealiz6eIAnalisisdeCoordenadasPrincipales{PCoA) utilizando el
programaGenAIEX6.5

RESULTADOS
Se detectaran un total de22 loci,dondelacombinacion CYPIAlF/CYP2B6R revel6el numero mayor de
bandas polimorficas con un total de 12, mientras que la segunda combinaci6n, CYP2B6F!CYP1A1R,
detect6 10. Ambas combinaciones revelaron un 100% de polimorfismo. La H~ fue de 0.420, el numero de
alelosdiferentesencontradosfuede2yelnumerodealelosefectivosfuel.7.EIPCoAmostroquelas
tresprimerascoordenadaslograronexplicareI74.76%delavariaci6n.laproyecciondelasaccesiones
enlasdosprimerascoordenadasprincipalespermiti6distinguircuatrogrupos(Figurall·Eldendograma
basadoen elmetoda N·J muestra que las 63 accesiones de jamaica fueronseparadasendosgrupos
diferentes y cada uno can das subgrupos y subdivisiones (Figura 2), ademas, no se identificaron

genotiposduplicados

Figural.La PCoAend~sdimensionesmuestralarelaCi6nentrelas63accesionesdejamaicacon base

en los datos de obtenidas con dos combinaciones de marcadoresderivadosdeICYP450.Nayarit(verde),

Guerrero !rojo),Colima (negro) YPuebla (amarillo)
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Figura2.0endrograma basado en N-J [15} muestraquelas63 accesiones de jamaica fueron separadas

endosgruposdiferentesycadaunocondossubgruposysubdivisiones. Nayarit(Azull,Guerrero lrojo),

Colima (verde) y Puebla (rosa)

CONCLUSIONES
Lautilizaci6ndelosman:adoresdelcitocromoP4S0enaccesionesdeH. sabdariffaLysuanalisisseparo
c1aramentelosprogenitoresquedieron origena los materialesde Nayarit,ubicandolosenlosextremos
opuestos del dendrograma mientrasqueel res to de los materiales nomostraronningunatendenciaen

laagrupaci6n.
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Enelpresenteestudio,empleando63accesionesdeJamaica,seidentificaronaltosnrlelesdediversidad
comparado conotros resultados. EstosresultadosindicanqueelCYP450esunaopcionparaelanalisis
de la diversidad genetica ya que se puede encontrar mayor numero de polimorfismos debido ala
abundancia de esta familla de genes en losorganism05VivQs
Ademas,noseencontraronaccesionesduplicadas
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