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RESUMEN

El cultivo de Jamaica (Hibiscus sabdariffa L.) es originaria de Africa, pertenece a la
familia Malvaceae. En nuestro pais, es cullivada en 15 estados de la Repiblica. La

diversidad genética presente en las variedades actualmente ulilizadas esta dada

por yseleccion; no obstante, existe un vacio en

varietal, estud y {

Il tudios a nivel il el nimero de muestras utilizado
ha sido limitado o se han enfocado en otras especies de Hibiscus. Por tal motivo, es
necesario estimar la diversidad genética de las variedades de Jamaica tanto a nivel
morfolégico como molecular. El objetivo del presente trabajo fue estimar mediante el

uso de marcadores moleculares, los niveles de diversidad genética presentes en 64

dej itfa L.).Se incluy iginaria:
de Nayarit, Guerrero, Colima y Puebla. EI DNA gendmico se obtuvo a partir de tejido
foliar liofilizado mediante el método de CTAB modificado. Para el analisis molecular se
utiizaron las combinaciones de primers derivados del Cilocromo  P450
[CYP2BEFICYPIAIR, CYPIATFICYP2BGR, CYPIATFICYP2C19R,
CYP2C19F/CYP2C19R, CYP2B6F/CYP2B6R y CYP2B6F/CYP2C19R, ademas se
amplificaron cinco combinaciones de AFLPs las cuales fueron altamente informativas
Eco RI + AAG/Mse | + CAC, Eco RI + ACG/Mse | + CAAG, Eco RI + AAG/Mse I+ CAG,
Eco RI+ ACGIMse | +CAGC y Eco RI + AAG/Mse | + CGC. Los fragmentos

se en geles de poli ida (8%). Los basicos

de diversidad genética y el andlisis de coordenadas principales (PCOA) fueron
realizados con el software GenAIEx 6.5. El fenograma se construy6 con la matriz de
distancias genéticas empleando la metodologia de Neighbor-Joining (N-J), con el
software Mega 52. Los resultados de las combinaciones del CYPA50 indicaron
82.65% de polimorfismo y 0.403 de heterocigosidad esperada total, siendo esta ultima
considera como moderada a alta, en comparacion con otros resultados reportados

(0.305, AFLP’s). A través del PCoA se explico el
74.76% de la variacion genética, mientras que en el fenograma N-J las muestras de

vi



Jamaica fueron separadas en tres grupos principales y cada uno con dos Subgrupos y
subdivisiones. Este Ultimo andlisis separ claramente los progenitores que dieron
origen a los materiales de Nayari, ubicandolos en los extremos opuestos del
fenograma, mientras que el resto de los materiales no mostraron ninguna tendencia
en la agrupacion. En el caso de los AFLPs se observo un 86.57 % de polimorfismo,

con un promedio de 32.4 loci polimé por on de la

diversidad genética de (Nei) fue de 0.310, valores similares a los reportados en otros
estudios (0.305, también con marcadores AFLPs). Se establecio que no hay genotipos
duplicados en la coleccion, sin embargo, existe un grado de parentesco elevado en los

materiales de acuerdo a la dispersion del fenograma
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CAPITULO I. INTRODUCCION GENERAL

1.4, INTRODUCCION

La jamaica (Hibiscus sabdanifa L), lambién conocida como flor de jamaica, rosa de
Jericd y roselle, es una planta dicotiledénea 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 Iropicales y sublropicales de Asia, Oceania y América (Gomez
ot al., 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 6ptima se
encuentra a los 25°C. Requiere de una precipitacion anual de 500 a 1,000 mm
distribuido durante el periodo vegetativo de cuatro a cinco meses. Esta planta crece
bien en distintas clases de suelos, pero los mas indicados son los suelos francos
pesados o arcillosos con humedad permanente y fertilidad moderada (Urbina, 2009)
Esta planta fue introducida en México en el siglo XVII, desde entonces se ha cultivado
en 15 estados del pais, siendo Guerrero, Oaxaca, Michoacan y Nayarit los principales
produtores (Dominguez et al., 2007).
Ortiz-Mérquez (2008) hace Ia siguiente clasificacion botanica de esta planta
Reino  Plante
Sub-reino  Tracheobionta
Super-division ~ Spermatophyta
Division  Anthophyta
Clase Magnoliapsida
Subclase  Dilleniidae
Orden  Malvales
Familia  Malvaceae
Genero  Hubiscus.
Especie  Hibiscus sabdariffa L
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1.2. ANTECEDENTES

1.2.1. Orden Malvaes
En cuanto a sus caracteristicas morfologicas, la jamaica es una planta anual con tallo
semilefioso, raiz pivotante, hojas alternas de color verde con bordes aserrados,

peciolos largos y erguidos. Su tipo de reproduccion es autogama de origen

con un numero 2n = 4x = 72 (Alcoces, 2009). Presenta
flores axilares y solitarias que abren un dia y después de un tiempo corto, la corola se
marchita y cae, quedando los célices, los cuales se alargan, se tornan carnosos y al
finat del ciclo vegetativo se cosechan y deshidratan, generalmente al sol, lo que
constituye el producto comercial que se obtiene de esta planta. El fruto tiene una forma
capsular que contiene un promedio de 20 semillas, Ias cuales tienen un color negro
(Hidalgo et al., 2009). De acuerdo a la variedad, el rendimiento del caliz, oscila entre
0.5 a 2 toneladas por hectérea (Gémez et al., 2008). Los célices son utiizados para
adas en la medicina tradicional y

preparacion de bebidas e infusiones, también
diferente trabajos evidencian que confiene compuestos bioactivos que son
potencialmente benéficos para la salud (Maganha et al. 2010). En paises del
continente Africano y Asidtico, las hojas tiemas se uliizan en sopas y salsas. En el
norte de Nigeria, las semillas se fermentan para preparar un alimento que se conoce
como Mungza Ntusa. En Sudén se utilizan como sustituto de la came y se preparan
en forma tradicional mediante la coccion de semillas de jamaica que se fermentan por
nueve dias (Yagoub ef al,, 2004). De las semillas también se puede oblener un aceite
comestivle o se pueden utilizar como alimento para aves (Mohamed et at., 2007). Para
realizar mejeramiento genético en el cultivo de la jamaica, se han aplicada los tres
métodos tradicionales que son introduccion, seleccién e hibridacion. En cuanto a la
introduccién, es frecuente la movilizacion de semillas de una region a ofra, de manera
que, de algin modo, variedades que han sido seleccionadas en Nayarit, son cultivadas

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



Adicionalmente, Ia seleccion es un método aplicado por los productores y como
resultado de Ja misma, existen materiales en diferentes regiones que presentan
modificaciones sutiles respecto a las variedades cominmente cultivadas, lo cual ha
dificultado la caracterizacion de las mismas. Finalmente, el método de hibridacion ha
sido utilizado en el programa de mejoramiento genético de la Unidad Académica de
Agricultura, de la Universidad Auténoma de Nayarit, para generar variacion, por fo que
a partir de la generacion de poblaciones segregantes de los distintos hibridos
desarrollados, se ha aplicado la seleccion, considerando diferentes aspectos de interés
como el rendimiento de calices, contenido de antocianinas, acidez, precocidad,
sanidad de las plantas, presencia de lricomas en los calices y facilidad para cosecha

entre otras caracterislicas (Caro et al,, 2010)
1.2.2. Marcadores Moleculares

A pesar de la importancia de la jamaica, existe una restringida informacion sobre la
diversidad genélica en esla especie. La mayoria de los estudios disponibles se han
realizado con marcadores RAPDs y AFLPs donde el nimero de muestras utiizadas
ha sido limitado o se han enfocado en otras especies del género Hibiscus (Gomez et
al,, 2008). Sin embargo, con base en las observaciones en campo, se sospecha que
existe una amplia diversidad genética, reflejado en su fenotipo, producto de la
adaptacion en los diferentes sitios de introduccion (Ponciano e Hidalgo, 2012). Pocos
autores han reportado sus esfuerzos en el establecimiento de la diversidad genética
de la rosa de jamaica utilizando la técnica de RAPDs en paises como Egipto, Estados
Unidos y México (Hussein ef al,, 2010, Jendereck et al, 1997, Gomez et al., 2008).
Menos frecuentes son los estudios hechos con microsatélites (Tomes et al, 2011) y
AFLP. Aunque existen estos reportes a nivel mundial, en México los analisis de
diversidad genética en jamaica son incipientes. Los marcadores moleculares son
herramientas que permilen cuanlificar la diversidad gendtica; la eleccion del sistema
de marcadores maleculares dependera del lipo de estudio, ya sean para andlisis de
diversidad genélica o estudios evolutivos entre otros. Algunos sistemas de marcadores
estan basados en la hibridacion del DNA, como los RFLPs (Restriction Fragment
Length Polymorphism) o polimorfismo en Ia longitud de fragmentos de restriccion.

3



Estos marcadores han sido usados en el mapeo comparalivo entre especies. También
hay basados en la on arbitraria o del DNA como
to son los RAPDs (Random Amplified Polymorphic DNAs) o DNA palimérfico

amplificado aleatoriamente, que pueden resullar de cualquier cambio en la secuencia
o sitio de unién del iniciador (mutacion puntual), lo cual impide que e niciador se una
a la cadena, o también pueden ser el praducto de cambios que alteren el tamanio o
impidan la exitosa amplificacion del DNA molde y AFLPs (Amplified Fragment Length

° en la longitud de esto son
considerados marcadores de alta eficacia, permiten el andlisis de un elevada nimero
de loci por experimento sin requerir informacion previa sobre su secuencia. son en su
mayoria dominantes y altamente reproducibles. (Martinez et al, 2010). Tales
marcadores suelen registrar la diversidad genéticamente en regiones neutras, pero la
pregunta sigue siendo si esta diversidad refleja todo ef genoma. Los VNTR (Variable
Number of Tandem Repeats) o repeticiones en tandem de nimero variable o

id que son en tandem de nisnero variable que

pueden tener entre 15 y 100 pares de bases (pb). Ademas, los VNTR pueden estar
dentro de genes o entre ellos. Los ISSRs (Inter-simple Sequence Repeats) o inter-
secuencias repetidas simples, son una técnica 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) también conacidos como secuencias simples repetidas o

. son regiones de pequenas (dos a 10 pares
de bases) repetidas, arregladas en serie, las cuales se asume que estan distribuidas
azarosamente por todo el DNA (su principal ventaja es que se trata de un marcador

codominante)

Otro marcador que se ha empezado a emplear para tener un mayar conocimiento de
Ja especies cuando se conoce poco de ellas ya que los genes de Gitocromo P450
(CYP450) podrian proporcionar herramientas universales para la evaluacion de la
diversidad genética de todo el genoma en diversas especies de plantas que no tienen
marcadores genéticos. EI CYPA450 se encuenlra ampliamente en animales plantas y
microorganismos (Schalk et al, 1999). En plantas superiores. el CYPPA50 jusga un



papel importante en la sintesis de enzimas que inlervienen el proceso de las
biosintesis de itos y on. Debido a su en los
organismos vivos, se ha explorado la posibilidad de emplearlos como marcadores
universales en estudios genéticos (Inui ef al., 2000).

En el caso particular de los estudios realizados de especies del género Hibiscus los
més cercanos son el hecho por Tang et al, (2003) el cual utiliz los marcadores de
AFLPs para revelar los niveles de diversidad genética presentes en nueve poblaciones
de la costa sur de China para un mayor conocimiento de la especie (H. tifiaceus). Por
otra parte, Cheng et al, (2004) analizé las relaciones genélicas e identifico las
especies existentes en China, de kenaf (H. cannabinus L) también empleando AFLPs,
Ponciano e Hidalgo, (2012) mediante marcadores AFLPs realizaron un estudio de
caracterizacion y diversidad genélica en la especie de jamaica (H. sabdarifa L) en

una coleccion de 17 genotipos cultivados en Guatemala.

El presente trabajo busc6 analizar la diversidad genélica de las variedades de jamaica
cultivadas en México mediante el empleo de marcadores derivados del CYP450 y
marcadores AFLPs.

1.3.  JUSTIFICACION

A pesar de la importancia de la jamaica, existe restringida informacion sobre la
diversidad genética en la especie, por lo que es necesario uszr marcadores
moleculares que nos permitan tener un gran numero de polimorfismos, como lo son
los marcadores derivados del CYP450 y o los AFLPs, los cuales permiliran conocer la
diversidad genética presente en las variedades de jamaica en México que puedan dar

pauta a nuevos esquemas de mejoramiento en nuestro pais



14. HIPOTESIS

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

diversidad genética existente como respuesta a diferentes sitios de cultivo en México.

1.5. OBJETIVOS

1.5.1. Objetivo General
> Estimar mediante el uso de marcadores moleculares, los niveles de diversidad

genéica presentes en 64 accesiones de jamaica (Hibiscus sabdanfia L)

1.5.2. Objetivos Especificos
v Estandarizar el protocolo para extraccion de DNA en hojas de jamaica (Hibiscus
sabdariffa L)
v Emplear marcadores moleculares derivados de genes estructurales, utilizar el
Citocromo 450 (CYP450), para estimar los parametros de diversidad genética
+ Emplear marcadores moleculares neutrales como los polimorfismos en la
longitud de fragmentos amplificados (AFLPs), para estimar los parametros de

diversidad genética.
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CAPITULO Il. OPTIMIZACION DE UN PROTOCOLO PARA AISLAMIENTO DE DNA
EN HOJAS DE JAMAICA (Hibiscus sabdariffa L.)

2.1. RESUMEN

La extraccién de DNA para diversos estudios en el campo de la biologia molecular es
el paso inicial el cual necesita que el DNA esté libre de polisacaridos, polfenoles,
proteinas y RNA de plantas. En general, existen diversos métodos de extraccion de
DNA, sin embargo, algunos de ellos consumen mucho tiempo y utilizan reactivos ylo
equipos costosos. El objetivo del presente estudio fue optimizar un protocolo rapido,
eficiente y de bajo costo para extraer DNA a partir de hojas de Hibiscus sabdariffa L.
Las variables evaluadas fueron el rendimiento (ng/ul), pureza (Azsoze0), integridad (Gel
agarosa al 1%) y funcionalidad del DNA (PCR) purificado a partir de hojas de jamaica,
empleando tres diferentes métodos de extraccion de DNA' Haque et al, (2008)
(método 1); Doyle-Doyle et al., (1987) (método Il) y Huang et al., (2013) (método Ii).
Las variables de rendimiento y pureza del DNA mostraron diferencias significativas en
los tres métodos. La funcionalidad del DNA obtenido por los métodos (I y 1) fue
evaluada por la amplificacion de los marcadores rcbL y matK los cuales generaron
perfiles de bandas nilidas, de buena calidad y de facil interpretacion para el DNA que
se obtuvo mediante el método (1) la amplificacion fui inhibida debido a existe presencia
de metabolitos secundarios. Se recomienda el uso de método (Ill) para la extraccion
de DNA de H. sabdariffa para obtener mayor rendimiento de DNA con calidad y pureza

6ptima para aplicaciones de marcadores moleculares.



2.2. INTRODUCCION

Los protocolos de extraccion y purificacion de cidos nucleicos son esenciales para ia

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

ylos que utilizan DNA, requieren como punto
de partida que el DNA esté integro y libre de contaminantes (Menossi et al, 2007
Khan et al., 2011; Chang et al., 2012 y Garces et al,, 2014)

En plantas, el éxito en las diversas aplicaciones biotecnologicas que involucran el uso
de DNA depende en gran medida del rendimiento y pureza que se obtiene. Uno de los
problemas en la obtencion del material genético en el reino vegetal son los productos
de su metabolismo secundario que las plantas secretan (flavonoides, lerpenos,
polifenoles, quinonas y alcaloides).Estos compuestos son muy variados entre
especies, por lo tanto no es posible la aplicacion de un solo método de extraccion de
DNA universal (Khanuja ef al, 1999), ya que estos metabolitos ocasionan la
degradacion del DNA y pueden inhibir posteriores técnicas basicas y analisis
moleculares, como por ejemplo la secuenciacion del DNA o la PCR (Reaccion en

Cadena de la Polimerasa)

La mayoria de los protocolos existentes para aislar y purificar el DNA de buena calidad,
se basan en el método de CTAB (Bromuro de cetiltrimetilamonio), por ser un mélodo
més economico (Doyle-Doyle, 1990 y Sahu et al, 2012). Esta es una de las razones
de por qué es recomendable estandarizar un protocolo de extraccion de DNA para
cada especie (Kim et al,, 1997). Para la optimizacion de un método de extraccion para
Hibiscus Sabdariffa L., tres protocol de DNA basados
en método de CTAB de acuerdo con Haque et al., (2008); Doyle-Doyle et al., (1987) y
Huang et al., (2013) para remover polisacaridos que se encuentran presentes en esta

especie.

La PCR es una de las técnicas basicas en el campo de la biologia molecular. Esta
técnica es empleada para la amplificacion enzimatica in vitro de una region de DNA
conocida. Esta basada en el mecanismo de replicacion in vivo de DNA. Presenta tres
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etapas principales: la desnaturalizacion de la doble cadena de DNA, el alineamisnto
de los iniciadores con cada cadena sencilta y por ultimo la sintesis de los fragmentos
© también llamada extensi6n (Mullis K et a, 1986, Somma y Querci, 2007)

Est téonica puede determinar indirectamente, ef grado de pureza del DNA af permitir
que se lleve a cabo la actividad de la DNA polimerasa. Los parametros de temperalura
y tiempo en el que se efectian cada una de las etapas son dependiente de la
temperatura de fusion del DNA y de activacion de la DNA polimerasa, la composicion
nucleotidica de los iniciadores y la cantidad de productos que deseamos obtener para

posteriores analisis (White, 1993)

El objetivo del presente trabajo estudio fue establecer un protocolo optimizado para
purificar DNA de hojas de H. sabdariffa a concentraciones altas con una pureza optima,

que sea de forma rapida y economica.



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 México: Nayarit, Guerrero, Colima y
Puebla. Los matenales fueron agrupados en cuatro poblaciones de acuerdo con su
procedencia. Estas accesiones son materiales mejorados y de uso comun en estas
regiones, obtenidos por la Universidad Autdnoma de Nayarit y el Campo Experimental
Iguala, del INIFAP en el estado de Guerrero (Cuadro 1)

Por accesion se sembraron 20 semillas en charolas de

con 240 cavidades con sustrato peal moos esteriizado. Las semillas se incubaron en
un cuarto de germinacién con condiciones controladas (27+2 °C. 90%HR), con 16
horas luz y 8 horas oscuridad. Para la extraccion de DNA, se emplearon hojas
verdaderas de cada accesién después de 25 dias de germinacién las cuales se
recolectaron en bulk, por cada accesion. Las hojas recolectadas fueron aimacenadas
a-80 °C para su congelacion por al menos 48 horas. Posteriormente, se liofilizaron con
una presion de vacio de 0.35 Bar y una temperatura de -85 °C durante una semana.
Una vez liofilizadas, el tejido foliar se pulveriz empleando el equipo TissueLyser I
Para el ensayo de extraccion de DNA, se colocaron 50 mg de tejido liofilizado de cada
accesion, en tubos de 2.0 mL.



Cuadro 1. Accesiones de germoplasma que seran objeto de estudio.

No_ Accesion Varladad Procedencia No. Accesion Variedad  Proceden
1 Tempranilla negra  Cofima. 3 UAN 17 Nayait
2 Tempranila flor Colima ) UAN 26 Nayarit
3 Colima Colima £ UAN 27 Nayarit
4 Yersey acrioliada  Puebla 36 UAN23:  Nayarit
B Criolia roja Puebla Ed UAN 12, Nayarit
5 Criolia roja violeta  Puebla £ UAN 13 Nayarit
7 Criolla Husjicori Nayarit £ UAN 15 Nayart
8 Negra UAN Nayanit 40 UANZ4,  Nayart
il Criolta morada Collma il VAN 12 Nayaril
10 UANS Nayarit a2 UAN 20 Nayarit
il UaN4 Nayanit a uaN22 Nayarit
12 Criolla sapar precoz  Colima a UAN 10, Nayaril
3 Criolla puebla precoz Nayarit 45 vAN 29 Nayarit
1 Griolla precoz Puebla 4 UAN2S,  Nayarit
15 Negra Quiviquinta ~ Nayaril a1 VAN 19 Nayarit
16 China Nayarit a8 UAN 30 Nayarit
17 UAN 6 Puga Nayarit a9 UAN Nayarit
18 UAN 31 Nayarit 50 UAN 18 Nayarit
13 UAN 6, Nayarit st uan 18 Nayaril
20 UAN 16: Nayait 52 UANZ1,  Nayart
2 UANG Novilero  Nayant 3 UAN1G:  Nayaiit
2 Morada x roja Puetla 5 UAN 181 Nayarit
2 UAN 25 Nayarit 55 2ma: Guerrero
2 Bellotuda Nayat 56 20: Guerero
25 UANT Nayart 57 aq Guerrero
2% Tempranitarcla  Colima 8 60s Guerero
2 UAN 23 Nayait s 7 Guerrero
2 UAN 11 Nayaril 60 8as Guerrero
2 UAN 24 Nayarit 61 Scruzanegrs Guerrero
20 UAN 21 Nayaril 62 10 Guerrero
3 UAN g Nayarit 63 11conels  Guerrero
32 VAN 13 Nayaiit 6 QzCR Guerrero




2.3.2. Protocolo de Extraccion de DNA

Se establecieron Ires protacolos de extraccion y purificacion de DNA basados en el
método de CTAB. Las 64 accesiones se emplearon para ser evaiuadas con tres
diferentes protocolos de extraccion de DNA basados en el método de CTAB: Haque et
al., (2008); Doyle-Doyle et al, (1987) y Huang e! al., (2013).

La mayoria de los métodos existentes, para purificar y aislar el DNA con una buena
calidad, estén basados en el método del CTAB (Bromuro de cetiltrimetilamonio) el cual
es un detergenle que sirve para solubilizar las membranas y auxiliar en la inactivacion
de algunas enzimas. NaC! (Cloruro de sodio) es una sal para disociar las proteinas del
DNA, Tris imetil) Tris-HCI (Ami con acido estabiliza el pH
en torno de 8, EDTA (Acido ¢ un agente q de iones

divalentes, como el Mg y el Ca*Z,y por o tanto un poderoso inhibidor de las nucleasas
que usan estos iones como cofactores. El BME (B-mercaptoetanol) es un agente

reductor que y i impidiendo la accién de
estas enzimas sobre el DNA. EI PVP (polivinilpirrilidona) es un antioxidante que inhibe
la accion de compuestos fendlicos ademas actia absorbiendo los polifenoles, LSS
(Lauril sulfato de sodio) precipita las proteinas liberadas sin producir la
despolimerizacion del nucleo, Borax (Borato de sodio) para remover polisacaridos en

Ia etapa de precipitacién. (Cuadro 2)



Cuadro 2. Composicién del buffer de extraccion de DNA genomico.

Tris-HCI NaCl EDTA CTAB BME PVP Borax LSS

Método mM mM  mM % mM % mM %
|- Haque ot af. (2008) 100 700 50 35 420 3 0 0
Il. Doyie-Doyle et al. (1987) 100 700 50 2 280 2 0 0
Il Huang et af, (2013) 200 2M 25 2 140 2 20 1

Tris-HCI (Hidroximelil amino metano con acido clorhidrico). NaCl (Cloruro de sodio),
EDTA (Acido EMend\amlno(elraaceuco) CTAB (Hexauecn trimetil bromuro de amonio),
LSS (Lauril sulfato de sodio) y

(i
Borax (Borato de sodio).

2.3.3. Método general de extraccion

£l procedimiento general de extraccion se describe a continuacion: se colocaron 50
mg de tejido liofilizado en tubos de 2 mL, a los cuales se agregaron 1000 i del buffer
de exiraccion con concentraciones diferentes, dependiendo del método a evaluarse
(Cuadro 3) (previamente calentado a 65 °C), realizandose al menos 10 inversiones
manuales suaves de cada tubo, para lograr una mezcla homogénea del buffer y la
muestra de lejido. Posteriormente, las muestras se colocaron en un horno a 65 °C, en
agitacion constante, durante 90 minutos

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

durante § minut a ambiente (TA). Se 500
l de cloroformofisoamil alcohol (24:1) mezclando suavemente los tubes por inversion
durante 10 min_a TA. Para el mélodo Ill, se empleo diclorometano en lugar de la
solucién de cloroformofisoamil alcohol. Las muestras fueron centrifugadas durante 10
mina 14, 000 x g. La fase superior fue decantada en un lubo nuevo de 2 mL y se repitio
el mismo procedimiento. Después de la segunda centrifugacion, Ia fase superior fue

transferida a un tubo nuevo de 2 mL que contenia 5 pl de RNasa (10 mg/mL) por medio
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de una pipeta, teniendo especial cuidado de no absorber la interfase, nuevamente las
muestras se mezclaron por inversién cuatro veces y se dejaron incubar por 30 minutos
aTA.

EI DNA fue precipitado con 600 i de isopropanol frio (en este paso se observo la
formacion de la hebra de DNA), para después centrifugar los tubos a 4500 x g durante
10 minutos. El isopropanol fue decantado, teniendo especial cuidado de no desprender
Ia pastilla de DNA en el fondo del tubo. Se realizaron dos lavados con etanol al 75 y
95% durante cinco minutos, centrifugando después de cada lavado a 14, 000 x g
durante 10 minutos.

Finalmente, la pastilla de DNA se dej6 secar durante toda la noche en oscuridad, para
eliminar todo el residuo de alcohol. Al dia siguiente la pastilla de DNA fue resuspendi
da en 300 pi de buffer TE (1 M Tris-HCI pH 7.5, 0.5 M EDTA pH 8.0).



Cuadro 3. Comparacién de Buffer de extraccion para los métodos de Haque of al., (2008), Doyle y Doyle, (1987) y
Huang et al., (2013),

Stok Método | [Final] Método I [Final] Método Il {Final]
GH20 — —— E—

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

5 M NaCl 700 mM 700 mM 2M

05MEDTA pH 8.0 50 mM 50 mM 25mM

CTAB 3.50% 2% 2%

14 M BME 420 mM 280 mM 140 mM

PVP 3% 2% 2%

Lss —_— 1%

0.25M Borax 20mM

Tris-HCI (Hidroximell amino metano con &cido clorhidrico), NaCl (Cloruro de sodio), EDTA (Acido
etilendiaminoletraacético), CTAB (Hexadecil trimetil bromuro de amonio), BME (B-mercaploetanol), PVP
(Polivinilpirrolidona), LSS (Lauril sulfato de sodio), Borax (Borato de sodio) y dH2O (agua)



2.3.6. Evaluacion del DNA aislado

Cuantificacién, pureza e integridad del DNA.

La concentracién y pureza de las muestras de DNA obtenido en cada método fue

por med { Ia integri scidos
nucleicos se verific de manera visual mediante electroforesis en gel de agarosa al
1%. Finalmente, fa funcionalidad de las muestras de DNA fue evaluada por medio de
la amplificacion de los genes rcbl y matk.
Para la primera evaluacion, se ulilizo el espectrofotometro NanoDrop 2000® Thermo
Scientific, el cual permite oblener por medio de un microlitro (1) de muestra la cantidad
de DNA (ng/ul) y Ia calidad por medio dei rango Azsoaso. Este Gitimo valor nos permitio

determinar la presencia d Silos val fueron por debajo
(1.8) indica que aun hay restos celulares que no se pudieron eliminar durante la
extraccion de DNA, por el contrario, valores mayores a (2.0) indicaban residuos de
soluciones empleadas durante la apiicacion del protocolo de extraccién.

En la segunda evaiuacion la cantidad e integridad del DNA se verifico visualmente
mediante la electroforesis en gel de agarosa al 1% tefiido en solucion GelRed™
0.001X, se cargd por pozo 30 ng/jl de DNA gendmico el cual se corrié en un buffer
TBE 1X por 30 minutos a 80 volts y visualizd con luz ultravioleta en un
fotodocumentador. Para comprobar la ausencia de los contaminantes y medir el
rendimiento del DNA se uliliz6 Ia técnica de la PCR, su producto se visualizo por medio
de electroforesis horizontal en un gel de agarosa al 2%. La reaccion se realizo en un
volumen final de 20 L, con 0.8X de Tag polimerasa (RedTaq® ReadyMixTM PCR
Reaction Mix, SIGMA-ALDRICH). 1 uM de cada iniciador y 40 ng de DNA y H0
bidestilada, hasta aicanzar el volumen final. Las condiciones de amplificacion fueron
Jas siguientes: U paso inicial de desnaturalizacion a 94 °C durante § minutos, seguido
de 40 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C durante 40 segundos, un paso de
alineamiento a 48 °C durante 40 segundos y un paso de extension a 72 °C duranle un
minuto, para terminar con una paso de extension final a 72 °C por 10 minutos
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2.4. RESULTADOS Y DISCUSION

Seleccion def protocolo para extraccin de DNA en jamaica (Hibiscus sabdarifia L.)

Los tres protocolos evaluados lograron aislar el DNA genémico con concentraciones y
estudios

de calidad que parecian permitr realizar
Sin embargo, el método de Doyle-Doyle et al, (1987) y Huang ef al., (2013) fueron los
que permitieron obtener mayores concenlraciones y mejores resultados de calidad,

por medio def (Figura 1 y 2). Sin embargo, la
visualizacion de estos productos en el gel de agarosa al 1%, mostro que la calidad e

étodos utilizad g

integridad del DNA con ios tres.
entre ellos.

No. de individuos

SR ISIMEN  NAND WILSTI  GUTAEN WSS 6ITIM

Concentracion (nglul)
Figura 1. C de los valores de (ng/ul) entre los tres métodos
de extraccion de DNA. Método | (Azul), método |1 (Amarillo) y método Il {Gris).
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Al analizar cada una de las muestras individuales en el gel de agarosa al 1%, y
relacionar estos resultados con los valores abtenidos por medio del espectrofotometro,
se observo productos que no fueron homogéneos. EI método que tuvo menor
homogeneidad fue el método de Doyle y Doyle, et al, (1987) (Figura 3) ya que como
se muestra en ia figura 3 la concentracion por ng/ul no correspondit con ia lectura del
espectrofotometro por io tanto se observé el gel de agarosa con cariles sin DNA. En
este método se identifico valores bajos de concentracion y los més elevados en el
rango Azsazsn o cual nos indican que la exiraccion del DNA no fue la mejor. En el caso
de los ofros dos métodos Haque ef al, (2008) y Huang et al. (2013] se observa
claramente una diferencia cualitativa en el nimero de muestras extraidas ya que el
DNA se visualizd nitidamente en el gel de agarosa esto corroboro que las lecturas del
espectrofotometro en cuanto concenlracin por ng/pl fueron correctas o que nos indico
que la extraccion de DNA en estos dos métodos fue aceptable ya que se obtiene un
DNA de alto peso molecular en relacion con el marcador lambda sin cortar, ademés
no se observé degradacion del DNA ni barrido de residuos de sales de la extraccion,

como se puede observar en la figura 3.
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Método |

No. de indiiduos

.
.
o - —
Método 1
w
.
k1
2 20
=
i
2 40
s ]
s

-
100119 1.20-1.99 1.40-1.50 1.60-1.79 |1.00-199|2.002 18 =22
Rolacien 260280

Método 11l

Ho. de indiiduos.

1.00-1.18 120139 1.40-1.50 1.00-1 70 1.90-1.09 200-2.15 23
Rolacién 2601280

Figura 2. Comparacion de fos valores de la relacion Azsozso entre los tres métodos de
extraccion de DNA
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Figura 3. Electroloresis en gel de agarosa al 1%, muestra la calidad de las
extracciones de DNA, método | (A), método II (B) y método IIl (C). El marcador
empleado (sefialado con la letra M), fue Lambda sin cortar con una concentracion de
100 ng. EI nimero de muestra de DNA se indica en la parte superior del carril las
cuales corresponden a las muestras descritas en el Cuadro 1

Los resultados de la evaluacion de la pureza por medio de la PCR, mediante la
amplificacion de los genes rebl y matK, demostraron la ausencia de los inhibidores
enzimalicos que pudieran haber sido acarreados durante el proceso de extraccion
principalmente para los métodos de Haque et al. (2008) y Huang et af., (2013). Por el
contrario, el método de Doyle y Doyle (1987) no logrd efiminar los inhibidores de
reacciones enzimaticas, al no haberse obtenido productos de amplificacion de dichos

genes (Figuras 4 y 5)
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Una posible explicacion de los resultados oblenidos puede ser la diferencia en la
concentracion de PVP en ef buffer de extraccién de los diferentes mélodos. Gomo se
menciond el PVP es un i que inhibe la accién de

compuestos fenslicos absorbiendo también los polifencles, evitando la accion de estos
compuestos que oxidan al DNA e impiden la accion de las enzimas de restriccion
(Vankar y Srivastava, 2008). Galicia-Flores el al,, (2008), reportaron Ia presencia de
grandes cantidades de compuestos fendlicos, acidos organicos, proantocianidinas,
flavonoles, flavonas, flavononas, isoflavononas y antocianinas en jamaica. Asi mismo
la concentracion de CTAB utiizada en el método I, favoreci en la ruptura de las
membranas. En cambio al utilizar el método |1l en el cual tiene en su composicion LSS
y Borax, permitié precipitar a las proteinas més eficientemente debido a que el LSS
resulto ser mas eficaz en la remocion de polisacaridos y el Borax tiene como principal

funcion eliminar polisacaridos en el proceso de precipitacion del DNA

Tomando en cuenta los resultados obtenidos y los antecedentes del género hibicus,

que presenta f contenido de se decidio
elegir el método il propuesto por huang et al,, 2013 (modificado), el cual permitio
obtener dna con una alta calidad e integridad en las accesiones de la especie hibicus

sabdariffa.



2.5. CONCLUSIONES

Las modificaciones realizadas al mélado del CTAB para la extratcion de DNA de H.
sabdariffa L. permitieron optimizar un protocolo para obtener DNA de buena calidad y

elevada canlidad

Los mayores rendimientos de DNA se obluvieron en mélodo de Huang ef a., (2013),

En cuanto a la funcionalidad del DNA se obtuvieron perfiles de bandas nitidas y bien
definidas con el uso de los marcadores moleculares rcbL y matK en los métodos (I y

1ll). Mientras que para el método (I1) no se obtuvo el patrén de bandeo esperado.

Se recomienda emplear el método modificado por Huang et al, (2013) (método Hl) por
los altos rendimientos y calidad del DNA obtenido, pudiendo este ser empleado en
diferentes aplicaciones biotecnolégicas.
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CAPITULO IIl. ANALISIS MOLECULAR CON LOS MARCADORES
CYP450

3.1. RESUMEN

El cultivo de Jamaica (Hibiscus sabdariffa L) es originaria de Africa, pertenece a fa
familia Malvaceae. En nuestro pais, es cullivada en 15 estados de la Republica. La
diversidad genética presente en las variedades aclualmente utilizadas esta dada
principalmente por cruzamientos naturales y seleccion; no obstante, existe un vacio en

la identif varietal, estud y delas mismas.

Q I tudios a nivel el nimero d utilizado
ha sido limitado o se han enfocado en otras especies de Hibiscus. Por tal motivo, es
necesario estimar la diversidad genética de las variedades de Jamaica tanto a nivel
morfolégico como molecular. El objetivo del presente trabajo fue estimar la diversidad
genética de las variedades de Jamaica cultivadas en México con marcadores
derivados del citocromo P450 (CYP450). Se incluyeron 64 accesiones originarias de
Nayarit, Guerrero, Colima y Puebla. E| DNA genomico se obluvo a partir de tejido foliar
liofilizado mediante el método de CTAB modificado. Para el analisis molecular se
utilizaron las combinaciones de primers CYP2BGF/CYP1A1R, CYP1AIFICYP2BER,
CYP1ATF/CYP2C19R,  CYP2C19F/CYP2C19R,  CYP2BGFICYP2B6R
CYP2B6F/CYP2C19R. Se realiz la amplificacion de los fragmentos por PCR y se

en geles de (8%). Los basicos de diversidad
genélica y el analisis de coordenadas principales (PCoA) fueron realizados con el
software GenAlEx 6.5. El fenograma se conslruy6 con la matriz de dislancias genéticas
empleando la metodologia de Neighbor-Joining (N-J), con el software Mega 5.2. Los
resultados indicaron 82.65% de polimorfismo y 0.403 de helerocigosidad esperada
total, siendo esta ullima considera como moderada a alta, en comparacion con otros
resultados reportados (0.305, AFLP'S). A través
del PCOA se explico el 74.76% de la variacion genética, mientras que en el

dendograma N-J las muestras de Jamaica fueron separadas en tres grupos principales
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y cada uno con dos subgrupos y Este ultimo analisi J

los progenilores que dieron origen a los materiales de Nayarit, ubicandolos en los
extremos opuestos del dendograma, mientras que el resto de los materiales no

mostraron ninguna tendencia en la agrupacion.



3.2. INTRODUCCION

La jamaica (Hibiscus sabdariffa L), también conocida como flor de jamaica, rosa de
Jerico y roselle, es una planta dicotiledénea de la familia Malvaceae, que tiene su
centro de origen en Africa (Maili et al.. 2010, Solorzano y Macario, 2002). Actualmente
es cultivada en regiones tropicales y sublropicales de Asia, Oceania y América (Gomez
ef al,, 2008). Esla planta fue introducida en México en el siglo XV, desde entonces se
ha cultivado en 15 estados del pais, siendo Guerrero, Oaxaca, Michoacan y Nayarit
los principales productores (Dominguez et af,, 2007). En cuanto a sus caracteristicas
morfologicas, ta jamaica es una planta anual con tallo semilefioso, raiz pivotante, hojas
alternas de color verde con bordes aserrados, peciolos largos y erguidos. Su tipo de
reproduccion es autogama de origen alotetraploide con un nimero cromosomico 2n =
4x=72 (Alcaces, 2009). Presenta flores axilares y solitarias que abren un dia y después
de un tiempo corto, la corola se marchita y cae, quedando los calices, los cuales se
alargan, se tornan camosos y al final del ciclo vegetativo se cosechan y deshidratan,
generalmente al sol, lo que constituye el producto comercial que se obliene de esta
planta. El fruto tiene una forma capsular que contiene un promedio de 20 semillas, las
cuales tienen un color negro (Hidalgo ei al, 2009). De acuerdo a la variedad, el
rendimiento del caliz, oscilz entre 0.5 a 2 loneladas por hectarea (Gomez et al., 2008).
Para realizar mejoramiento genético en el cullivo de la jamaica, se han aplicado los
\res métados lradicionales que son introduccion, seleccion e hibridacion. En cuanto a
la introduccion, es frecuente la movilizacion de semillas de una region a ofra, de
manera que, de algin modo, variedades que han sido seleccionadas en Nayarit, son
cullivadas actualmente en paises como Guatemala y Nicaragua (Hidalgo et af,, 2009)

Adicionalmente, la seleccién es un método aplicado por los productores y como
resultado de Ia misma, existen materiales en diferentes regiones que presenlan

modificaciones sutiles respecto a las variedades cominmente cultivadas, lo cual ha

dificultado la on de las mismas. . el método de én ha
sido utilizado en el programa de mejoramienlo genético de la Unidad Académica de

Agricullura, de la Universidad Auténoma de Nayaril, para generar variacion, por o que
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a partir de la generacion de poblaciones segregantes de los distintos hibridos

, se ha aplicad X diferent
como el rendimiento de calices, contenido de antocianinas, acidez, precocidad,
sanidad de las plantas, presencia de tricomas en los calices y facilidad para cosecha
entre otras caracteristicas (Caro et al., 2010).

A pesar de la importancia de la jamaica, existe una restringida informacién sobre la
diversidad genética en esta especie. La mayoria de los estudios disponibles se han
realizado con marcadores RAPD's y AFLP's donde e! nimero de muestras utilizadas
ha sido limilado o se han enfocado en otras especies del género Hibiscus (Gomez et
al,, 2008). No obstante, con base en las observaciones en campo, se sospecha que
existe una amplia diversidad genética, reflejado en su fenotipo, producto de la
adaptacion en los diferentes sitios de introduccion. Los marcadores moleculares son
herramientas que permiten cuantificar la diversidad genélica; la eleccion del sistema
de marcadores moleculares dependera del tipo de estudio, ya sean para analisis de
diversidad genética o estudios evolutivos entre otros. Algunos sistemas de marcadores
estan basados en la hibridacion del DNA, como los RFLPs (Restriction Fragment
Length o en la longilud de de restriccion,

Estos marcadores han sido usados en el mapeo comparalivo y estudios de sintenia
entre especies. También hay marcadores basados en la amplificacion arbitraria o
semiarbitraria del DNA como o son los RAPDs (Random Amplofied Polymorphic
DNASs) 0 DNA resultar de cualquier

cambio en la secuencia o sitio de union del iniciador (mutacién puntual), lo ual impide
que el iniciador se una a la cadena, o también pueden ser el producto de cambios que:
alteren el tamario o impidan la exitosa amplificacion del DNA molde y AFLPs (Amplified
Fragment Length Polymorphism) o polimorfismos en la longitud de fragmentos

esto son de alta eficacia, permiten el analisis

de un elevado numero de loci por experimento sin requerir informacion previa sobre su
secuencia, son en su mayoria dominantes y altamente reproducibles. (Martinez et al.,
2010).Tales marcadores suelen registrar la diversidad genéticamente en regiones

neutras, pero la pregunta sigue siendo si esta diversidad refleja todo el genoma. El olro
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tipo de marcadores, esta basado en la metodologia de la reaccion en cadena de la
polimeras (o PCR, por sus siglas en inglés). Los VNTR (Variable Number of Tandem
Repeats) o repeliciones en tandem de ntimero variable o conocidos como minisatélites
que son repeticiones en tandem de numero variable que pueden tener entre 15 y 100
pares de bases. Ademas, los VNTR pueden estar dentro de genes o entre ellos. Los
1SSRs (Inter-simple Sequence Rep ! lidas simples, son una
técnica 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) o secuencias

simples repetidas son regiones de 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 también un marcador codominante. Los genes.
de Citocromo P450 (CYPA50) podrian proporcionar herramientas universales para la
evaluacion de la diversidad genética de todo el genoma en diversas especies de
plantas que no tienen marcadores genéticos. El citocromo 450 se encuentra
ampliamente en animales plantas y microorganismos (Schalk et al., 1999). En plantas
superiores, el citocromo P450 juega un papel importante en la sintesis de enzimas que

elp de las biosintesis de y Debido a su
abundancia en los organismos vivos, se ha explorado la posibilidad de emplearlos
como marcadores universales en estudios genéticos (Inui et al,, 2000). Por 1o que el
objetivo del presente trabajo fue analizar la diversidad genética de las variedades de
jamaica cullivadas en México mediante el empleo de marcadores derivados del
CYP450
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3.3. MATERIALES Y METODOS

3.3.1. Materiaf vegetal

Se emplearon 64 accesiones de germoplasma de jamaica, la cuales fueron
recolectadas en cuatro estados productores de México: Nayarit, Guerrero, Colima y
Puebla anteriormente descritos.

3.3.2. Extraccion de DNA

El método empleado fue el basado en CTAB con modificaciones de acuerdo a Huang
et al., (2013), descrio a detalle en resultados del Capitulo Ii; Extraccion de DNA

3.3.3. Amplificacion de los marcadores CYP 450
Analisis con marcadores derivados de CYP450 (Cuadro 4). Para el analisis molecular
se emplearon seis combinaciones de primers, derivados del citocromo PA450:
CYP2B6F/CYP1AIR, CYP1AIFICYP2B6R, CYP1AIFICYP2C19R,
CYP2C19FICYP2G19R, CYP2BEF/CYP2B6R y CYP2BGF/CYP2CI9R fas cuales, en
trabajos previos con materiales de Jamaica, resultaron ser las mas polimorficas.

La Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) se realizo en un volumen total de 10
1L, conteniendo 40 ng de DNA, 0.7 uM de cada primer (Forward y Reverse), 0.24 pL.
(3 mM de MgClz), 0.8X de REDTagq® ReadyMix™ PCR (SIGMA-ALDRICH, St. Louis,
MO, USA) y agua bideslilada estéril. Las condiciones de amplificacion fueron las
siguientes: un ciclo de desnaturalizacin inicial de 95°C por 5 min, seguido de 35 ciclos
con un paso de desnaturalizacion a 94°C durante 60 seg, un paso de alinearniento con
temperatura de acuerdo a la combinacion durante 60 seg y un paso de extension de
72°C durante 60 seg. La amplificacion tuvo un ciclo final de extension de 72°C durante
10 min. Todas las reacciones fueron realizadas en un termociclador Prime G Thermal
Cycler (Techne Inc., Burlington, N.J., USA). Los productos de amplificacion fueron
separados en geles de poliacrilamida al 8% y lenidos con nitrato de plata de acuerdo
a la metodologia descrita por Sanguinelti et af, (1994)
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Cuadro 4. Informacion de la secuencia de los primers de PCR basados en los genes.
P450 conocidos

Temperatura de

Primers Secuencia (5'a 3') -
alineamiento

CYP1AIF GCC AAG CTT TCT AAC AAT GC 52°C
CYP2B6F GAC TCT TGC TAC TCC TGGG TT 52°C
CYP2C19F TCC TTG TGC TCT GTC TCT CA 47°C
CYP1A1R AAG GAC ATG CTC TGA CCATT 52°C
CYP2B6R CGA ATA CAG AGC TGA TGA GT 52°C
CYP2C19R CCATCGATT CTT GGT GTT CT 47°C

inui el al., (2000)

3.3.4. Analisis de agrupamientos

Se elaboré de manera manual una matriz de datos binarios a parir de la presencia y
ausencia de bandas en los geles de poliacrilamida. Los parametros basicos de
diversidad genética calculedos fueron el nimero de alelos (Nu), numero de alelos
efectivos (o), indice de Shannon (1), heterocigosidad esperada (Hs) y porcentaje de
polimorfismo (%P), los cuales se determinaron con el programa GenAIEX 6.5 (Peakall
y Smouse, 2012). Las relaciones entre las diferentes accesiones de jamaica fueron
establecidas empleando la melodologia de Neighbor-Joining (N-J) (Saitou y Nei, 1987)
con el programa Mega 5.2 (Tamura et al, 2011), ademss se realizo el Analisis de
Coordenadas Principales (PCoA) utilizando el programa GenAIEX 6.5 (Peakall y
Smouse, 2012).



3.4. RESULTADOS Y DISCUSION

3.4.1. Extraccion de DNA
El método de Huang et al., (2013) permili6 obtener allas concentraciones y una mejor
calidad de DNA las cuales fueron necesarias para llevar acabo la técnica de CYPAS0

ya que esta ta d 6n alta, ademés de una buena calidad y pureza
del DNA (Figura 3, Capitulo Ii).

3.4.2. Amplificacion de los marcadores CYPA50

Se defectaron un total de 85 loci (Cuadro 5) donde la combinacion
CYP2B6F/CYP2C19R revelo el numero mayor de bandas polimérficas, con un total de
25, mientras que la combinacion que detecto la menor cantidad de polimorfismos fue
CYP2B6F/CYP1A1R, 10 bandas. Las seis combinaciones revelaron un 82.65% de
polimorfismo (Figura 6).

Cuadro 5. Amplificaciones de CYP450 utilizadas y nimero de polimorfismos
amplificados.

No. Combinacién CYP450 No. de loci
1 CYP2B6F + CYP1AIR 10

2 CYP1ATF + CYP2BBR 12

3 CYP1ATF + CYP2C19R 1

4 CYP2C18F + CYP2C19R 12

5 CYP2B6F + CYP2B6R 15

6

CYP286F + CYP2C19R 25

a7



Figura 6. Productos de PGR amplificados con la combinacion CYP2B6F + CYP2C19R
derivada de CYP450 para diferentes accesiones de jamaica observandose mayor
polimorfismo entre 100 y 300 pb. El nimero de muestra de DNA se indica en la parte
superior del carril del DNA ligado corresponde a las muestras descritas en el Cuadro
1, Capitulo I

Los parametros de diversidad genética por poblaciones mostraron valores en el

lelos por locus de 1.73, ni dealelos por locus 1.49,

indice de Shannon 043, heterocigosidad esperada 0.40 y el porcentaje de loci
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polimorficos 82.65 % (Cuadro 6). El Andlisis de Coordenadas Principales logré explicar
el 62.87% de la variacion.

Cuadro 6. Parametros bésicos de diversidad genélica por poblaciones.

Poblaciones N Na Ne 1 He %P

Nayarit 4178 2.00 157 051 045 100.00%
Guerrero 4941 169 145 041 019 8235%
Colima 45.86 1.56 147 041 048  7529%
Puebla 44.86 165 147 040 049  7294%

Total 15.48 173 149 043 040 8265%

La Ho en el presente trabajo (0.403) se considera como moderada a alta, en
comparaci6n con olros 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 e al,, 2010), en los cuales se
han identificado niveles altos de diversidad genética. Esto demuestra que los
marcadores derivados del CYP450 son itiles en la estimacion de parametros de

diversidad genética

Las poblaciones con mayor valor de He son Puebla, Colima y Nayarit, con 0.49, 0.48,
y 0.45 respeclivamente mienlras que Ia poblacién con menor diversidad ge.iética fue
Guerero, con 0.19. La poblacién mas polimériica fue Nayarit ya que se obtuvo un
100% de polimorfismo, Puebla fue la poblacién que tuvo el polimorfismo més bajo
72.94. Todas las poblaciones tuvieron en promedio, el mismo numero de alelos

efectivos (1.5) los cuales se transmitiran a la siguiente generacion (Figura 7).
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Nayari Syerrero Puctia

Figura 7. Promedio de parametros de diversidad en poblaciones de Nayarit, Guerrero,
Colima y Puebla. Numero de accesiones por procedencia, Numero efectivo de alelos
por locus (barra amarilla) heterocigosidad esperada (barra verde) y porcentaje de loci
polimoricos (barra amarilla).

El dendograma basado en el método N-J muestra que las 64 accesiones de jamaica
fueron separadas en lres grupos diferentes y cada uno con dos subgrupos y

subdivisiones (Figura 8).

Las relaciones genéicas entre las accesiones de jamaica se establecieron «. partic de
un dendograma, el cual ubico a los progenitores que dieron origen a los materiales de
Nayarit, en los extremos del dendograma (Figura 8). Los materiales de Guerrero
tienden a estar en un solo grupo. Por otro lado, los materiales de Nayarit, se agrupan
en diferentes sub-grupos principales, mientras que los materiales de Puebla y Colima
no mostraron ningdn patron de agrupamiento. Esto coincide con 1o reportado en la
caracterizacion agromorfolégica donde todos los genotipos fueron diferente en sus
caracteristicas fenotipicas y de rendimiento por 1o tanto se determing. Esto pudiera ser

debido a que las poblaciones de Guerrero y Nayarit tienen progenitores en coman
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mientras Colima y Puebla solo son maleriales de uso comin los cuales no son
mejorados en comparacion con la mayoria de los materiales provenientes de Guerrero

y Nayarit
A o
A%

wo

/|

/

=
8

Figura 8. Dendograma basado en N-J (Saitou y Nei, 1987) muestra que las cuatro
poblaciones de jamaica fueron separadas en tres principales cada uno con subgrupos
y subdivisiones. Nayarit (Azul), Guerrero (rojo), Colima (verde) y Puebla (rosa).
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3.5. CONCLUSIONES

EICYP450 es una altemativa para el analisis de la diversidad genética ya que se puede
encontrar mayor nimero de polimorfismos debido a la abundancia de esta familia de

genes en los organismos vivos,

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

El nivel de polimorfismo es elevado en comparacion con otros estudios.

Los materiales genéticos de uso comiin en comparacion de los materiales mejorados
estos no tienen una tendencia en la agrupacion mientras tanto los mejorados si la
tienen.
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CAPITULO IV. ANALISIS MOLECULARES CON LOS MARCADORES AFLP
(POLIMORFISMOS EN LA LONGITUD DE LOS FRAGMENTOS AMPLIFICADOS)

4.1. RESUMEN

La técnica de AFLPs esta basada en la amplificacién selectiva de fragmentos de
restriccion obtenidos a partir de la digestion tolal del DNA genomico, generando asi
una huella genética del mismo. Estas caracteristicas hacen que sea una técnica
altamente reproducible y con alta cobertura del genoma. Gracias a estas ventajas,
estos marcadores pueden ser empleados en especies que no han sido muy
estudiadas, y la informacion generada puede servir de base para fa construccion de

pas genélicos, estudios de g de interaccién genotipo-ambiente,

o cual puede ser de gran ayuda en los. d £ obiy
estudio fue estimar la diversidad genética existente en 64 accesiones de jamaica
divididas en cuatro poblaciones de acuerdo con su procedencia (Nayarit, Guerrero,
Colima y Puebla). EI DNA genbmico se obluvo a partir de tejido foliar liofilizado
mediante el método de CTAB modif se cinco de
AFLPs las cuales fueron altamente informativas Eco Rl + AAG/Mse | + CAC, Eco Rl +
ACGIMse | + CAAG, Eco Rl + AAGIMse I+ CAG, Eco RI+ ACG/Mse | +CAGC y Eco
RI + AAGIMse | + CGC. Los fragmentos amplificados se visualizaron en geles de
poliacrilamida (8%). Los parametros basicos de diversidad genética y el andlisis de
coordenadas principales (PCoA) fueron realizados con el software GenAlCx 6.5. €I
fenograma se construyd con la matriz de distancias genéticas empleando la
metodologia de Neighbor-Joining (N-J), con el software Mega 5.2. Se observ un 86,57
% de polimorfismo, con un promedio de 32.4 loci polimérficos por combinacién de
marcadores, la diversidad genética de (Nei) fue de 0310, valores similares a los

reportados en otros estudios (0.305, lambién con marcadores AFLPs). Se establecio
que no hay genolipos duplicados en la coleccion, sin embargo, existe un grado de

parentesco elevado en los materiales de acuerdo a la dispersion del fenograma
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4.2, INTRODUCCION

La caracterizacion agromorfolégica en Hibiscus sabdariffa L. tiene el inconveniente de

la ylos bidticos ificos requeridos para su desarrollo

(Benitez-Dominguez et al, 2011). Ademas, la jamaica presenta diferencias muy
sutiles, lo que puede dificultar su caracterizacién morfoldgica ya que se debe
considerar que todas las caracteristicas son susceptibles a la plasticidad fenotipica
(Gianoli, 2004). Si bien, los caracteres morfologicos son la base para la identificacion
de variedades, estos pueden ser influenciados por factores ambientales que requieren,
por lo cual una alternativa viable es el uso de marcadores moleculares. EI desarrollo
de los marcadores moleculares en las Ulimas décadas ha ayudado a superar los

problemas asociados con la clasificacién basada en caracteres morfolégicos.

En la actualidad, la jamaica se considera un cultivo subutilizado, de potencial
econémico importante pero que se tiene relegado a siembras temporales en suelos
marginales con poca fertiidad, ademas de que existe una reslringida informacion sobre
Ia diversidad genélica en esta especie (Hidalgo ef af,, 2009). Por lo que es necesario
realizar un andlisis de diersidad genética, el cual se puede llevar utilizando

basados en de DNA 0 no), capaces de detectar
polimorfismas (Azofeifa-Delgado, 2006; Demey et af, 2003). Un polimorfismo puede

definirse como una de las de 6 entre diferentes

individuos, estas diferencias incluyen inserciones, deleciones, transiccaciones,

y puntuales. C: ala
morfolégica, no tienen influencia ambiental, ni a los efectos pleiotropicos o epistaticos,
ademés permanecen eslables y detectables sin importar el estado de desarrollo
vegetal, diferenciacion o estado de defensa de la célula del tejido del que se empezo
a realizar el estudio (Abadie y Berretta, 2001; Hedrick, 2004; Freeland, 2005). Por
estas ventajas, son ideales para el empleo los estudios de diversidad genética
(Equiarte, 2007).



El mejoramiento gendtico tradicional es un proceso complejo, por estar condicionado
al conlenido de la poza genética en una especie y por la gran inversion del tiempo y
recursos para realizar cruzas, con el fin de fijar la caracterislica de interés (Benitez-
Dominguez et af,, 2011 y Joshi et al, 2011). En mucnos tasos, estas limitantes han
sido superadas por el empleo de marcadores moleculares durante el proceso de
seleccion de los individuos que poseen las caracteristicas deseables, como en los

estudios de seleccion asistida por marcadores moleculares.

Los AFLPs (Amplified Fragment Length Polymorphism) o polimorfismos en fa longitud

de son de alta eficacia, ya que
permiten el analisis de un elevado nimero de loci por experimento sin requerir
informacion previa sobre su secuencia ademés de ser altamente reproducibles,
aunque de naturaleza dominante. (Martinez et af,, 2010). La téenica de AFLPS permile
generar una huella de DNA, eslo dentro de un sistema ideal de marcadores que
ayudara a revelar la diversidad genética que pudiera estar presente entre individuos,
poblaciones y especies. La principal ventaja de los marcadores AFLPs, es que puedan
emplearse en especies que no han sido muy estudiadas ylo no tienen marcadores

(por ejemplo, 6 ¥ que esta on puede

servir en la generacion de mapas genéticos, estudios de genética de poblaciones y de
interaccion de genotipo-ambiente, entre otros (Tang et af., 2003),

En el caso particular de los estudios realizados de especies del género Hibiscus los

mas cercanos son el hecha por Tang et al.. (2003) el cual utilizé los marcadores de

AFLPs para revelar los niveles de diversidad genética presentes en nueve

de la costa sur de China para un mayor conocimiento de la especie (H. tiliaceus). Por
otra parte, Cheng et al, {2004) analizd las relaciones genélicas e identifico las
especies existentes en China, de kenal (H. cannahinus L.) también empleando AFLPs
Ponciano e Hidalgo, (2012) mediante marcadores AFLPs realizaron un estudio de
caracterizacion y diversidad genélica en la especie de jamaica (H. sabdarifia L.) en

una coleccion de 17 genotipos cultivados en Guatemala.
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A pesar de la importancia de H. sabdariffa, poco se conoce de su estructura genética
Por los resultados observados en campo, se sospecha que existe una amplia
diversidad genética, como resultado de la gran variacion morfolégica y adaptacion en
sitios de introduccion (Ponciano e Hidalgo, 2012). Pocos autores han reportado sus
esfuerzos en materia de analisis de diversidad genélica empleando diferentes
marcadores tales como RAPDs en paises como Egipto (Hussein et al,, 2010), Estados
Unidos (Jendereck et al,, 1997) y México (Gomez et al., 2008). Finalmente, existen

otros estudios sobre diversidad genética en H. sabdariffa, aunque menos frecuentes,

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

Aunque existen estos reportes a nivel mundial, en Meéxico los analisis de diversidad
genética en jamaica son incipientes, por lo que el objetivo del presente trabajo fue
analizar la diversidad genélica de las variedades cultivadas de jamaica en México

mediante marcadores AFLPs.

AR

SISTEMA DE BIBUIOTECAS
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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 cualro estados productores de México: Nayarit, Guerrero, Colima y

Puebla anteriormente descritos.

4.3.2. Extraccion de DNA
El método empleado fue el basado en CTAB con modificaciones de acuerdo a Huang
etal., (2013), el cual se describe a detalle en el Capitulo II: Extraccion de DNA,

4.3.3. Amplificacion de los marcadores AFLPs

La técnica de AFLP. se realizo de acuerdo con la metodologia descrita por Vos et al.,
(1995) con modificaciones. Para la digestion de las muestras de ADN, se formaron
bulks por cada accesion. Se realizo una doble digestion de 1 ug de DNA genémico por
cada bulk, con las enzimas Eco Rl y Mse | (New England Biolabs, Ipswich MA, USA).
La reacciones de digestion se realizaron a un volumen final de 50 pl, conteniendo, 1X
de amortiguador Mse 1, 10 U por pg de DNA de la enzima Eco Rl y 2.5 U por ug de
DNA de la enzima Mse I, 100 mM de NaCl y agua bidestilada. Las digestiones fueron
incubadas a 37°C durante 6 h, seguido de una incubacion a 70°C durante 15 min para
Ia inactivacién de la actividad alica. Para la 6n de Ia eficiencia de Ja

digestion, los productos digeridos fueron separados electroforéticamente, er geles de
agarosa al 0.8% y tenidos con GelRed™ staining (Biotium, Hayward, CA, USA) de

acuerdo a las instrucciones del fabricante.

Los fragmentos de DNA digeridos fueron ligados con los adaptadores Eco Rl (5'CTC
GTA GAC TGC GTA CC 3) y Mse | (5" GAC GAT GAG TCC TGA G 3') con T4 DNA
ligasa (New England Biolabs, Ipswich MA, USA). La ligacion se realizo en un volumen
final de 60 pf por muestra. Cada reaccion de ligacion contenia 50 i del producto de la
doble digestion, 5 M del adaptador Eco RI, 50 uM del adaptador Mse I, 1 U de T4
DNA ligasa (New England Biolabs, Ipswich MA, USA) y agua bideslilada. La reaccion

50



de ligacion fue incubada a 37°C por 4 h, para generar el DNA molde, el cual fue
utilizado en el siguiente paso de pre-amplificacién.

La pre-amplificacion consistio en amplficar el DNA moide con marcadores
complementarios a los adaptadores y al sitio de restriccion. Esta fue realizada en un
valumen final de 25 p, con 4 i del producto de ligacion, 1 X RedTag ReadyMix ™
(SIGMA-ALDRICH, St. Louis, MO, USA), 0.5 uM de primer Mse | mas un nuclestido
selectivo (5" GAT GAG TCC TGA CTA A C 3), 0.5 M de Eco RI mas un nucledtido
selectivo (5" GAC TGG GTA CCA ATT C A 3}y agua bidestilada.

El programa de pre-amplificacion consistio en 25 ciclos de desnaturalizacion a 94°C
por 30 segundos (s), seguido de un paso de alineamiento a 56°C por 60 5 y una
elongacion 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
productos de la pre-amplificacion fueron separados electroforélicamente, en geles de
agarosa al 1% y tefidos con GelRed™ staining (Biotium, Hayward, CA, USA) de
acuerdo a las instrucciones del fabricante. Acto seguido, fos productos de pre-
amplificacion fueron diluidos con agua bidestilada esterilizada en una proporcion 1:4

para ser empleados como molécula molde para el paso de la amplificacion selectiva

En este paso se uilizaron cinco combinaciones (Cuadro 7) con primers de Eco Rl 'y

Mse I, mas tres o cualro idos selectivos acada uno. Las
de amplificacion selecliva se realizaron en un volumen final de 10 i, con 3 ul del
producto de ampiificacién preselectiva, 1 X RedTaq ReadyMix, ™ (SIGMA-ALDRICH,
St Louis, MO, USA), 0.5 M de cada adaptador (Mes | 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). El programa de amplificacion selectiva tuvo un
paso inicial de desnaluralizacion a 94°C por 5 min, seguido por 35 ciclos de 94 °C por
60 s para la desn , un paso de 2 52 °C durante 60 s y una
elongacién a 72 °C durante 90 y un paso de extension final a 72 °C por 10 min




Cuadro 7. Combinaciones para amplificacion selectiva.

No. Combinaciones de AFLP Secuencias.
5 GAC TGC GTACCAATT CAAAG 3
1 E+AAG/M+CAC
5 GAT GAG TCC TGA GTAAC CAC 3
5°GAC TGC GTA CCAATT C AACG 3°
2 E+ACG/M+CAAG
5 GAT GAG TCC TGA GTAA C GAAG 3
5'GAC TGC GTA CCA ATT C AACG 3°
3 E+ACG/M+CAGC
5 GAT GAG TCC TGA GTAA C CAGC 3°
5 GAC TGC GTA CCAATT C A AAG 3
4 E+AAG/M+ CAG
5'GAT GAG TCC TGA GTAAC CAG 3'
5°GAC TGC GTA CCA ATT C AAAG 3
5  E+AAG/M+CGC
5'GAT GAG TCC TGA GTAA C CGC 3

Los productos de amplificacién selectiva, fueron separados por electroforesis en geles
de poliacrilamida al 8% y tefidos con nitrato de plata de acuerdo a la metodologia

descrita por Sanguinetti et al., (1994).
4.3.4, Analisis de datos

Se elabor6 de manera manual, una matriz de datos binarios a partir de la presencia y
ausencia de bandas en los geles de poliacrilamida. Los parametros basicos de
diversidad genética calculados fueron: el nimero de alelos (Na), numero de alelos
efectivos (Ne). indice de Shannon (1), heterocigosidad esperada (He) y porcentaje de
polimorfismo (%P), los cuales se determinaron con el programa GenAIEX 6.5 (Peakall
y Smouse, 2012). Las relaciones entre las diferentes accesiones de jamaica 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 realizo el Andlisis de
Coordenadas Principales (PCoA) utilizando el programa GenAIEX 6.5 (Peakall y
Smouse, 2012)
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4.4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.4.1. Digestion, ligacion y Pre-amplificacion

La digestion del DNA genomico de las 64 accesiones de jamaica en estudio fue
completa (Figura 9), esto demostré que las muestras de DNA empleadas estaban
libres de inhibidores enzimaticos. Los productos de digestion fueron ligados para
obtener un DNA molde que se utiliz en el paso de la pre-amplificacion, aunque la
ligacion fue incompleta ya que se observé debajo de cada muestra, una banda sélida
de bajo peso molecular (los adaptadores) (Figura 10). Se procedid a realizar el paso
de la pt con los primers alos y al silio de

restriccion Eco Rl y Mse |, més un nucledtido para cada una de ellos (Figura 11).

La eficiencia de Ia amplificacion fue verificada mediante electroforesis en geles de
poliacrilamida (8%) (Figura 12). Una vez confirmados los resultados de la pre-
amplificacion, se procedi6 a realizar la amplificacion selectiva con las diferentes
combinaciones de primers que previamente fueron identificadas como las mas

polimérficas.
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Figura 9. Eiectroforesis en gel de agarosa ail 0.8% de los productos de digestion (1ug
de DNA). Los resultados obtenidos sugieren que la digestion de las muestras de DNA
fue efectiva. El numero de muestra de DNA se indica en Ia parte superior del cariil del
DNA digerido corresponde a las muestras descritas en el Cuadro 1. Capitulo II



Figura 10. Electroloresis en gel de agarosa al 1% de los productos de ligacion. Los
resultados obtenidos sugieren que la ligacion de las muestras de DNA fue parcial. 1
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 |1
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Figura 11 Electroforesis en gel de agarosa al 1% de los productos de pre-
amplificacion Los resultados obtenidos sugieren que la pre-amplificacion de las
muestras de DNA fue efectiva con fragmentos que van de 100 a 1000 pb. El nimero
de muestra de DNA se indica en la pare superior del carnl del DNA digerido
corresponde a las muestras descrilas en el Cuadro 1, Capitulo Il
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4.4.2. Amplificacion de los marcadores de AFLPs

Se detectaron un total de 162 loci (Cuadro 8), donde la combinacién Eco RI + AAG/
Mse | +CAC revel6 el nimero mayor de bandas polimorficas, con un total de 45 (Figura

4), mient las d la menor cantidad de polimorfismos
fueron Eco Rl + ACG/Mse I+CAGC y Eco RI + AAG/Mse | + CGC, detectando 24
bandas cada En total, las cinco revelaron un 86.57% de

polimorfismo.

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

No. Combinacién AFLP No. de loci

5" GAC TGC GTACCA ATT C A AAG 3

1 45
5" GAT GAG TCC TGA GTAA C CAC 3

7}

“GAC TGC GTACCAATTCA ACG 3

o

" GAT GAG TCC TGA GTA A C CAAG 3

5" GAC TGC GTACCA ATT C A AAG 3

5" GAT GAG TCC TGA GTAAC CAG 3’
§ GAC TGC GTA CCAATT CA ACG 3

4 5 GAT GAG TCC TGA GTAAC CAGC 3 x
5 GAC TGC GTA CCAATT C A AAG 3

° 5° GAT GAG TCC TGA GTAA C CGC 3" 24

Los parametros de diversidad genética por poblaciones mostraron valores de nimero
promedia de alelos por locus de Na = 1.80, numero efectivo de alelos por locus Ne =

153, indice de Shannon ! = 0.46, heterocigosidad esperada He = 0.31 y el porcentaje
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de loci polimorficos % P = 86.57 % (Cuadro 9). EI PCoA logro explicar el 59.61% de la
variacién genética

Cuadro 9. Parémetros basicos de diversidad genélica por poblaciones,

Poblaciones N Na Ne 1 He %P Ne-
Bandas

Nayarit 43 1.93 1.55 049 033 95.06% 159

Guerrero 10 183 156 048 032  8827% 154

Colima 6 174 1.52 045 0.30 83.95% 146

Puebla 5 1.69 1.50 0.43 0.29 79.01% 146

Promedio 16 1.80 153 046 031 8657% 151.25

€l valor de la He detectado en el presente estudio fue de 0.310, un valor muy similar
reportado por ofros autores, He = 0.305, donde emplearon marcadores AFLPs
(Ponciano e Hidalgo, 2012). Los autores emplearon 12 combinaciones de primers para
las amplificaciones selectivas y obluvieron 199 loci. En el presente estudio, empleamos
5 combinaciones selectivas y se identificaron 162 loci y un valor promedio de %P =
324 Los marcadores AFLPs también se han sido utiizado en estudios de otras
especies como (H. filiaceus) (Tang et af, 2003), donde la heterocigosidad media
esperada a nivel de especie fue (0.243), la cual fue elevado en comparacién con olras

especies con rasgos similares (Hamrick y Godt, 1990).
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Figura 12. Productos de PCR amplificados con la combinacién Eco RI + AAG/ Mse |

+CACdelos AFLPs para diferente: jamaica
mayor polimorfismo entre 100 y 300 pb. El nimero de muestra de DNA se indica en la
parte superior del carril del DNA ligado corresponde a fas muestras descritas en el
Cuadro 1, Capitulo Il
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El alto ndmero de loci y niveles de polimorfismo, asi como el valor de diversidad
genélica determinado, sugieren que en el presente estudio, las muestras analizadas
son portadoras de niveles moderados a elevados de diversidad genética. Ya que las
poblaciones tuvieron valores de heterocigosidad esperada muy similares entre si,
Nayaril con (0.33), Guerrero (0.32), Colima (0.30) y Puebla con (0.29) siendo esta
poblacién la que tuvo una menor diversidad genética. EI porcentaje promedio de loci
polimérficos en las cuatro poblaciones fue de 86.57%, siendo la poblacion més
polimérfica Nayait, ya que se obtuvo un 95% de polimorfismo y Puebla fue la poblacion
que tuvo el polimorfismo més bajo 79%. Todas las poblaciones tuvieron en promedio
el mismo nimero de alelos efectivos (1.5) los cuales seran transmitidos a la siguiente
generacion. Los datos mostrados en la (Figura 13) demostraron que los marcadores
AFLPs son dtiles en la estimacion de parametros de diversidad genética en jamaica

"n | | ‘ I
Pu

bl

Figura 13. Promedio de paramelros de diversidad en poblaciones de Nayari,
Guerrero, Colima y Puebla. Numero de accesiones por procedencia, Nimero efectivo
de alelos por locus (barra verde), heterocigosidad esperada (barca azul) y porcentaje
de loci pohmérficos (barra amarilla).

Por otro lado, los mismos materiales Iueron caracterizados agromorfoldgicamente,

( fenotipicas y de por Hernandez et af (en proceso). Al igual
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que en los resultados de caracterizacion genética, en el andlisis agromorfologico se
identificaron tres grupos principales y a su vez subgiupos que conlenian sus
subdivisiones, sin que hubiera alguna relacion de agrupamiento por procedencias
(Figura 13). Sin embargo, se observaron varias coincidencias entre los resuitados de

la caracterizacion agromorfologica y la molecular, pues se formaron algunas

de con i fenotipicas similares que las
separan considerablemente de las demés y estas accesiones genotipicamente
también se agruparon en la misma rama del dendograma, por ejemplo las accesiones
(Mora x roja y Cruza negra) las cuales destacaron sobre las demas accesiones debido

a sus caracteristicas morfologicas



3l v

Figura 14. Dendograma basado en N-J (Saitou y Nei, 1987) muestra que las cuatro
poblaciones de jamaica fueron separadas en tres principales cada uno con subgrupos
y subdivisiones. Nayarit (Azul), Guerrero (rojo), Colima (verde) y Puebla (rosa).




4.5. CONCLUSIONES

Los marcadores AFLPs son un sistema ideal para revelar la diversidad genética
presente enlre individuos, poblaciones y sus especies ya que permite detectar un alto
nimero de polimorfismos ademés de ser una técnica altamente reproducible, con alta

cobertura del genoma y sin requerir del conocimiento de una secuencia previa,

Este estudio en México es el primero en ulilizar la coleccion mas grande del mundo de
accesiones de H. Sabdariffa, con un total de 64.

El nivel de polimorfismo es similar con otros estudios en comparacion con otros,

estudios reportados en género y especie
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CAPITULO V. CONCLUSIONES GENERALES Y PERSPECTIVAS

5.1. Conclusiones Generales

Las modificaciones realizadas al método del CTAB para la extraccion de DNA en H.
sabdariffa L. permitieron obtener DNA de buena calidad y elevada cantidad. Por lo que
se recomienda emplear el método modificado por Huang et al, (2013) por los altos
rendimientos y calidad del DNA obtenido, pudiendo este ser empleado en diferentes
aplicaciones biotecnologicas

EICYP450 es una allemaliva para el anlisis de a diversidad genética ya que se puede
encontrar mayor nimero 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
en comparacion con otros estudios y técnicamente, son menos demandantes,

Los marcadores AFLPs son un sistema ideal para revelar la diversidad genélica
presente entre individuos, poblaciones y sus especies ya que permite detectar un alto
numero de polimorfismos ademas de ser una técnica altamente reproducible, con alta
cobertura del genoma y sin requerir del conocimiento de una secuencia previa. El
presente estudio revelo niveles de diversidad genética similares a los reportados por
otros autores, a pesar de haber empelado un menor nimero de combinaciones de

primers durante la amplificacion selectiva

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



5.2. Perspectivas Generales

Los protocolos de extraccion y purificacion de acidos nucleicos son esenciales para la
mayoria de las aplicaciones en biologia molecular ya que son un punto de partida muy
importante. En plantas, el éxito de las aplicaciones biotecnologicas donde se ve
involucrado el uso del DNA dependerd en una gran medida de la pureza y el
rendimiento que se logra obtener después de una extraccién. Debido a que las plantas
secretan metabolitos secundarios los cuales son muy variados entre especies y en
(especial la jamaica, la cual contiene una gran cantidad de compuestos fenslicos,
4cidos organicos, proantocianidinas, flavonoles, flavonas, flavononas, isoflavononas y
antocianinas, no es posible aplicar un solo mélodo de extraccion universal y deben ser

modificados caso por caso.

Nuestros resultados sugieren que para fuluras invesligaciones en las cuales sea
necesario extraer DNA de jamaica, se utilice el método de Huang et al, (2013) con las

modificaciones aqui sefialadas.

Por otro lado, la informacion primaria sobre la diversidad genética de las plantas es
fundamental para su conservacion, y todo programa de mejoramiento genético. Este
estudio reporta por primera vez la aplicabilidad del marcador Citocromo P450,

revelando niveles de polimorfismo iguales o superiores a otros sistemas de

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

laboriosos. pueden ser utiles en la evaluacion de

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

Finalmente, el uso de los marcadores AFLPs verificé los niveles de diversidad genética
obtenidos con el sistema de CYP450. El empleo de los AFLPs también permitio la
comparacion de los resultados del presente trabajo con olros trabajos reportados a
nivel internacional, donde los materiales evaluados en el presente estudio conservan
niveles similares de diversidad genélica a los reportados a nivel mundial

Para futuros trabajos sobre diversidad genética, se recomienda emplear un mayor
nimero de combinaciones de primers durante la amplificacion selectiva, ademas de
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las combinaciones empleadas aqui, para poder tener una mejor medicion de los
niveles de diversidad genética dentro de los materiales de jamaica mexicanos.

A pesar de la variabilidad natural existente, generar una mayor diversidad por medio
de un programa de cruzas o induccion de mutaciones puede ser de utiidad para
mejorar algunas caracteristicas de interés como resistencia a enfermedades y mayor
contenido de cidos u otros componentes medicinales.



ANEXOS
Anexo 1. Protocolo para la extraccion de DNA en plantas (Haque et al., 2008)

El procedimiento de extraccion se describe a continuacion a 50 mg de tejido liofilizado
se agregaron 1000 i del buffer de extraccion (previamente calentado a 65 °C)
realizandose al menos 10 inversiones manuales suaves de cada tubo, para lograr una
mezcla homogénea del buffer y la muestra de tejido. Posteriormente, las muestras se

colocaron en un horno a 65 °C, en agitacion constante, durante 90 minutos.

Transcurrido ese tiempo, las muestras se retiraron del nomo y se dejaron enfriar
durante 5 minutos aproximadamente a temperatura ambiente (TA). Se adicionaren 500
l de cloroformfisoamil alcohol (24:1) mezclando suavemente los tubos por inversion
durante 10 min a TA. Las muestras fueron centrifugadas durante 10 min a 4500 X g.
La fase superior fue decantada en un tubo nuevo de 2 mL y se repitio el mismo
procedimiento. Después de la segunda centrifugacion, la fase superior fue transferida
a un tubo nuevo de 2 mL que contenia 5 pl de RNasa (10 mg/mL) por medio de una
pipeta, teniendo especial cuidado de no absorber Ia interfase, nuevamente las
muestras se mezclaron por inversion cualro veces y se dejaron incubar por 30 minutos
aTA037°C

£ DNA se precipito adicionando 600 pl de isopropanol frio a cada muestra (en este
paso se observd la formacion de Ja hebra de DNA), para después centrifugar los lubos
24500 x g durante 10 minutos. El isopropanol fue decantado, se tuvo especial cuidado
de no desprender la pastila de DNA en el fondo del lubo. Se realizaron dos lavados
con etanol al 75 y 95% durante cinco minutos, centrifugando después de cada lavado
24500 x g durante 10 minutos.

Finalmente, la pasila de DNA se dejo secar durante toda la noche en oscuridad, para
eliminar lodo el residuo de alcahol. Al dia siguiente la pastila de DNA fue resuspendida
en 300 pt de buffer TE (1 M Tris-HCI pH 7.5, 0.5 M EDTA pH 8.0)



Anexo 1. Protocolo para la extraccién de DNA en plantas (Doyle-Doyle et al.,
1987)

El d se describea on: a 50 mg de tejido liofilizado
se agregaron 1000 i del buffer de extraccion (previamente calentado a 65 °C)
realizandose al menos 10 inversiones manuales suaves de cada tubo, para lograr una
mezcla homogénea del buffer y la muestra de tejido. Posteriormente, las muestras se
colocaron en un horno a 65 °C. en agitacion constante, durante 90 minutos.

Transcurrido ese liempo, las muestras se retiraron del homo y se dejaron enfriar
durante 5 biente (TA). 500
1l de cloroformolisoamil alcohol (24:1) mezclando suavemente los tubos por inversion
durante 10 min a TA Las muestras fueron centrifugadas durante 10 min a 4000 rpm

La fase superior fue decantada en un tubo nuevo de 2 mL y se repitio el mismo
procedimiento.

Después de la segunda centrifugacion, la fase superior fue transferida a un tubo nuevo
de 2 mL que contenia 5 i de RNasa (10 mg/mL) por medio de una pipeta, poniendo
especial cuidado de no absorber la interfase, nuevamente las muesiras se mezclaron

por inversion cuatro veces y se dejaron incubar por 30 minutos a TA o 37 °C.

EI DNA fue precipitado adicionando 70 pl de 5M NaCl y 1 mL de etanol absoluto (en
este paso se observs la formacion de Ia hebra de DNA) y se refrigero por media hora
a-20 °C, después cenlrifugo a os tubos a 4000 rpm durante 10 minutos. EI etanol
absoluto y restos de sales del NaCl fueron decantados, se tuvo especial cuidado de
no desprender la pastilla de DNA en el fondo del tubo. Se realizaron dos lavados con
wash2 y etanol al 75% durante cinco minutos, centrifugando después de cada lavado
24000 rpm durante 10 minutos

Finalmente, la pastilla de DNA se dejo secar durante toda la noche en oscuridad, para
eliminar todo el residuo de alcohol. Al dia siguiente la pastilla de DNA fue resuspendida
n 300 ul de buffer TE (1 M Tris-HCI pH 7.5, 0.5 M EDTA pH 8.0)



Anexo 3. Protocolo para la extraccién de DNA en plantas {Huang et af., 2013)

El procedimiento de exiraccion se describe a continuacién: a 50 mg de tejido liofilizado
se agregaron 1000 pl del buffer de extraccién previamente calentado a 65 °C)
realizandose al menos 10 inversiones manuales suaves de cada tubo, para lograr una
mezcla homogénea del buffer y la muestra de tejido. Posteriormente, las muestras se
colocaron en un homno a 65 °C, en agitacién constante, durante 45 minutos.

Una vez que transcurri6 ese tiempo, las muestras se retiraron del horno y se dejaron
enfriar durante 5 minutos aproximadamente a temperatura ambiente (TA). Se
adicionaron 700 pl de diclorometano y se mezclé con el vortex hasta que se logré una
mezcla homogénea. Las muestras fueron centrifugadas durante 10 min a 14000 x g.
La fase superior fue decantada en un tubo nuevo de 2 ml y se repitio el mismo

procedimiento

Después de la segunda 6n, la fase superior fue transferida a un tubo nuevo
de 2 mL que contenia 5 pl de RNasa (10 mg/mL) por medio de una pipeta, teniendo
un especial cuidado de no absorber la interfase, posteriormente las muestras se
mezclaron por inversién cualro veces y se dejaron incubar por 30 minutos a TA 0 37
°C.

EIDNA fue 800 pl de frio a cada muestra (en este

paso se observo a formacion de la hebra de DNA) y se refrigero por media hora a -20
°C para después centrifugar los tubos a 14000 x g durante 10 minutos. El isopropanol
fue decantado, teniendo especial cuidado de no desprender Ia pastilla de DNA en el
fondo del tubo. Se realizaron dos lavados con elanol al 75 y 95% durante cinco

minutos, centrifugando después de cada lavado a 14000 x g durante 10 minutos

Finalmente, la pastilla de DNA se dejé secar durante toda la noche en oscuridad, para
efiminar todo el residuo de alcohol. Al dia siguiente Ia pastilla de DNA fue resuspendida
en 300 pl 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

i
Tris (PM 121.10) 1089
05 MEDTApH 8.0 40 mL
Ac. Borico (PM 61.38) 559
ddHO Aforar 2 1000 mL
Buffer 5X TBE

i
TBE 5X 500 mL.
ddHO Aforar a 1000 mL
Buffer 1X TBE
—_— —
Buffer 10X TBE 100 mL
AdHO Aforar a 1000 mL.
Solucin de fijacién
Solucién concentrada - 200 mL
Etanol Absoluto 20mL
Acido Acético 1mb

ddH20 Aforar a 200 mL.



Solucién de Ti

Reaclivo 500 mL
Nitralo de plata (AgNO3) 19

ddH20 Aforar a 500 mL.

Solucién de Revelado

Reactivo 200 mL_
Hidnido de Sodio (NaOH) 69
Formaldehido 1mL

DdHAO Aforar a 200 mL.

Solucién de Stop

Reactivo 500 mL
15% Na2EDTA2H20 759

ddH0 Aforar a 500 mL.
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ABSTRACT
Roselle crop (Fibiscus sobdoriffa L) is originary from Africa, belongs 1o the Malvaceae famiy and is
cultivated in 15 states of Mexico, Current stugis of reselle varielies show that its genetic diersity is the
result of natural crosses and selection. However, 11 Mexico, there 1s 2 lack of information regarding
varietal dentification, population diversity and genetic structure. Although there are some studies about
roselle, they only included few samples or Gifferent Hibiscus species. Considering this, the main
objective of the present workis to estimate and characterize the genetic civersity of varieties of roselle
cultivated in Mexico using molecular markers derived from cylochrome PASO (CYPASO). Genomic DNA
was oblained using a modified CTAB method from lyophilized leal tissue from 63 different accessions
from Nayaril, Guarrero, Colima and Pusbla. T respective malecalar analysis was performed using two
different primer combinations, CYPLALF/CYP 286K arid CYFIBSF/CYPIALR by PCR. PCR products were
resolved by vertical electrophoresis on 6% polyacrylimide el and staineg with silver nitrate. The basic
genetic diversity parameners and princpal caordmate analy - (PCoA} were perlormed with GenAlEx 6.5
Software. Chylogeneic refationshios veev calculated using Neighbor-faining (K-1) with MEGA 5.2
Software. Results showed 100 % af polymarphism, il 0.420 Nef's Diversity Index. This value suggest
moderate 10 high genetic diversity, in comparisin with otaer previous studies (0305, using AFLP's
markers). The PCoA identified four main groups thrst three coordinates explain 74.76 % of variatian}.
The N-1 grouped two dilferent main clusters, each one with wo subgroups, These clusters allow the
identication of the parental ines “or th Nayarit sub-gfoup, by placing them on the opposite ends of
the dendogram, while the other materials showed no grouping trend to identify parictal's Nayarit
materials, placing them at opposite sides of dendrogram while the rest of the materials showed no
grouping trend.

Keywards: Hibiscus sabdoriffa L ®
RESUMEN
El cultivo de Jamaica (Hibiscus sobdarffa L) s originaria de Africa, pertenece a la famiilia Malvaceae. £

nuestro pais, es cultivada en 15 estados de la Hepiblica. La diversidad genética presente en las
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variedades actalmente utilzadas ests dada principalmente por cruzamientos naturz:es y seleccion; no
obstante existe un vacio en a identificacion varietal, estudios sobre diversidad y estructura genética de
fas mismas. Aunaue existen algunos estudios a nivel nternacional, el numero de muestras utiizado ha
sido limitado o se han enfocado en otras especies de Hibiscus. Por Lal motivo, es necesarlo estimar la
diversidad genética de Ias variedades de lamaica mediante marcadores moleeutares. £l objetvo del
presente abajo fue caracterizar 1a diversidad genduica de (as variedades de Jamaica cultivadas en
México con marcadores derivados del citocromo Pas0 (CYPAS0). Se incluyeron 63 accesiones originarias
de Nayarit, Guerrero, Colima y Pusbla. €] DNA genomico se abtuvo  parti de tejdo foliar liofiizado
mediante el método de CTAB modiicado. Para el anaisis molecular se utitzaron las combinaciones de
primers CYPIAIF/CYPZBGR y CYP2BGF/CYPIALR Se realad |a ampliicacion de los fragmentos por PCR y
se visualizaron en geles de poliacriamida (6%). Los parametros bisicos de diversidad genética y el
anslisis de coordenadas principales (ACOP) fueron realizados con el software GenAlEx 6.5. Las relaciones
filogenéticas se identificaron con base a 13 metodologfa de Neighbor-Joining (N-J) con el software Mega
5.2.n los resuliados se observa ur 100% de polimorfismo y 0.420 de heterocigosidad esperada, siendo
esta ultima considera como moderada 2 ali, an comparacién con oiros resultados previos (0 305,

empleando marcadores AFLP'). A traves del ACoP las accsiones se separaron en cualio grupos
principales (105 tres primeros ejes explican e 74 76 # de la variacidn), mientras que en el dendrograma
- as muestyasde amac feron Separadasen o 1uposdfrentes y ada unocon dos ubgrupos ¥
2 los materiales
e warsi aicndolos n 15 xeros opun s 40 denogrms mientas Qo o e 9 o
materiales no mostraron ninguna tendencia en 12 agrupacion

Palabras Clave: Hibicus sobdariffa L; Citocromo PAS0; dwrsidad genvtica; coordenadas principales,

INTRODUCCION

La jamaica (Hibiscus sabdoriffo L), también conocida como flor de jamaica, r0sa e Jerico y rosele, es.
una planta dicotiledénea de la familia Malvaceae, que tiene su centro de origen en Afrca (1, 2]
Actualmente es cultivada en regiones ropicales y subtropicales de Asia, Oceani y América [3). Esta
planta fue introducida en México en cl sglo XVII, desde eatonces se ha cultivado en 15 estados del pais,
siendo Guerrero, Oaxaca, Michoacin y Nayarit los principales productores 4], En cuanto a sus
Caracteristicas morfoldgicas, 13 jamaica es una planta nual con tallo semilefoso, raz pivotante, hojas
aiternas de color verde con bordes aserfados, peciolos frEos y erguidos, s una especie autdgama con
llores axilares y solitarias, presentando un nGMOI0 CrOMOSMICo 2n = dx = 72 (5). Lo corola es
acampanada de color rosado o pilido Esta se mascita y desaparece, dejando el caiz lbre. Flfrute tiene.
una forma capsular que contienen un promedio de 20 semillas las cuales tienen un color negro (6], De
acuerdo a ta variedad, el rendimiento del caliz v torcladas oscila entre 0.5 3 2 toneladas por hectérea
(3], A pesar de la importancia de Ia jamaica, cxiste restringida informacion sobre I3 diversidad genética
en esta especie. Lo mayoria de 105 - han realizado con marcadores RAPD'S y AFLP's

utilzadas ha sido é

Hibiscus [3]. Sin embargo, basados en las observaciones en campo, se sospecha que tiene una amplia
dersdad genéics, rafado en su fenots, producto de Is a3ptac n los iferentes 5o de
introduccién. £n I3 actualdad, los

diversidad genética, la eleccion del mismo dcvendué del tipo de estudio. En plantas superiores, H
citocromo PAS0 (CYPASO] Juegs un papel importante en la sintesis de enzimas que intervienen el
proceso de los biosintesis de metabolitos y desintoxcacion. Debido  su abundancia de esta famifia de

105
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genes cn organismos vivos se ha explorado la posibiidad de emplearlos como marc:dores universales
en estudios genétcos (7). Par o que el abjetivo del presente trabajo fuc anaizar o diversidad genética
de 1as variedades de jamaica culivadas en Mésico mediante el empleo de marcasores derivados del
cvpaso,

METODOLOGIA

Se emplearon 63 accosiones de germaplasma de jamaa, Ias cusles fueron recolectadas en cuatio
estados productores de Mexico: Nayaril, Guertaro, Cofima y Puebla. Estas accesiones son matcriales
Mejorados y de so comin en estas regiones, obtnidos por 3 Universided Autonoma de Nayari y ef
Centro Experimental lpuals del INIFAP en &l estado de Guerrero (Cuadra 1) Para Ia extraccion de ADN,
se emplearon hojas verdaderas de cada au ision duspues de 25 dias Oe germinacion. FI método
empleacefue elbasac en CTAD on modic.one. 8]

famauay pr
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Anglisis con marcadores derivados de CYPASO. ara el anlisis molecular fuercii empleadas dos
combinaciones de primers derivados del ctocroma PasD: CYP2BGF/CYPLALR y CYPIALF/CYP2BER. La
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR] se realizd en un volumen total de 15w, conteniendo 50 ng
de ADN, 0.66 1 de cada primer, 3 mM o MgCl, y 0.6X de REDTaq™ ReadyMix ™ PCR (SIGMA-ALDRICHS,
Las condiciones de amplificacion fueron: una desnaturalization inicial de 5 min 2 95°C, 35 ciclos de 45 s 2
94°C, 45 5 3 54°C, 90 s 2 72°C y una extension final de 10 min a 72 °C. Los productos de PCR fueron
separadas en geles de poliacriamida al 6 % y se tiferon con nitrato de plata [9]. Se elaboré una matriz
de datos binarios a partir de la presencia y ausencia de bandas en los geles de pofiacrilamida. Los
pardmetras bisicos de iversidad genética calculados fueron el nimero de alelos (), numero de alelos
efectivos (i), heterocigosidad esperada [, y porcentaje de polimerfismo (%P), los custes se
obluvieron por medio del programa GenAIEX 5.5 1101, Las relaciones flogenéticas entre las diferentes
accesiones de jamaica fueron establecidas empleanda la metodologia de Neighbor-Joining (N-J) con el
programa Mega 5.2 (11| ademis se realzd el Andlisis de Coordenadas Prncipales (PCo) utiizando el
frograma GenAIEX 5.5

RESULTACOS
Se detectaron un tolal de 22 laci, donde la combiracion CYP1ALH/CYP2BER reveld el numero mayor o
bandas polimérficas con un t0tal de 12, mienicas que la segunda combinacin, CYP2BGF/CYPIALR,
detects 10. Armb revetaron un La e fue de 0.420, el nirmero de
alelos diferentes encontrados fue de 2 y el nimero de alclus efectivos fue 1.7, EI PCOA mostrd que las
tres primeras coordenadas logracon explicar el 74 76 % de la variacion. La proyeccion de las accesiones
en las dos primeras coordenadas principales permilis ditinguir cuatro grupos (Figura 1), €l dendograma
basado en el métoda N-J muestra que 1as 63 accesiones de jamaica fueron separadas en dos grupos
diferentes y cada uno con dos subgrupos y subdivisiones (Figura 2), ademds, no se identificaron
genotipos duplicados.

Figura 1 .La PCoA en dos dimensiones musstra 12 relacion enlre las 63 accesiones de jamaica con base
n los datos ds obtenidos con dos combinacinres de accadores derivados del CYPASO.Nayait [verde),

Guerrero (10jo], Colima [negro) y Puebla famarillo).
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DISCUSION
La H en el presente trabajo {0.420) se considera como moderada 3 alta, en comparacién con otras
estudios previos (0.305), en el cual emplearon marcadares AFLP's [12]. Ademas el CYPASD se ha wtilizado
en estudios de otras especies como (Onyza sotto L) 13) y (Curcumo omada Roxb) (14), en los cuales
Han permitido tener aeles altos d diversidad genética. Esto demuestra que los marcadores derivados
del CYPAS0 son Gties en la estmacion de parameiros de dversdad gendlica. €1 ansliss de
cortespondencia en dos dimensionss apicad 3 195 63 accosionss do jamaica mediante 125 dos
combinaciones (Figura 1), demosted que slgunas 3ccesones tienen enire i urta mayor relacién genética
¥zt df it grapos gl el e s s s gentcoment o
amsica arti e un dendograms
i e vt vt genpon optendot s s 2 0 pogenlves e oten g
los materiles de Nayarit, en 105 exiremos del dendograms (Figara 2)in embargo, para el resto de fos
ateriales, no se entiics. minguma tendencia en fa agrupacicn. Al contrastar fas PCoA con el
dendograma - se observa claramente como 105 materiles na se agrugan de acuerdo 3 su lugar de
procedenci

—
Figura 2. Dendrograma basado en N-J [15] muestra queas 63 accesiones de jamaica fueron separadas.
en dos grupos diferentes y cada una con dos subgrupos y subdivisiones. Nayarit (Azul), Guerrero {rojo),
Colima {verde) y Puebla (rosal.

CONCLUSIONES

L utilizscin de los marcadores del clacrome PAS0 pn accosiones de W sabdarfa Ly su andliss separo
daramente los grogenitores que disron arigen a 1os materiales de Nayant, bbicindolos en los exiremos.
opiestos del dendrograma mientras que el 12510 G 105 M teriales no mostraron ninguna tendentia en
Ia agrupacion.
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En el presente estudio, empleanda 63 accesiones de Jamsica, se idenuficaron altos nv.eles de diversidad
comparado con otros resultados Estos resultados indican que el CYPASD es una opeion para el andlsis
de la diversidad genética ya que se pusde encontrar mayor nimero d palimorlismos debido 3 3
abundancia de esta familia de genes en los organismos vivos.

‘Ademds, no se encontraron accesianes duplicadas
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