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RESUMEN

Physalis philadelphica es una herbacea anual alégama, utilizada en México como
alimento desde tiempos precolombinos. Los frutos de sus poblaciones silvestres,
toleradas y cultivadas son recolectados para consumo y venta a lo largo del territorio
nacional. EI manejo humano ha contribuido a generar una diversidad morfoldgica
amplia en ésta especie, que ha sido clasificada para su estudio en siete razas Arandas,
Tamazula, Puebla, Salamanca, Manzano, Rendidora y Milpero. En el proceso de
domesticacion, la seleccion artificial y manejo de poblaciones de interés propician
cambios morfofisioldgicos y genéticos, por tanto pueden influir en la composicién
genética de las poblaciones. El objetivo de este estudio fue estimar la diversidad y
estructura genética en P. philadelphica y determinar si estos pardmetros han sido
influenciadas por el manejo antropogénico. Se utilizaron 6 loci microsatélites en una
muestra de 298 individuos de 13 poblaciones del centro y occidente de México, que
representan los acervos del gradiente de manejo, 3 silvestres, 3 toleradas y 7 cultivadas.
Los parametros de diversidad y estructura se estimaron en tres niveles: a) especie, b) por
categoria de manejo 0 acervo y c) por poblacion. Los estimadores de diversidad revelan
alta diversidad genética en la especie, tal como lo muestran el porcentaje de loci
polimérficos (P = 100 %), niamero promedio de alelos por locus (n = 14.666), nimero
efectivo de alelos por locus (A. = 7.457), heterocigosidad observada y esperada (H, =
0.435, Ht = 0.844); este patréon también se observa para los acervos y poblaciones
individuales. La estructura genética, evaluada con ¢ de Weir y Cockerham, analoga al
coeficiente de diferenciacion Fg de Wright, para la especie es moderadamente alta (6 =
0.268) mientras que entre categorias de manejo es baja (¢ = 0.079). De acuerdo a un
analisis de varianza molecular (AMOVA) este valor de estructura es menor para el
acervo total (@g = 0.144) y entre categorias de manejo (@ = 0.007). Por su parte, la
prueba de exactitud mostro que existen diferencias significativas en las frecuencias
alélicas entre pares de poblaciones (p < 0.05). El andlisis bayesiano de asignacion de
individuos mostré que, en las 13 poblaciones, el nimero de grupos genéticos mas
probable es K = 12. A partir de los resultados podemos discutir que P. philadelphica es
una especie con alta diversidad genética, que es mayor en el acervo cultivado,
intermedia en el silvestre y ligeramente menor en el tolerado. Al mantenimiento de la
diversidad contribuyen factores como el entrecruzamiento obligado de la especie, el

intercambio y mezcla de semillas entre productores, lo que introduce nuevos genotipos



y la historia evolutiva de cada poblacion. Los valores moderados de diferenciacion para
la especie, a pesar de ser autoincompatible, podrian ser explicados por varios factores.
En primer lugar el acervo de P. philadelphica es diverso y tiene amplia distribucion; no
obstante, la distancia entre poblaciones puede limitar el flujo génico entre algunas de
ellas, mediado por las distancia de vuelo de los polinizadores. También pueden ser
efecto de la deriva genética, el tamafio efectivo de las poblaciones y o cuellos de botella.
Otro factor que contribuye a la diferenciacion es el manejo antropogénico, éste incluye
el uso de distintos criterios de seleccion y el fomento de diferentes variantes
morfoldgicas, algunas de ellas restringidas a ciertas areas geograficas; también influyen
la presencia o ausencia de intercambio de semillas y una intensidad de manejo desigual
entre poblaciones silvestres, toleradas y cultivadas. En resumen el manejo
antropogénico no ha reducido la diversidad genética en P. philadelphica y tampoco

parece modificar en gran proporcion su estructura genética.
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INTRODUCCION

Physalis L. (Solanaceae) es un género nativo de América. Integra cerca de 90 especies
(Martinez 1998). El centro de diversificacion es México con 70 taxones, 50 % de ellos
endémicos. En Estados Unidos, Centro y Sudamérica también crecen especies
endémicas, que no exceden el 10 % del total del género (Martinez 1998). Varias
especies de Physalis se encuentran en el Viejo Mundo, por introducciones post-
colombinas, entre ellas P. philadelphica Lam., P. pubescens L. y P. cordata Mill. (Nee
1986, Martinez 1998).

Physalis esta integrado por especies morfolégicamente variables. Agrupa hierbas
anuales o perennes y pocos arbustos. La mayoria de las perennes producen rizomas
cortos y tuberculados o largos y engrosados. Las plantas pueden ser erectas, postradas o
extendidas. Presentan ramificacion dicotomica. Las flores son solitarias, pocas
fasciculadas o en falsos racimos. Las flores son pediceladas, axilares y péndulas. La
forma de la corola varia de rotada, campanulada a urceolada y del color amarillo al
blanco o purpura. Los frutos son bayas con semillas numerosas. El céliz acrescente
después de la antesis e inflado que cubre al fruto y la presencia de cinco méaculas en el
cuello de la corola unifican al género (Waterfall 1956, Nee 1986, Child y Lester 1991,
Vargas et al. 2003).

Physalis incluye especies de importancia alimentaria y econémica. Physalis
peruviana L. se cultiva en la zona Andina, principalmente en Colombia, Pert y
Ecuador. Physalis grisea (Waterf.) M. Martinez se aprovecha en Estados Unidos.
Physalis philadelphica y Physalis angulata fueron domesticadas y son utilizadas en
México. En este pais, otras 16 especies silvestres se utilizan con fines alimenticios y
medicinales (Martinez 1998, Lagos et al. 2005, Santiaguillo y Blas 2009).

Physalis philadelphica es una herbacea anual. Las plantas pueden ser postradas a
erectas y alcanzan hasta 1 m de alto. Posee flores solitarias con corolas amarillas y
maculas de color café claro. Las anteras son azules y después de la dehiscencia se
tornan convolutas. El caliz en la fructificacion es globoso y presenta 10 costillas (Nee
1986, Vargas et al. 2003). Es una especie aldgama y tiene incompatibilidad gametofitica
(Pandey 1957). Es polinizada por abejas (Sullivan 1985, Adamson 2011). La dispersion
de frutos y semillas la realizan aves, murciélagos y otros mamiferos; también puede

deberse a la gravedad y escorrentia (Martin et al. 1961, Cippolini y Levey 1997).



Physalis philadelphica se distribuye de manera natural en México y Guatemala.
Ha sido introducida de manera esporadica en Estados Unidos, Centroamérica y Las
Antillas (Nee 1986). En México se encuentra presente en todo el pais en altitudes que
van desde los 0 hasta los 2800 msnm, con mayor frecuencia en climas templados
himedos y subhimedos, calidos humedos y semihtimedos, semicalidos, secos o aridos
(Cuevas Arias et al. 2008, Santiaguillo et al. 2009). Crece como ruderal mayormente en
areas tropicales. También ocurre como arvense en areas perturbadas y modificadas por
el hombre y puede ser tratada como maleza. Es tolerada y fomentada dentro de
agroecosistemas como la milpa. Ademas se siembra como monocultivo o en asociacion
con otros cultivos (Montes 1991, Pefia et al. 2007). Su area actual de distribucién se
extiende hasta el Caribe y América del sur y a paises del Viejo Mundo como Espafia e
Italia por su introduccion postcolombina, donde se promueve como un cultivo potencial
(Long 1985).

En México, P. philadelphica es la mas comunmente aprovechada. Los frutos de
las poblaciones silvestres, ruderales y arvenses, se recolectan para consumo familiar y
venta local de agosto a octubre (Montes y Aguirre 1994). Su cultivo en los ciclos
primavera-verano y otofio-invierno facilitan la comercializacién de sus frutos durante
todo el afo. El &rea de cultivo se ha extendido en los ultimos 20 afios incrementandose
en 71% (Montes y Aguirre 1992, Sanchez et al. 2006, Ponce-Valerio et al. 2011). Este
cultivo ocupa el tercer lugar en la produccién de hortalizas en México (SIAP 2012). Por
su condicién alégama no se ha realizado mejoramiento genético a gran escala,
existiendo a la fecha s6lo dos variedades mejoradas (Rendidora y CHF1). De forma tal
que, la produccion se sustenta en variedades criollas que los propios productores usan y
conservan (Pefia 2001, Pefia et al. 2008).

Por su importancia, se han conducido diversos estudios en P. philadelphica. Nee
(1986), Vargas et al. (2003) y Cuevas et al. (2008) estudiaron sus caracteristicas
morfologicas y describieron su distribucion geografica y la vegetacion donde se
desarrolla. Otros trabajos han abordado su caracterizacion palinoldgica y viabilidad
polinica (Lagos et al. 2005), fisiologia de semillas (Pérez et al. 2012), germinacion
(Rivera et al. 1989) y composicion quimica (Bock et al. 1995). Un mayor nimero de
estudios se han enfocado en su propagacion (Pérez y Granados 2001), fertilizacion
(Gomez et al. 2006), nutricion (Magdaleno et al. 2006a) y efecto de sustratos
(Magdaleno et al. 2006b). Montes y Aguirre (1992 y 1994) y Sanchez et al. (2006)

examinaron aspectos etnobotéanicos.



El uso de P. philadelphica es antiguo. Callen (1967) sefialo que su cultivo y
aprovechamiento en Mesoameérica tiene al menos una antigiiedad de 900 a 200 a. C. Se
han encontrado semillas de Physalis en sitios arqueoldgicos en Ozumba, Teopancaxco y
Teotihuacan (McClung 1977, Long 1985) y otros del Valle de Tehuacan, Puebla, como
Santa Maria, Palo Blanco y Venta Salada (Montes y Aguirre 1992, Long 2001),
fechados entre 5000 y 3500 a. C. Lo que indica un periodo de uso mayor.

La domesticacion de una especie, que inicia con el manejo y seleccion artificial,
conlleva cambios y diversificacion morfoldgica (Pickersgill 2007, Doebley et al. 2006).
Esto es evidente en P. philadelphica. Al comparar poblaciones silvestres y cultivadas
son notorios los cambios en frutos, flores, tallos y hojas (Montes et al. 1991). En las
cultivadas los frutos son mas grandes y pesados, pero fofos, con méas pulpa verde. El
caliz que envuelve al fruto es mas pequefio que éste y el nimero de frutos que produce
la planta es menor. Las flores presentan un aumento de tamafio (Hudson 1986). En los
tallos hay un aumento de grosor y disminucion en el nimero de nudos en la primera
bifurcacion y en el nimero de ramificaciones. Las hojas son mas grandes y precoces,
pero tienen menos dientes en el borde. En general, las plantas tienden a ser precoces,
glabras, altas y el peso de frutos por planta se ha incrementado (Montes et al. 1991).

En adicion, la seleccion humana puede favorecer la formacion de variedades
dentro de una misma especie. Esto es posible por dos acciones centrales. Primero, la
seleccidn inicial de un subconjunto de la poblacién (individuos de interés) causa un
primer cuello de botella en el acervo genético primario, reduciendo la diversidad y
diferenciandola de su poblacion original. Segundo, la seleccién posterior de ciertos
fenotipos dentro de las poblaciones manejadas o cultivadas causa también cuellos de
botella y actGa sobre regiones particulares llamadas carga de seleccién o genes de
seleccion. Estas regiones pueden involucrar un solo gen o un conjunto de loci
cuantitativos (QTL’s). A partir de éstas diferencias genéticas se explican las diferencias
morfologicas observadas en las diferentes variedades (Diaz 2010, Doebley et al. 2006).
Esta diversificacion puede exceder el rango de variacion fenotipica que poseen las
poblaciones silvestres. También conduce a una adaptacién local mediante la
diferenciacion de las variedades en un contexto geografico (Purugganan y Fuller 2009).

En P. philadelphica, el aprecio de sus frutos y su amplia distribucion geografica
han favorecido la seleccion de variedades locales. Estas cubren las preferencias de los
productores (habito de crecimiento, mayor precocidad, larga vida de anaquel) y

consumidores (color, sabor, olor y tamafio del fruto). Sin embargo, los criterios de
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seleccion pueden variar en las areas donde se desarrolle este proceso. La seleccion, con
fin de incrementar la produccion comercial ha sido orientada a la obtencion de plantas
con frutos grandes y firmes, alto rendimiento, amplia adaptacion y resistencia a
enfermedades virales y a la cenicilla (Oidium spp.) (Montes y Aguirre 1994, Montes et
al. 1991, Pefia et al. 2007).

La diversidad morfoldgica de P. philadelphica ha sido agrupada en las razas
Silvestre, Milpero, Arandas, Tamazula, Manzano, Rendidora, Salamanca y Puebla
(Pefa et al. 2008). No obstante, sélo 11 variedades han sido registradas en el Sistema
Nacional de Inspeccion y Certificacion de Semillas (SNICS). Sin embargo, muchas
otras aun no son caracterizadas ni evaluadas con este fin. Esta variabilidad morfoldgica
y la existencia de variedades criollas puede ser un indicador de variabilidad genética en
la especie, lo que a su vez, es un reflejo de las circunstancias ecoldgicas y de manejo
humano que las poblaciones han experimentado.

En contraparte, las plantas sujetas a manejo humano sufren cambios en su
composicion genética. La seleccion artificial recurrente tiene un efecto en las variantes
alélicas y en la frecuencia de éstas dentro de las poblaciones (Freeman y Herron 2002).
No obstante, en éstas poblaciones también ocurren fluctuaciones en las frecuencias
alélicas debido a la mutacion, migracion, deriva génica y la seleccién natural. La
mutacién da origen a nuevos alelos, los que pueden ser eliminados o fijados por
seleccién natural o por deriva génica. La migracion puede tender a homogeneizarlas o
diferenciarlas a través del flujo génico. A su vez, la deriva génica puede favorecer la
pérdida de alelos al azar de una generacion a otra, por lo que los individuos tienden a ser
homocigotos en poblaciones pequefias. Como resultado de estos cambios a lo largo de
las generaciones se modifica la diversidad y estructura genética de las poblaciones
(Freeman y Herron 2002, Moreno 2007).

Los cambios demograficos de las poblaciones también influyen en la diversidad
y estructura genética. Estos estan determinados por la dinamica demogréafica de las
poblaciones, regulada por factores internos y externos. Entre ellos destacan los procesos
asociados al nacimiento, densidad poblacional, tamafio efectivo de la poblacion,
dispersion de organismos, tasas de extincién y de colonizacion, muerte, sistema de
apareamiento, la historia de vida de la especie, asi como cambios climaticos y
geoldgicos (Freeman y Herron 2002, Klug et al. 2006, Moreno 2007).

La diversidad y estructura genética pueden inferirse con marcadores moleculares

de ADN. Entre ellos, se encuentran los microsatélites, también conocidos como
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Secuencias Simples Repetidas (SSR’s), son secuencias cortas de ADN formadas de 1 a
6 pares de bases repetidas en tdndem y localizados en regiones codificantes y no
codificantes, por lo que algunos sirven para analizar regiones neutrales de ADN
(Gonzalez 2003, Renteria 2007). Son marcadores unilocus que exhiben un alto grado de
polimorfismo, son codominantes, selectivamente neutros, segregan de manera
mendeliana y su abundancia relativa permite un muestreo amplio del genoma (Rahman
et al.2000, Gonzélez 2003, Azofeifa 2006, Renteria 2007, Valdés-Infante et al. 2010).

A nivel poblacional, los microsatélites son ampliamente utilizados (Renteria
2007). Permiten identificar, caracterizar, diferenciar y descifrar su historia evolutiva
(Riasco et al. 2003, Azofeifa 2006, Renteria 2007). Ademas, son tan especificos que
permiten diferenciar individuos dentro de una poblacion (Golubov y Ortega 2007).
También han sido usados para evaluar la diversidad (Ghneim et al. 2008, Ribeiro et al.
2010); diferenciacion (Balloux y Lugon 2002, Demarchi 2009); deteccion de cuellos de
botella (Groombridge et al. 2000, Beebee y Rowe 2001); identificacion de grupos
genéticos (Godoy y Jordano 2001) y poblaciones mas adecuadas para la conservacion
de una especie (Lamprea et al. 2004). Estos han sido utilizados para estudiar especies de
importancia econdémica, como el maiz (Zea mays L.) (Ribeiro et al. 2010), el frijol
(Phaseolus vulgaris L.) (Buso et al 2006, Ponciano et al. 2009), la cafia de azucar
(Saccharum officinarum L.) (Riasco et al. 2003) y el arroz (Oryza sativa L.) (Ghneim et
al. 2008).

Los estudios genéticos en P. philadelphica son escasos. Se han enfocado en un
ensayo de modificacién genética (Martinez et al. 2006); inferencia de la varianza
genética, heredabilidad y correlaciones con base en atributos morfolgicos (Moreno et
al. 2002, Pefia et al. 2008) y evaluacion de la diversidad genética con ISSR’s (inter
secuencias simples repetidas) (Zamora 2010). La utilizacion de microsatélites se ha
extendido a dos especies del género Physalis. Espinosa et al. (2004) identificaron
microsatélites, disefiaron los cebadores y comprobaron su amplificacion en P.
peruviana. Por su parte, Vision at al. (2006) desarrollaron microsatélites para P.
philadelphica e hicieron una primera evaluacion de su utilidad analizando 69 individuos
procedentes de 37 poblaciones de México con 12 loci microsatélites. No obstante, estos
marcadores no han sido utilizados para evaluar la diversidad y estructura genética en
poblaciones de P. philadelphica con diferente grado de manejo. Esto permitiria
identificar el efecto de la seleccién humana sobre los niveles de variacion y estructura

del acervo manejado.



JUSTIFICACION

Physalis philadelphica tiene importancia etnobioldgica, histérica y econdmica en
Mexico. Desde tiempos prehispanicos ha formado parte de las sociedades rurales como
un recurso de recoleccion (Mac Neish 1966) a partir de plantas silvestres y arvenses
toleradas. A lo largo de su éarea de distribucion, se fomenta su desarrollo en
agroecosistemas junto a maiz, frijol y calabaza (Montes 1991) mediante la diseminacion
de sus semillas dentro del cultivo. De igual forma, variedades criollas y algunas
variedades mejoradas se producen en monocultivos. La comercializacion de sus frutos,
a lo largo del tiempo, ha establecido la interconexién entre las sociedades rurales y
urbanas, manteniéndose la preferencia de su consumo. El proceso de seleccion artificial
y cultivo recurrente ha favorecido su variacion morfoldgica (Montes et al. 1991) y
generacion de variedades. En este contexto, es importante evaluar la diversidad genética
existente en poblaciones de P. philadelphica con distinto grado de manejo. La
informacidn generada permitird conocer los niveles de variacion y estructura genética.
También facilitara la comparacion de la diversidad morfologica con la diversidad
genética para desarrollar estrategias de manejo.



HIPOTESIS

La intensidad de seleccidn artificial ha sido desigual en las poblaciones de Physalis
philadelphica. En consecuencia, cabria esperar una disminucion de la diversidad
genética en poblaciones con mayor intensidad de manejo. En este sentido, la diversidad
genética sera mayor en poblaciones silvestres, intermedia en toleradas y menor en
cultivadas. Al mismo tiempo, los acervos silvestre, tolerado y cultivado presentaran una

clara estructura genética.



OBJETIVOS

Objetivo general

Estimar la diversidad genética de Physalis philadelphica.

Objetivos particulares

e Calcular la diversidad genética de Physalis philadelphica en poblaciones silvestres,
toleradas y cultivadas.

e Estimar la estructura genética interpoblacional y entre las categorias de manejo.

e Determinar el efecto de la intensidad de manejo en los niveles de diversidad

genética en Physalis philadelphica.



MATERIALES Y METODOS
Material estudiado

Se seleccionaron 13 poblaciones de Physalis philadelphica del centro-occidente de
México con diferente grado de manejo. Tres poblaciones son silvestres, tres toleradas y
siete cultivadas (Cuadro 1). Las poblaciones silvestres provienen de los estados de
Aguascalientes, Jalisco y Zacatecas. Las toleradas fueron obtenidas en los municipios
de Cuautla, Union de Tula y Yahualica, Jalisco. Las cultivadas provienen de los estados
de México, Guanajuato, Jalisco y Morelos. Estas representan a poblaciones criollas
diferenciadas y reconocidas como distintas variedades por los productores (Cuadro 1,
Figura 1). Tres de ellas proceden de diferentes parcelas ubicadas en el municipio de
Cuquio y corresponden a la variedad Tomate Verde. Otra poblacion cultivada proviene
del municipio de Ixtlahuacan del Rio y es reconocida como la variedad Morada. Ambos
municipios son parte de la region productora de tomate en Jalisco. Las tres poblaciones
restantes han sido obtenidas mediante programas de mejoramiento sobre materiales
criollos que han generado las variedades Diamante en Texcoco, Estado de Mexico; la
Rendidora en Zacatepec, Morelos y la Salamanca de Salamanca, Guanajuato (Figura 1).
El material vegetal de tres poblaciones cultivadas (Cuadro 1) se obtuvo a partir de la
compra de frutos en el mercado local. De estos frutos, se realiz6 una extraccion y
germinacién de semillas y del total de plantulas obtenidas se seleccionaron 5 hojas
jévenes de 24 individuos por poblacién. En las otras 10 poblaciones las hojas se
colectaron de manera directa en campo. En ambos casos, las muestras se colocaron en
sobres de papel aluminio, se etiquetaron y almacenaron en hielo para su procesamiento

en laboratorio.

Extraccién de ADN y amplificacion de microsatélites

La extraccion de ADN y amplificacion de microsatélites se realizé en el Laboratorio de
Sistematica Vegetal Molecular, del departamento de Botanica y Zoologia, del Centro
Universitario de Ciencias Biologicas y Agropecuarias (CUCBA), Universidad de
Guadalajara. EI método de extraccién empleado fue el de Doyle y Doyle (1987). Se
tomaron 3 hojas jovenes por individuo de entre 20 y 24 individuos de cada una de las 13
poblaciones (Cuadro 1). Se cuantifico y determindé la calidad del ADN con
espectrofotometro (Genova, Jenway). Se hicieron diluciones de ADN a una

concentracion final de 40 ng/ul. Se utilizaron seis pares de cebadores, de los 12



sugeridos por Vision et al. (2006), para la amplificacion de microsatélites.

seleccionados por ser mas polimorficos y reproducibles (Cuadro 2).

Cuadro 1. Poblaciones de Physalis philadelphica estudiadas.

Estos fueron

Gradode Numeroy Altitud
manejo codigo N Estado Localidad Lat. N Long. W msnm
Silvestres 1. AGS® 24  Aguascalientes  Aguascalientes 21°53" 102°17' 1818
2.VAL® 24 Zacatecas Valparaiso 22°42' 103°31' 2086
3.ZAP* 24  Jalisco Zapotlanejo 20°37" 103°04' 1523
Toleradas 4. UT " 20  Jalisco Union de Tula 20°06' 104°12' 1416
5. YAH" 24  Jalisco Yahualica 21°13" 102°52'" 1787
6. CUA™ 24 Jalisco Cuautla 20°12" 104°24' 1724
Cultivadas 7.CG* 21 Jalisco Cuquio 20°56' 103°03' 1778
8.CR" 23 Jalisco Cuquio 20°56" 103°02" 1776
9.CO" 22 Jalisco Cuquio 20°57" 103°02' 1823
10. DIA* 22  Edo. de México Texcoco 19°29° 98°53° 2259
11.REN* 24  Morelos Zacatepec 18°39° 99°11° 925
12.MOR " 24  Jalisco Ixtlahuacén del Rio 20°52' 103°09' 1781
13.SAL* 22  Guanajuato Salamanca 20°34° 101°11° 1716

N = NOmero de individuos,” = Poblacion obtenida en campo y * = Poblacion obtenida en

mercado local.

Cuadro 2. Caracteristicas de los cebadores microsatélites utilizados.

Locus Secuencia del cebador (5'-3") Repeticion
MIC3 F: CTAACTCATCCGCTGATTCACT (AAC)g
R: AATAATTCTCTACCCCCTCCT
SSR43 F: CTCCAAATTGGGCAATAACA (TAC),
R: TTAGGAAGTTGCATTAGGCCA
SSR130  F: AAACCCTCAACACCATCACC (CAA),
R: CATCATTTCTTTCATGGCTCC
SSR140 F: GTTTCAGCAGCCTGTCCAAT (CAG),
R: TGACAGCATTTGGGTTTGAG
MIC301 F: CACAAGAGTTAGGTCCATTTACTTG (AC),
R: CCGATAAGTAAACCTAACTGGAC
MIC341 F: AGTGAGTTATCTGGTAGTCATCCTG (CA)o(GA)g

R: TGTAAGAAACACCACTCTATGTCTC
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Figura 1. Procedencia de las poblaciones de Physalis philadelphica estudiadas. El cddigo
numeérico de la poblaciéon como se indica en el Cuadro 1.

La amplificacién se llevd a cabo mediante PCR en un termociclador (Select
Cycler, Select BioProducts). Las reacciones de amplificacion se realizaron a un
volumen final de 20 pl. Cada reaccion incluyo 160 ng de ADN, 1 U de Taqg polimerasa
(Invitrogen), 0.2 mmoles de cada cebador, 0.2 mmoles de INTP’s, 2 mmoles de MgCl;
y 1X de amortiguador de reaccion. Las condiciones de amplificacion incluyeron: un
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ciclo de desnaturalizacion inicial a 94° durante 5 min, seguido de 35 ciclos de tres pasos
que consistieron en desnaturalizacion a 94° durante 30 s, alineacién a la temperatura de
los cebadores (55° para los cebadores SSR130, SSR140 y MIC341 y 56.6° para los
cebadores MIC3, MIC43 y SSR301) durante 1 min y una extension a 72° durante 2 min

y un paso final de extension a 72° durante 5 min.

Los productos de la amplificacion fueron separados en electroforesis vertical. Se
prepararon geles de poliacrilamida 6 % urea 7 M en amortiguador. La electroforesis fue
realizada en una cdmara dual (CBS Scientific) utilizando amortiguador de corrimiento
TBE 1X a 250 V contantes durante 4 horas. Para la visualizacion de los productos
amplificados se empled la técnica de tincién con nitrato de plata (Sanguinetti et al.
1994).

Analisis de datos

Para analizar las imégenes de los geles se utiliz6 un sistema de fotodocumentacion
digital (Gel Logic 100, Kodak). Las imagenes incluyeron una columna de referencia de
marcador de peso molecular de 100 pb (pares de bases) (Invitrogen) para estimar el
tamario en pb de cada una de las bandas. Los fragmentos amplificados se documentaron
usando el programa Phoretix 1D v10 (Totallab Ltd.). Con los datos obtenidos se
construy6 una matriz de datos de tipo codominante con los genotipos de cada individuo.
Los parametros de diversidad y estructura se estimaron en tres niveles: a) especie, en la
que se agrupan las 13 poblaciones estudiadas, b) por categoria de manejo considerando
el acervo silvestre, el tolerado y el cultivado y c) por poblacion.

Diversidad genética

Para estimar la diversidad genética se utilizaron cinco parametros: 1) porcentaje de loci
polimorficos (P), 2) nimero promedio de alelos por locus (n), 3) nimero efectivo de
alelos por locus (Ac), 4) heterocigosidad observada (H,) y 5) heterocigosidad esperada
(He) segun Nei (1978). Estos se calcularon con los programas PopGene v. 1.31 (Yeh et
al. 1999) y Arlequin v. 3.5 (Excoffier y Lischer 2010).

La proporcion de loci polimérficos se estimo con la formula:
P=—
m

donde x es el nimero de loci polimdérficos en una muestra de m loci.
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El nimero promedio de alelos por locus (n), es el promedio de los alelos

detectados en todos los loci y se calculé como:

n = (1/K)Zk:ni

donde K es el numero de loci y n; es el niamero de alelos en cada loci.
El nimero efectivo de alelos (As) es el nimero de alelos que pueden estar

presentes en una poblacidn y se estimé con la siguiente formula:

de=1/(1=R)=1/) p/

donde pj es la frecuencia del i-ésimo alelo en el locus y h la heterocigosidad del locus.
La heterocigosidad observada es la proporcion observada de loci heterocigéticos
por individuo y se calculd:
Ho = No. de genotipos heterocig6ticos / No. de genotipos analizados
La heterocigosidad esperada es la probabilidad de que, en un locus unico,
cualquier par de alelos, escogidos al azar de la poblacion, sean diferentes entre si. Se
calcula de 3 maneras diferentes:
1. Un locus con dos alelos: hj = 1 —p* — ¢
2. Un locus j con i alelos: hj = 1 — Zp;
3. Promedio para varios loci: He = Xh;/L
donde h; es la heterocigosidad por locus; p y g son las frecuencias alélicas; He es la

heterocigosidad promedio para varios loci y L es el nimero total de loci.

Estructura genética

La estructura genética se refiere a la cantidad y distribucion de la variacion genética
dentro y entre poblaciones, es un indicador de la similitud o diferenciacién. La
estructura genética se evaluo utilizando cinco parametros: 1) indice de diferenciacion 6
— (Fs) de Wright (1951); 2) andlisis de Varianza Molecular mediante el coeficiente @g;
3) prueba no paramétrica de probabilidad combinada de Fisher o prueba de exactitud
(Raymond y Rousset 1995); 4) distancia genética de Nei (D) (Nei 1972) representada
gréficamente mediante un andlisis de agrupamiento utilizando el método del grupo
promedio con media aritmética no ponderada (UPGMA); 5) analisis bayesiano de
asignacién de individuos. Estos parametros se obtuvieron empleando los programas
TFPGA v. 1.3 (Miller 2000), Arlequin v. 3.5 (Excoffier y Lischer 2010), Structure v.
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2.3.4 (Pritchard et al. 2010) y Structure Harvester (Earl y vonHoldt 2012
http://taylor0.biology.ucla.edu/structureHarvester/).

El indice de diferenciacion entre poblaciones (Fs) también llamado & ayuda a
localizar la variacion existente a varios niveles de organizacion y se calcula con base en
la formula:

H,
Foe=1-— "
H,

donde H, es la diversidad genética total o heterocigosidad esperada en la poblacion y Hy
es la heterocigocidad promedio esperada por cada subpoblacion. Cuando Fy; tiende a
cero no hay diferenciacion poblacional y la poblacion esta en equilibrio Hardy-
Weinberg. Por el contrario, si Fg tiende a 1 las poblaciones estan totalmente
diferenciadas entre si. Se aplicaron 10000 réplicas de muestreo con reemplazo para
generar un intervalo de confianza (IC) del 95% (Felsenstein 1985).

La prueba de probabilidad combinada de Fisher o prueba de exactitud (Raymond
y Rousset 1995) emplea un método de simulaciones de Cadenas de Markov Monte
Carlo (MCMC) y proporciona una aproximaciéon a la probabilidad de diferenciacion
interpoblacional a través de las diferencias observadas en frecuencias alélicas. Un valor
de 1 indica una probabilidad del 100 % de que las diferencias observadas se deban al
azar y loci con valores de p menores a 0.05 presentan una diferencia estadisticamente
significativa en sus frecuencias entre poblaciones.

La distancia genética de Nei (D) (Nei 1972) evalta la similitud o nivel de
variacion compartida entre grupos o poblaciones. El valor de cero indica frecuencias
alélicas iguales para las poblaciones; en cambio, cualquier cifra diferente a cero y hasta
infinito muestra que las frecuencias alélicas entre las poblaciones son diferentes e
incluso pueden llegar a no compartir ningun alelo a distancias mayores. Para calcular
este indice, se requiere obtener la identidad genética (I), que expresa la probabilidad de
que la seleccion al azar de un alelo entre dos poblaciones diferentes (x y y) sea igual a la
probabilidad de encontrar alelos idénticos dentro de cada una de las poblaciones. La
matriz de distancias genéticas entre las poblaciones estudiadas es utilizada para hacer un
analisis de agrupamiento.

Por ultimo, se realiz6 una prueba de estructuracion genética con analisis
bayesiano de asignacion de individuos y el programa Structure v. 2.3.4 (Pritchard et al.

2010). El programa emplea un algoritmo Bayesiano, que agrupa probabilisticamente el
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numero de poblaciones o grupos genéticamente distintos (K), con base en un método de
remuestreo apoyado en simulaciones de MCMC. Se asumid un modelo en el cual las
poblaciones analizadas pudieran haber estado agrupadas entre 1 y 13 poblaciones, cada
una de ellas caracterizandose por presentar un determinado conjunto de haplotipos
determinado por los alelos de cada locus. La corrida se efectud utilizando los
pardmetros recomendados por default, es decir, 250,000 iteraciones de MCMC con
50,000 réplicas de dememorizacion. Para cada K, se hicieron 10 repeticiones. El valor
de K con mayor probabilidad posterior se determin6 con base en el método de Evanno
et al. (2005), el cual considera la variacion generada por el error de muestreo, mediante
el programa Structure Harvester (Earl y vonHoldt 2012
http://taylor0.biology.ucla.edu/structureHarvester/).

15


http://taylor0.biology.ucla.edu/structureHarvester/

RESULTADOS

Se evaluaron 298 individuos, en promedio 23 por poblacién. Se identificaron 88 alelos,
de los cuales 17 fueron amplificados con el cebador MIC3, 13 con el cebador SSR43 y
SSR130, 14 con el cebador SSR140, 20 con el cebador MIC301 y 11 con el cebador
MIC341 (Cuadro 3). De ellos, 15 fueron alelos Unicos, uno para la poblacién cultivada
SAL y la poblacion tolerada UT; dos para la poblacién silvestre AGS, la poblacién
tolerada YAH y la poblacion cultivada CR; tres para la poblacién cultivada MOR y
cuatro para la poblacion cultivada DIA. El tamafio de los alelos vario de 120 a 440 pares
de bases (Cuadro 3).

Cuadro 3. Namero de alelos y tamafio de los fragmentos amplificados por cebador.

Locus NUmero de alelos ~ Tamafio (pb)
MIC3 17 180-275
SSR43 13 180-245
SSR130 13 130-200
SSR140 14 120-235
MIC301 20 280-440
MIC341 11 178-238
‘ :’ ‘ < ' ‘ !' N
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Figura 2. Patrones de bandeo en Physalis philadelphica.

%tolerada (UT) con MIC3, ° silvestre (ZAP) con SSR43, © cultivada (SAL) con SSR130,
¢ silvestre (VAL) con SSR140, © tolerada (YAH) con MIC301 y " cultivada (MOR) con
MIC341.
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Diversidad genética

El porcentaje de loci polimorficos total, por categoria de manejo y para cada una de las
poblaciones de P. philadelphica fue del 100 % (Cuadro 4). ElI nimero promedio de
alelos por locus fue n = 14.67. Los valores de este pardmetro por categoria de manejo
fueron n = 9.17 para las silvestres y toleradas y n = 13.33 para las cultivadas, mientras
que por poblacion individual vari6é de n = 4.33 hasta n = 6.33. El estimador del nimero
efectivo de alelos por locus indico un valor de A. = 7.46 para el acervo total. El acervo
silvestre presentd un valor de A, = 5.54, las toleradas de A = 5.44 y las cultivadas de Ae
=7.19. Este valor vario de A = 2.78 a A, = 4.21 entre las 13 poblaciones (Cuadro 4).

La heterocigosidad observada para todas las poblaciones estudiadas fue H,
0.44, para el acervo silvestre de H, = 0.43, para el tolerado de H, = 0.51 y para el

cultivado de Ho, = 0.49. En las poblaciones silvestres estos valores fluctuaron de H,
0.42 a Hy, = 0.45, en las toleradas de H, = 0.44 a H, =0.56 y en las cultivadas de H,
0.40 a H, = 0.58. En adicion, la heterocigosidad esperada (Nei, 1978) en el total de las

poblaciones de P. philadelphica estudiadas fue de Hy = 0.84. Los valores de
heterocigosidad esperada por categoria de manejo fueron H;=0.80 en las silvestres, H;=
0.70 en las toleradas y H= 0.85 en las cultivadas. A nivel poblacional, el parametro He,
mostrd valores que van de He = 0.59 a He = 0.68 en las poblaciones silvestres, de He =
0.61 a H.=0.65 en las toleradas y en las cultivadas de H. = 0.45 a He = 0.74 (Cuadro 4).

Estructura genética

Entre las 13 poblaciones de P. philadelphica el valor de diferenciacion estimado con 6
de Weir y Cockerham (1984) anéloga al coeficiente Fs de Wright (1951), fue de 0 =
0.268. Entre las tres categorias de manejo este alcanzé un valor de & = 0.079. Por su
parte, las poblaciones del acervo de silvestres poseen una ¢ = 0.262, las toleradas de 6 =
0.138 y las cultivadas de 6 = 0.293 (Cuadro 5).

El Analisis de Varianza Molecular (AMOVA) mostré que la mayor variacion se
encuentra entre los genotipos dentro de las poblaciones con cerca del 86 %. El
porcentaje de la varianza entre poblaciones dentro de las categorias de manejo alcanzé
un valor del 13.72 % mientras que entre las categorias de manejo es del 0.71 %. EIl valor
de estructuracién genética del acervo total de P. philadelphica fue de @4 = 0.144 (p <
0.05) y entre categorias de manejo de @ = 0.007 (p < 0.05) (Cuadro 5). La prueba de
probabilidad combinada de Fisher o prueba de exactitud (Raymond y Rousset, 1995)

17



mostré que existen diferencias significativas en las frecuencias alélicas entre pares de

poblaciones con un nivel de confianza del 95 % (p < 0.05).

Cuadro 4. Diversidad genética de Physalis philadelphica por poblacion, por categoria de
manejo y en el acervo total.

Namero?® Cédigo N n A. H H., P

Poblacion
1 AGS!? 24 6.33 4.21 0.42 0.59 100

2 VAL! 24 6.33 3.72 0.45 0.65 100
3 ZAP! 24 483 3.12 0.43 0.68 100
4 uT 2 20 5.83 4.21 0.56 0.65 100
5 YAH? 24 517 3.41 0.44 0.61 100
6 CUA? 24 500 3.35 0.53 0.62 100
7 CcG? 21 5.33 3.32 0.54 0.74 100
8 CR?® 23 450 2.78 0.44 0.68 100
9 co? 22 5.17 3.74 0.43 0.59 100
10 DIA® 22 4.83 3.38 0.55 0.66 100
11 REN® 24 433 278 0.48 0.56 100
12 MOR® 24 4.83 299 0.40 0.45 100

13 SAL® 22 533 3.36 0.58 0.66 100
Categoria de manejo

H, H P
Silvestres 72 9.17 5.54 0.43 0.80 100
Toleradas 68 9.17 5.44 051 0.70 100
Cultivadas 158 13.33 7.19 0.49 0.85 100
Acervo total

H,b Hf P

Physalis philadelphica 295 14.67 7.46 0.44 0.84 100
2 C6digo numérico de la poblacion, * silvestre, ? tolerada, ° cultivada, N = nimero de individuos
por poblacién, n = nimero de alelos por locus, A. = alelos efectivos, H, = heterocigosidad
observada, H. = heterocigosidad esperada, P = porcentaje de loci polimérficos, He =
heterocigosidad esperada por categoria de manejo, H. = heterocigosidad esperada total.

La identidad genética | (Nei 1972) entre las poblaciones analizadas vario de
0.058 a 0.730. Entre las poblaciones silvestres los valores de identidad variaron de
0.243 a 0.370. En las toleradas oscilaron entre 0.678 y 0.730 y en las cultivadas entre
0.117 y 0.660. La distancia genética D (Nei 1972) estimada a partir de la I entre las 13
poblaciones fluctu6 de 0.314 a 2.842. En las poblaciones silvestres los valores variaron
de D =1.003 a 1.416, en las toleradas oscilaron entre D = 0.314 y 0.389 y en las
cultivadas entre D = 0.415 y 2.147 (Cuadro 6).
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Cuadro 5. Estimadores de diferenciacidén genética andlogos al estadistico Fy de Wright (1951)
para 13 poblaciones de Physalis philadelphica. @ inferida a nivel del acervo total, entre
categorias de manejo y dentro de cada categoria de manejo. Andlisis de Varianza Molecular
(AMOVA) y valor de estructuracién genética (D).

Weir & Cockerham

AMOVA

(1984) Excoffier et al. (1992)
0 o IC 95 % SC g.l. CV %V Estadisticos @
Acervo total 0.268 +0.063 (0.390,0.166) 244.857 595 0.417 071 @y=0.144"
Dentro de las poblaciones 208.047 583 0.357 85.57
Entre poblaciones 29.862 10 0.057 13.72
Entre categorias de manejo  0.079 +0.023 (0.124, 0.041) 6.949 2 0.003 071 @=0.007"
Dentro del acervo o categoria
de manejo
Silvestres 0.262 +0.075 (0.411, 0.150) 0.268"
Toleradas 0.138 %0.013 (0.160, 0.116) 0.136"
Cultivadas 0.293 +0.071 (0.424,0.173) 0.196"

o= desviacion estandar, IC= Intervalo de confianza, SC= suma de cuadrados, g. |.= grados de
libertad, CV= componentes de la varianza, %V= porcentaje de variacion. " p < 0.05

Cuadro 6. Matriz de distancias genéticas (Nei 1972) entre poblaciones de Physalis
philadelphica. Valores por debajo de la diagonal corresponden a D. Los valores de | se

muestran por encima de la diagonal.

NUamero® AGS VAL ZAP UT YAH CUA CG CR CO DIA REN MOR SAL
1 AGS' **** 0243 0.360 0.262 0.272 0.284 0.183 0.435 0.432 0.184 0.058 0.187 0.086
2 VAL' 1416 **** 0370 0.345 0.305 0.267 0.448 0.438 0.257 0.263 0.213 0.396 0.240
3 ZAP' 1.027 1.003 **** 049 0.438 0.577 0.539 0.376 0.495 0.354 0.380 0.466 0.220
4 uT? 1.340 1.065 0.713 **** 0.686 0.730 0.657 0.314 0.341 0.199 0.415 0.726 0.194
5 YAH? 1301 1.188 0.826 0.376 **** 0.678 0.660 0.241 0.190 0.238 0.298 0.680 0.255
6 CUA? 1.257 1.319 0549 0.314 0.389 **** (0,683 0.41 0.403 0.262 0.422 0.730 0.209
7 cG? 1.698 0.803 0.619 0.421 0.416 0.381 **** 0.381 0.290 0.248 0.485 0.660 0.306
8 CR? 0.832 0.827 0.977 1.158 1.423 0.892 0.964 **** 0.477 0.267 0.220 0.375 0.260
9 co? 0.838 1.360 0.703 1.077 1.662 0.908 1.239 0.741 **** (0.181 0.125 0.222 0.199
10 DIA® 1695 1.336 1.040 1.612 1.435 1.340 1.395 1.321 1.712 **** (0.162 0.219 0.256
11 REN® 2842 1548 0.969 0.881 1212 0.863 0.724 1516 2.077 1.820 **** 0387 0.117
12 MOR?® 1.677 0.926 0.763 0.321 0.385 0.315 0.415 0.981 1504 1.52 0.950 **** 0.180
13 SAL® 2453 1.429 1518 1.640 1.367 1.566 1.183 1.351 1.613 1.361 2.147 1.710 ****

2Codigo numérico de la poblacion. * Silvestre, “ Tolerada, * Cultivada

El fenograma generado con las distancias genéticas (Nei, 1972) y el método de

agrupacion UPGMA se muestra en la Figura 3. Una distancia de corte de 1.554 genero
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dos grupos. El primero (1) estd formado por dos poblaciones de cultivo comercial, DIA
y SAL. El valor de soporte de remuestreo (bootstrap) es de 40 % y se unen entre si con
una distancia de 1.361. El segundo (Il) incluye las once poblaciones restantes y se
subdivide en tres subgrupos a una distancia de corte 1.325 con un valor de soporte de 19
%. El grupo IIA estd constituido por siete poblaciones, tres de ellas cultivadas (CG,
MOR y REN), tres toleradas (YAH, CUA, UT) y una silvestre (ZAP). La poblacion
silvestre VAL constituye el subgrupo 1IB. EIl tercer subgrupo IIC reGne a dos
poblaciones cultivadas de Cuquio (CR y CO) y la silvestre AGS. El valor de soporte del

subgrupo 1A y 1IC es cercano al 50 % mientras que en el 11B es del 11 %.

cG3 ]
UT?
CUA?2
MOR JA
YAH 2
ZAP! II
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REN 3

19 % VAL! |B
CR?3
46 % co® |C
AGS! ]

40 °/._1 DIA 3
I
SAL?

1.6 1.4 1.2 1.0 0.8 0.6 0.4 0.2 0

Figura 3. Fenograma con base en distancias genéticas de Nei (1972) entre poblaciones de
Physalis philadelphica. *Silvestre, > Tolerada, * Cultivada.

El analisis bayesiano de asignacion de individuos mostré que el nimero de
grupos genéticos mas probable es K = 12 (Figura 4), esto siguiendo el criterio de
Pritchard et al. (2010) y corroborado con el método de Evanno et al. (2005). En detalle
se aprecia que las poblaciones cultivadas DIA, REN y SAL vy la silvestre AGS se
comportan como poblaciones puras, se conforman por una proporcion de haplotipos
pertenecientes a la misma poblacion al 100 % y no presentan ancestria reciente respecto
a las restantes poblaciones (q = 1). Las poblaciones silvestres VAL y UT vy las
cultivadas CO y MOR manifiestan de cerca la tendencia mencionada (q = 0.92 a 0.99),

seguidas de la poblacion cultivada CR con un valor de pertenencia un poco mas bajo (q
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= 0.83). Por su parte, la poblacion silvestre ZAP, las toleradas CUA y YAH presentan
valores de pertenencia a su propia poblacion menores (q = 0.65 a q = 0.70) y comparten
ancestria reciente con otras poblaciones. La cultivada CG exhibe el valor més bajo de q
= 0.354 (Cuadro 7 y Figura 5).

Deltak = mean(|L"(K)|) / sd(L(K))

15F

10}

Delta K

Figura 4. EI método de Evanno et al. (2005) muestra que el mayor valor de la probabilidad de
grupos genéticos se encuentra en K= 12.
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AGS! VAL! ZAP! UT? YAH? CUA? CG® CR® CO® DIA® REN® MOR® SAL?

Figura 5. Coeficiente de ancestria estimado por individuo y agrupados por poblacion. Cada
individuo esta representado por una linea vertical dividida en segmentos de color, la longitud es
proporcional a la ancestria del individuo con cada uno de los 12 grupos genéticos.
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Cuadro 7. Proporcion de ancestria estimada (q) para las 13 poblaciones de Physalis
philadelphica (Pritchard et al. 2010).

Grupo genético

Poblacion 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
1 AGS' 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 1.000 0.000 0.000 0.000
2 VAL' 0.000 0.000 0.002 0.000 0.019 0.000 0.005 0.915 0.000 0.001 0.016 0.039
3 ZAP' 0.000 0.323 0.002 0.000 0.000 0.000 0.001 0.000 0.000 0.000 0.668 0.005
4 UT? 0.000 0.048 0.934 0.000 0.000 0.000 0.003 0.000 0.000 0.001 0.000 0.012
5 YAH? 0.000 0.016 0.249 0.000 0.000 0.000 0.706 0.000 0.000 0.026 0.000 0.002
6 CUA? 0.000 0.008 0.335 0.000 0.001 0.000 0.002 0.000 0.000 0.000 0.000 0.654
7 CG? 0.000 0.022 0.568 0.000 0.000 0.000 0.037 0.008 0.000 0.354 0.001 0.003
8 CR?® 0.000 0.038 0.016 0.000 0.832 0.000 0.001 0.058 0.000 0.001 0.000 0.053
9 co° 0.000 0.994 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.001 0.001
10 DIA® 1,000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
11  REN® 0.000 0.000 0.000 1.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
12 MOR*® 0.000 0.000 0.034 0.000 0.001 0.000 0.001 0.000 0.000 0.001 0.000 0.963
13 SAL® 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 1.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

!Silvestre, “ Tolerada, ° Cultivada. En negrita se resaltan los valores mas altos de ancestria.
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DISCUSION
Diversidad genética

En Physalis philadelphica, la diversidad genética es alta. El 100% de los loci son
polimorficos. EI numero promedio de alelos por locus es de 14.666. EI nUmero efectivo
de alelos por locus suma 7.457. La heterocigosidad observada llegé a 0.435 y la
esperada asciende a 0.844. Los valores son superiores a los caracteristicos para plantas
anuales, con sistema de polinizacion cruzada y de distribucion amplia analizadas con
izoenzimas (He = 0.186, P = 59, Hamrick y Godt 1996). Zamora (2010) encontré alta
diversidad genética para esta misma especie analizando nueve poblaciones
pertenecientes a los acervos silvestre, tolerado y cultivado. Sin embargo y con base en
ISSR’s, los valores de Hr (0.26) y P (86%) son mas bajos que los encontrados aqui. En
Capsicum annum L., Contreras et al. (2011) refieren valores de P =80 %, n =5.53 y H,
= 0.395 a partir del anélisis de 62 poblaciones con 19 pares de cebadores microsatélites.
Por su parte, en Allium sativum L. Cunha et al. (2012) registran valores de n = 4.4, H, =
0.468 y H. = 0.576 con base en la evaluacién de 75 accesiones y 16 pares de cebadores
SSR. Esto indica que P. philadelphica tiene alta diversidad genética.

La diversidad genética de P. philadelphica varia entre categorias de manejo. Los
valores de n, A. y H; fueron mayores en cultivadas y menor en silvestres y toleradas
(Cuadro 4). En cambio, el valor de H, fue superior para toleradas, intermedio para
cultivadas e inferior en silvestres. El valor de P = 100 % fue igual en las tres categorias
(Cuadro 4). Montes et al. (1991) sugieren una relacion inversa entre la intensidad de
manejo humano Yy los niveles de diversidad genética. De acuerdo a esta afirmacion, la
diversidad sera mayor en el acervo silvestre, intermedio en el tolerado e inferior en el
cultivado. Los resultados obtenidos contradicen la observacién. La diversidad genética
es mayor en el acervo cultivado, intermedio en el silvestre e inferior en el tolerado.

En P. philadelphica los acervos silvestre, tolerado y cultivado presentan altos
valores de diversidad genética pero diferentes entre ellos. Este fendmeno no solo se ha
documentado en esta especie. En Beta vulgaris L., Desplanque et al. (1999) encontraron
altos niveles de diversidad genética en 82 poblaciones empleando SSR. Ademas, se
detectaron diferencias entre la diversidad de los acervos, siendo mayor en las silvestres
ruderales (n = 16, H, = 0.766 y He = 0.867), seguido del cultivado (n =9, H, = 0.657 y
He =0.719) y un poco menor en el silvestre (n = 13, H, = 0.609 y He = 0.823).

23



En el acervo cultivado el entrecruzamiento e intercambio y mezcla de semillas
pueden incrementar la variacion genética de la especie. Estos procesos son influidos por
polinizadores y agricultores quienes introducen nuevos genotipos a las poblaciones.
Esto se evidencia en las poblaciones CG, CR y CO, donde los agricultores intercambian
semillas y la mezclan con el germoplasma propio. Esto no es exclusivo de P.
philadelphica, también ocurre en poblaciones de Citrullus lunatus (Thunb.) Matsum. y
Nakai de Brasil. En ellas, el intercambio de germoplasma ha aumentado la posibilidad
de recombinacién genética, influyendo en el incremento de diversidad genética incluso
en muestras geograficamente cercanas (Gama et al. 2013).

En adicion, en el acervo cultivado cada poblacion parece tener su propia historia
evolutiva. Las poblaciones han sido sometidas a diferentes estrategias de manejo y
seleccion a lo largo del proceso de domesticacion. Este proceso ha sido regido por
diferentes objetivos y estrategias. En las diferentes poblaciones se fomentan individuos
que posean caracteristicas tanto morfoldgicas como fisiologicas deseables para
productores y consumidores.

En el acervo tolerado la disminucion de la diversidad ha sido atribuida al uso de
herbicidas y la remocion de plantas cercanas a campos de cultivo (Zamora et al. en
prep.). Aunado a esto, existen ciertas condiciones en las parcelas como la humedad que
limitan la germinacion de las semillas o la competencia con otras especies que limita el
desarrollo natural de la especie (Zamora 2010). Sin embargo, es posible que se lleve a
cabo la polinizacion y reproduccion, lo que explica los altos niveles diversidad.

La diversidad genética en cada poblacion es alta (Cuadro 4). La poblacién
cultivada CG es la mas diversa (He = 0.735) mientras que la poblacién cultivada MOR
exhibe los niveles méas bajos de variacion (He = 0.452). Esto indica que los niveles de
diversidad fluctian mas en las poblaciones cultivadas que en las toleradas o silvestres.
Esto puede ser producto de una desigual intensidad de seleccion artificial ejercida en
cada poblacion. Por ejemplo, en la poblacion MOR los criterios de seleccion son mas
estrictos y se promueven individuos con frutos morados. En contraste, las poblaciones
cultivadas CG, CR y CO se fomentan variantes morfoldgicas de frutos verdes; sin
embargo, se permite el desarrollo de frutos verdes con alguna tonalidad purpura
(rallados).

En contraste, las poblaciones silvestres y toleradas de P. philadelphica exhiben
valores de diversidad genética altos y similares. La remocion de plantas por parte del

hombre no parece afectar significativamente el nivel de diversidad genética en las
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poblaciones estudiadas. A ésta variacion pueden contribuir eventos como la mutacion
dentro de cada poblacidn, asi como el flujo génico mediado por la polinizacion cruzada.

El manejo antropogénico no parece influir en la disminucion de la diversidad
genética en Physalis philadelphica. Ejemplo de ello son los valores altos registrados en
los acervos tolerado y cultivado, respecto al silvestre. Esto es resultado de las practicas
de manejo, aun en zonas donde se siembra como monocultivo, es factible el intercambio
y mezcla de semillas, el fomento de diversos fenotipos (color del fruto verde, morado,
rallado, amarillo) o de un fenotipo particular en ciertas areas geograficas, seleccion de
diferentes habitos de crecimiento (erectos, semi-erectos y postrados). Esto, aunado a la
condicion alégama de la especie resulta en una alta diversidad genética (Montes y
Aguirre 1992, Zamora 2010).

Estructura genética

El valor de estructura genética en la comparacion pareada entre las 13 poblaciones
analizadas es moderadamente alta (¢ = 0.268). Esto, de acuerdo con la prueba de
exactitud de Raymond y Rousset (1995), es estadisticamente significativo (p < 0.05). El
valor de 6 (0.268), analogo al estadistico Fg, es caracteristico para plantas anuales con
sistemas de polinizacién cruzada (Fs = 0.22) indicado por Nybom (2004). Por su parte,
Zamora (2010) encontré una mayor diferenciacion entre nueve poblaciones de P.
philadelphica (Fs; = 0.44) mediante el analisis de 91 loci ISSR’s. Estos valores no son
directamente comparables debido a las diferencias en la naturaleza y generacion de los
marcadores; no obstante, pueden ser producto del mayor niamero de loci analizados.

Los valores de diferenciacion en herbéaceas anuales alégamas, estimadas con
SSR’s son variables. Pueden ser altos, como se refiere en la maleza Medicago laciniata
Mill. mediante el analisis de 10 poblaciones con 12 pares de cebadores microsatélites
(Fst = 0.477). En esta especie, la diferenciacion es atribuida al aislamiento por distancia
favorecido por la amplia distancia geogréafica entre sus poblaciones (Badri et al. 2008).
Contrario a esto, la diferenciacion puede ser baja, como en la especie silvestre Papaver
rhoeas L., considerando 12 poblaciones y 11 pares de cebadores SSR’s (Fs = 0.04).
Esta baja diferenciacion se debe al alto flujo génico entre sus poblaciones compuestas
por un gran nimero de individuos, lo que tiende a homogenizarlas genéticamente (Kati
et al. 2013).

En Physalis philadelphica, la intensidad de manejo no ha sido determinante para
que entre los acervos silvestres, tolerados y cultivados exista una clara diferenciacion (6
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= 0.079, p < 0.05); sin embargo, entre ellos, es variable. La diferenciacion genética
poblacional es mayor entre el acervo cultivado (¢ = 0.293), ligeramente menor en el
silvestre (¢ = 0.262) e inferior para el tolerado (6 = 0.138). Esta tendencia coincide con
lo encontrado en Capsicum annum, herbacea anual alégama, donde la diferenciacion en
poblaciones cultivadas fue mayor (Fs = 0.17) que en las silvestres (Fs = 0.06),
empleando izoenzimas (Hernandez et al. 2006).

La mayor diferenciacion genética del acervo cultivado puede ser debido a
procesos historicos independientes, ocurridos dentro de cada poblacion, mediados por el
hombre y fuerzas evolutivas naturales. El origen diverso del germoplasma de P.
philadelphica, los criterios de seleccion, el fomento de diferentes variantes morfologicas
y en diferentes regiones geogréficas, asi como diferencias en la intensidad de manejo y
la presencia o ausencia de intercambio de semillas han contribuido en parte a la
generacion y mantenimiento de la diversidad del acervo cultivado asi como a su
estructuracion.

La seleccion recurrente de ciertos atributos ha llevado al desarrollo de nuevas
razas o variedades locales. La region centro de Jalisco, en el occidente de México, posee
la mayor produccion de tomate de cascara en el temporal de lluvias (ciclo primavera
verano). En esta region se cultivan al menos tres variedades diferenciadas. La variedad
Morada se generd con germoplasma del municipio de Ixtlahuacan del Rio. En el
municipio de Cuquio se cultiva la variedad Verde y la denominada Rallada, cuyos
frutos son verdes con algunos tonos morados. Estas tres variedades tienen tamafos de
fruto similares y el mismo tiempo de produccion. Sin embargo, la Morada posee sabor
mas dulce y la Verde es mas acida, esto y el cultivarse en parcelas separadas contribuye
a su diferenciacion genética.

En adicidn, en otras areas de México se cultivan variedades que cumplen con las
preferencias locales. Ejemplo de esto son las variedades Rendidora del estado de
Morelos, Salamanca del estado de Guanajuato y Diamante generada en un programa de
mejoramiento genético por la Universidad Auténoma de Chapingo. Estas tres
variedades, incluidas en este estudio, son de frutos verdes acidos, grandes en Rendidora
y Salamanca y muy grandes en Diamante. A su vez, presentan diferencias en el habito
de crecimiento y tiempo de madurez comercial y fisiologica (Pefia et al. 2011). La
precocidad es mayor en la Rendidora e intermedia en Salamanca y Diamante. El habito
de crecimiento es postrado en Salamanca y semi-erecto en las otras dos (Pefia Lomeli et

al. 2011). Asi, el manejo de distintas variantes en diferentes regiones promueve la
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diferenciacion morfologica y genética de P. philadelphica. En adicion, el intercambio o
transporte de los materiales entre regiones y entre grandes areas, a través del comercio o
como semilla para cultivo contribuye a la diversificacion reticulada del germoplasma de
P. philadelphica .

El mayor porcentaje de variacion encontrada, con base en el AMOVA, se
concentra entre los genotipos dentro de las poblaciones (85.57 %). En una menor
proporcidon se encuentra la variacion existente entre las poblaciones (13.72 %). En
paralelo, se encontré un nivel de variacion genética muy bajo entre los acervos
genéticos (0.71 %), evidenciado por la baja diferenciacién detectada entre ellos (0 =
0.079, p < 0.05). Lo encontrado en este andlisis, aunado a los valores de diversidad
genética, permite afirmar que el manejo antropogénico no ha sido determinante para que
haya una clara diferenciacion entre los acervos genéticos. Esto contrasta con lo
encontrado en Capsicum annum, donde el porcentaje de variacion es del 46 % dentro de
las poblaciones, 36.81 % entre ellas y 17.19 % entre las categorias silvestre y cultivada
(Hernandez et al. 2006). Esto indica que en C. annum el proceso de domesticacion si ha
modificado la composicion genética de sus poblaciones actuales.

El coeficiente de estructuracion genética del acervo total de Physalis
philadelphica, derivado del AMOVA, es de @y = 0.144 (p < 0.05). Esto indica que la
distribucion de la variacion entre las poblaciones es baja. En esta misma especie, Vision
et al. (2006) refieren ausencia de estructura o diferenciacion en el analisis de 69
individuos, procedentes de 37 poblaciones silvestres y cultivadas, con 12 microsatélites.
Contrario a esto, Zamora (2010) mediante ISSR’s refiere una estructura mas alta para el
acervo total, pero ausencia de ella entre los acervos silvestre, tolerado y cultivado.
Nybom (2004) refiere un valor de estructuracion mayor, al encontrado en este estudio,
para plantas alogamas analizadas con RAPD’s (@ = 0.27). Otros estudios que emplean
microsatélites muestran un valor de estructuracion méas alto (@g = 0.319) en
poblaciones de Citrullus lunatus, una especie alégama anual de amplia distribucion
(Gama et al. 2013).

Los valores de estructura genética estdn estrechamente relacionados con
caracteres de historia de vida y sistema de entrecruzamiento (Hamrick y Godt 1996,
Nybom 2004). En plantas alégamas se ha evidenciado que el flujo génico tiende a
contrarrestar la presencia de una alta estructura (Gorgonio 2012). Esto parece ocurrir a
nivel del acervo total de P. philadelphica, como lo indican los SSR utilizados, que se

caracterizan por su mayor precision y sensibilidad. En adicion, es importante remarcar
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que la ausencia de estructura también se observo entre las categorias de manejo (D¢ =
0.007, p < 0.05). Sin embargo, en este trabajo se encontré que al interior de los acervos
si existe una estructura moderada a alta (@ = 0.268 en silvestres, @y = 0.136 en
toleradas y @ = 0.196 en cultivadas, p < 0.05). Lo anterior puede ser debido a que cada
poblacién tiene su propia historia evolutiva natural y artificial acumulando cambios
particulares.

Nybom (2004) sefiala que los pardmetros Fs Yy @ son considerados equivalentes,
no obstante son diferentes. El primero se obtiene con base en el andlisis de frecuencias
alélicas y el segundo a partir de distancias genéticas euclidianas entre haplotipos dentro
y entre poblaciones. Cuando ambos son calculados con el mismo conjunto de datos, en
algunos casos, presentan valores casi idénticos. Sin embargo, no siempre ocurre esto,
como se muestra en los resultados obtenidos en este estudio.

El intervalo de valores de identidad y distancia genética muestran que el acervo
de P. philadelphica es diverso. Esto queda evidenciado en el rango de valores que
presentan estos parametros. Las distancias genéticas van desde 0.314 (CUA-UT) hasta
2.842 (AGS-REN). En el acervo cultivado, sus poblaciones presentan las mayores
distancias genéticas con el resto de las poblaciones, como en la poblacion SAL (D = >
1.351 y hasta 2.453) y DIA (D = >1.040 y hasta 1.820). A su vez, pueden presentar
distancias bajas con cultivadas de su misma region, como las poblaciones MOR y CG
(D = 0.415), CO-CR (D =0.741) o distancias un poco mayores como en MOR-CR (D =
0.981) y MOR-CO (D = 1.504). La poblacion REN exhibe los valores més fluctuantes
de distancias genéticas. Estas pueden ser altas respecto a las otras poblaciones
cultivadas (D = 1.516 a 2.147) y con la silvestre AGS (D = 2.842) 0 un poco menores
con algunas toleradas y silvestres (D = 0.863 a 1.212). Existe una tendencia al
incremento de la distancia genética entre las poblaciones cultivadas en areas geograficas
distantes y una distancia moderada o menor entre las poblaciones cultivadas dentro de
una misma region, asi como con algunas toleradas de esa area.

Las poblaciones del acervo tolerado y silvestre también exhiben un patron
similar de variacion en las distancias genéticas. En general las poblaciones silvestres
tienden a presentar las mayores distancias con los otros acervos, particularmente con el
cultivado. No obstante, con algunas toleradas o cultivadas pueden tener una menor
distancia, por ejemplo la silvestre ZAP presenta bajas distancias con las cultivadas de su
misma region (CO, CR, CG, MOR, D =0.619 a 0. 977). Por su parte, las poblaciones

del acervo tolerado presentan la mayor distancia con algunas silvestres, exhiben baja
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distancias genéticas entre ellas (D = 0.314 a 0.389) y con la poblacién cultivada MOR
(D =0.315 2 0.385).

El fenograma no muestra un claro agrupamiento de las poblaciones con base en
el acervo genético al que han sido asignadas (Figura 2). Sin embargo, algunas de ellas
tienden a agruparse con las que se encuentran geograficamente mas cercanas. Ejemplo
de esto es lo que sucede en el subgrupo 1A que incluye a las tres poblaciones toleradas,
las poblaciones cultivadas CG, MOR y REN vy la silvestre ZAP. EIl subgrupo IIB esta
formado solo por la poblacion silvestre de VAL. Por ultimo el subgrupo I1IC se
conforma por las poblaciones cultivadas CR y CO vy la silvestre de AGS. Lo anterior
muestra también que no todos los grupos tienden a agruparse con base en la distancia
geogréfica.

Las poblaciones con distancias genéticas menores o cercanamente relacionadas
en el fenograma pueden corresponder a poblaciones con un ancestro comdn mas
reciente. Segiin Demarchi (2009) esta divisién supone que las frecuencias alélicas son
idénticas a la poblacién de origen. Sin embargo, éstas son afectadas por el equilibrio
entre flujo y deriva génica, distribucion geografica, tamafio efectivo o cuellos de botella.
Estos pueden llevar a una tasa de evolucion variable en cada poblacion, aungue la tasa
de mutacion siga siendo la misma, por lo que la diversidad genética tiene un gran
impacto en las distancias genéticas.

El analisis bayesiano de asignacién de individuos, muestra la existencia de 12
grupos genéticos dentro de las 13 poblaciones analizadas (Fig. 4). Cuatro poblaciones,
las cultivadas DIA, REN y SAL vy la silvestre AGS se comportan como grupos
genéticos independientes, sin flujo génico reciente con el resto de las poblaciones
(Figura 5). Esto es consistente con los bajos valores de identidad y altos de distancia
genética observados en la comparacion pareada de estas poblaciones con las otras nueve
(Cuadro 6). Otras cinco exhiben una tendencia similar, las silvestres VAL y ZAP, la
tolerada YAH vy las cultivadas CR y CG, se componen en un alto porcentaje (desde 83
hasta 99 %) por haplotipos de individuos de su misma poblacién. Esto sugiere escaso
flujo génico reciente entre poblaciones con distinto grado de manejo. Por el contrario,
tres grupos genéticos (YAH, CG, ZAP) se constituyen por poblaciones que comparten
moderados a altos niveles de ancestria con una o dos poblaciones. En el caso de la
tolerada YAH vy la cultivada CG comparten ancestria con la tolerada UT (q=.249 y
0.568 respectivamente); no obstante YAH tiene un valor mayor de pertenencia a su

propia poblacion (g = 0.70) que CG (q = 0.354). En adicion YAH tiene ancestria con las
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cultivadas CO y CG (g=.016 y 0.026, respectivamente) y para la silvestre ZAP también
se observo flujo génico con la cultivada CO (g = 0.323). Lo anterior indica la existencia
de flujo génico entre las poblaciones silvestres, toleradas y cultivadas de P.
philadelphica ubicadas en una misma region, en este caso Jalisco y es consistente con la
topologia mostrada en el andlisis de agrupamiento (Figura 2). Por altimo, la poblacién
tolerada CUA comparte haplotipos con la cultivada MOR vy la tolerada UT (g=.654 y
0.335, respectivamente), ambas de Jalisco, por lo que no forma un grupo genético
independiente (Cuadro 7 y Figura 5). La formacion de estos grupos genéticos es reflejo de
procesos historicos, de distribucion espacial y temporal de las poblaciones, distancia
entre ellas y barreras antropogénicas o naturales que contribuyen a la estructuracion y
evolucion de las poblaciones de P. philadelphica (Freeland 2005, Garrido-Gardufio
2013). En P. philadelphica, el flujo génico reciente entre sus poblaciones parece estar

relacionado con el espacio geografico que las separa.
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CONCLUSIONES

El acervo de Physalis philadelphica posee alta diversidad genética y no hay evidencia
de que el manejo humano haya causado una disminucion de la misma. Los niveles de
variacion genética no presentan una relacion con la intensidad de manejo antropogénico,
contrario a lo esperado, por categoria de manejo los valores mas altos de diversidad se
concentran entre las poblaciones cultivadas, seguidas de las silvestres y por Gltimo en
las toleradas. A nivel de la especie su estructura genética es moderada y baja entre
acervos, lo que indica un bajo efecto del manejo humano en la diferenciacion. Physalis
philadelphica es una alégama anual, de amplia distribucion, lo que aunado al
intercambio de semillas entre los productores de poblaciones cultivadas podrian ser los
que expliquen su alta diversidad y moderada estructura genética. Esta alta diversidad
genética es evidencia por la una amplia riqueza morfoldgica que posee el acervo y
reconocida en siete razas, dentro de las cuales se incluyen variedades locales o criollas
cultivadas a lo largo del pais y la raza milpero que representa a las poblaciones
arvenses. Futuros estudios en tomate de cascara podrian continuar con la evaluacién de
diversidad y estructura genética incluyendo un mayor numero de poblaciones
representativas del area total de su distribucion y todas las razas del acervo; con el fin de
contar con informacion que pueda ser utilizada en un programa de conservacion y
manejo del germoplasma. De manera paralela, se ha sefialado que el cambio
morfologico de las variedades de una especie descansa en una base genética muy
angosta que involucra a pocos genes, por tanto resulta primordial desarrollar estudios

sobre a arquitectura genetica de la domesticacion en P. philadelphica.
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ANEXOS

Anexo 1. Protocolo para la extraccion de ADN en plantas (Doyle & Doyle 1987)

Moler el tejido (100-500 mg) con nitrégeno liquido, en un mortero (previamente
enfriado a -20°) hasta obtener un polvo fino. Transferir la muestra con una espatula a un
tubo de 2 ml, agregar 800 ul del Buffer de extraccion CTAB 2X (incubado previamente
a 60°) y mezclar suavemente. Alternativamente se puede agregar el tejido en tubo de 2
ml y sumergirlo en un mortero con nitrogeno liquido, moler el tejido con varilla de
acrilico.

Incubar la muestra a 60° por 60 minutos en bafio maria, agitar cada 20 minutos.

Sacar y dejar que los tubos tomen la temperatura ambiente (5-7 min).

Afadir 800 pl de la mezcla cloroformo-isoamilico (24:1). Mezclar por inversion
durante 5 min (puede ser con la misma punta, siempre y cuando no toque el tubo).
Centrifugar por 30 minutos a 4,500 o 5,000 rpm.

Recuperar el sobrenadante que contiene el ADN vy transferirlo a otro tubo de 1.5 ml con
pipeta de 200 pl; cuantas veces se necesite para extraer lo mas posible de sobrenadante.
Agregar 700 pl de isopropanol frio y mezclar por inversion suavemente hasta obtener la
hebra de ADN (si no se obtiene hebra, centrifuga por 2 min a 2.000 rpm). Nota: se
puede pausar el protocolo en este punto y dejar la muestra a -20° hasta el dia siguiente.
Transferir la hebra de ADN a otro tubo de 1.5 ml o centrifugar por 1-2 min a 2,500 rpm.
Eliminar el sobrenadante.

Afiadir 500 pl de buffer de lavado frio e invertir suavemente, previamente desprender la
pastilla. Mantener asi por 20 min. Eliminar el buffer de lavado con la pipeta de 1,000 pl
o centrifugar a baja velocidad (2,500 rpm por 2 min).

Secar con aire por tiempo corto y resuspender en 200 pl de Buffer TE. Asegurese de
disolver preferentemente el ADN (sostener el tubo y golpear suavemente con la yema
del dedo).

Afadir 70 pl de agua HPLC y 130 pl de acetato de amonio 7,5M (c.c. final 2.5M) y
mezclar suavemente (sostener el tubo y golpear con la yema del dedo).

Afadir 850 pul de etanol absoluto frio, inmediatamente mezclar para precipitar el ADN
(use una gradilla flexible).

Recuperar la hebra o centrifugar por 5 min a 4,500 rpm. Decantar.

Lavar con 1 ml de etanol al 70 % y mezclar suavemente 5 min. Centrifugar por 2 min a
2,500 rpm. Decantar el etanol (repetir este paso 2 veces, solo si la hebra presenta color
amarillento).

Anadir 80 pl de Buffer TE para resuspender el ADN. Mezclar suavemente hasta que se
disuelva la pastilla. Si no se disuelve se agrega 100-150 ul. Disolver durante toda la
noche a temperatura ambiente.

Almacenar el ADN gendmico obtenido en congelacion a -20° hasta su uso.

41



Anexo 2. Preparacion y almacenamiento de reactivos para extraccion

Buffer de extraccion CTAB 2X:
1000 pl de CTAB 2X por c¢/muestra.
2 ul de 2-mercapto-etanol (CH,HgOS) por c/muestra.
Cloroformo: Alcohol isoamilico 24:1 (100 ml)
96 ml Cloroformo
4 ml Alcohol isoamilico
Mezclar perfectamente y almacenar —20°.
Isopropanol frio
Mantener almacenado a —20°.
Buffer de Lavado
76 ml Etanol absoluto
133 pl Acetato de amonio 7.5 M
Ajustar a 100 ml con agua destilada. Almacenar a —20°.
Buffer de resuspension TE
1 ml Tris IM pH 7.4 c.c. final 10 mM
200 ul EDTA 0.5 M c.c. final 1 mM
70 ml Agua Destilada
Ajustar a 100 ml con agua destilada. Almacenar a 4°.
Buffer CTAB 2X
29 CTAB
70 ml Agua destilada
Disolver completamente, afiadiendo poco a poco el agua en la plancha y
agitando con iman después afiadir:
10 ml Tris 1M pH 8
4 ml EDTA 0.5M
8.18 g NaCl
Ajustar a 100 ml con agua destilada en un matraz aforado. Almacenar a
temperatura ambiente.
Tris 1M
12.11 g Trisma base
60 ml Agua destilada
Ajustar el pH con HCI absoluto. Usar la campana de flujo para tomar el HCI
necesario.
Importante: Para pH 8 afadir aprox. 6 ml de HCI y para pH 7.4 afiadir aprox. 7.6 ml de
HCI. Ajustar a 100 ml en un matraz aforado. Almacenar a 4°.
EDTA 0.5 M pH8
18.6 g EDTA
70 ml Agua destilada
Ajustar a pH 8 con aprox. 1-2 g de NaOH. Llevar a 100 ml con agua destilada.
Almacenar a 4°.
Importante: Solo se disuelve el EDTA cuando se le afiade el NaOH.
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Anexo 3. Programa de amplificacion utilizado para las PCR

94° 5 minutos

94° 30 segundos

Tm® 1 minuto 5 ciclos

72° 2 minutos

72° 5 minutos

4° 24 horas
e Tm° de los cebadores SSR130, SSR140 y MIC341: 55°.
e Tm° de los cebadores MIC3, MIC43 y SSR301: 56.5°.
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Anexo 4. Preparacion de solucion de poliacrilamida

Solucién base de Acrilamida (19:1) 40 %
Acrilamida 38 g
Bis-acrilamida 2 g
Agua bidestilada 50 ml
Disolver y aforar a 100 ml

Poliacrilamida 6 % Urea 7TM

Stock Poliacrilamida 40 % 15 ml

10X TBE 10 ml

Urea42 g

Agua bidestilada 30 ml

Se precalienta el TBE y el agua a 50° y se agrega poco a poco la urea hasta que
se disuelva, se agrega la solucion base de poliacrilamida y se afora a 100 ml.

Polimerizacién de los geles de acrilamida

Compuesto Cantidad
Poliacrilamida 6 % 30 mi 40ml 60 ml 100 ml
Persulfato de amonio 120 wl 160 pl 240 wl 400 pl
TEMED 60 ul 80 pl 120 ul 200 wl
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Anexo 5. Tincidn con sales de plata (Sanguinetti 1994)

Solucién reveladora

Compuesto Cantidad
Hidrdxido de sodio 30 g
Formaldehido 13.5ml
H,0 dd Aforarall

Solucién fijadora

Compuesto Cantidad
Etanol 10 ml
Acido acético glacial 5 ml

H,O dd Aforarall

Procedimiento:

1. Poner el gel en solucidn fijadora 10 minutos.

2. Decantar la solucién fijadora.

3. Agregar la solucion de nitrato de plata y dejar 5 minutos.
4. Decantar.

5. Lavar con agua destilada por 30 segundos.

6. Agregar la solucién reveladora hasta aparicion de bandas.
7. Enjuagar con agua corriente.
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