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Resumen

Physalis angulata L. (Solanaceae) es una herbacea anual de importancia culinaria y
econdmica en el occidente de México. En condicidn silvestre crece en el bosque tropical
caducifolio, bosque de pino-encino, frecuente a orillas de rios, y asociada a cultivos. Es una
arvense comun en el cultivo de la milpa y otros agroecosistemas. En ésta regién es un
recurso de recoleccidn, los frutos se conocen como tomate milpero, tienen alta
preferencia de consumo por su sabor y tamafio pequefio. Recientemente, se reporté su
cultivo en el municipio de Cuquio en Jalisco. Debido a que la seleccion y manejo humano
pueden causar cambios en la composicidn, la diversidad y la estructura genética de las
poblaciones, resulta relevante evaluar su efecto en un cultivo incipiente. En este trabajo,
se evalud la diversidad genética de P. angulata en poblaciones arvenses y cultivadas, asi
como su estructura y relaciones genéticas. Para ello, se utilizaron 88 marcadores ISSR y se
analizaron 239 individuos de 11 poblaciones, 8 de ellas arvenses y 3 cultivadas. Como
resultado se encontrd que la especie presenta niveles altos de diversidad, medida como
heterocigocidad esperada (HT7=0.247) y loci polimdrficos (P= 100%). Las poblaciones
cultivadas presentan valores altos de diversidad (He=0.153 a 0.146), ligeramente menores
qgue los observados en poblaciones arvenses de recoleccion (He= 0.223 a 0.1353). Es
posible que éstas poblaciones contengan el acervo genético regidnal, que hayan sido
integradas por frutos de varias poblaciones. No obstante, Physalis angulata no muestra
una disminucién significativa en la diversidad genética de las poblaciones cultivadas,
debido a que el proceso de domesticacidon es incipiente y al manejo tradicional del cultivo.
La diferenciacion genética entre las poblaciones es alta (Fst = 0.418). Este valor se ve
fuertemente influenciado por el sistema autocompatible de la especie. Entre poblaciones
cultivadas y arvenses el valor de diferenciacion fue bajo (Fst = 0.077); esto confirma que el
impacto del manejo no se ha reflejado y las poblaciones mantienen cierta homogeneidad
genética. En conjunto, las poblaciones cultivadas muestran un ligero aumento en el valor
de diferenciacién con respecto a las arvenses (Fst = 0.484 y 0.405). La diferencia entre

estos valores no es significativa, gracias al manejo rustico de su cultivo y a la poca



intensidad de seleccidn a la que ha sido sometido. Las relaciones genéticas, medidas con
un indice de distancia, no se relacionan con las condiciones de manejo ni con las distancias
geograficas. Las poblaciones con las distancias genéticas mas cercanas fueron CUQJ de
Jalisco y PAJ de Michoacan. La cercania genética de estas especies a pesar de estar
ubicadas en diferentes estados, es explicada por un posible corredor de intercambio de

semillas en el centro de comercializacidn que los separa geograficamente.
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Introduccion

Solanaceae Juss. es una de las familias mas grandes dentro de las angiospermas, con 96
géneros y aproximadamente 2,300 especies. Su distribuciéon es cosmopolita aunque se le
encuentra con mayor frecuencia en regiones tropicales, subtropicales y templadas (D’Arcy
1991). México es un centro secundario de diversificacion de Solanaceae, representado por
aproximadamente 386 especies (Rodriguez 2004, Martinez et al. 2011). Chiapas es el
estado mds rico en especies con 180, seguido de Oaxaca con 176 y Jalisco con 149
(Martinez et al. 2011). México también es rico en endemismos, alberga 123 especies
endémicas, 40 del género Solanum L., 35 de Physalis L, 16 de Cestrum L. y 10 de
Lycianthes (Dunal) Hassl. Para el estado de Jalisco se reportan cinco especies endémicas,
Lycianthes jalicensis E. Dean, Physalis lignescens Waterf., P. longipedicellata Waterf., P.
longiloba Vargas, M. Martinez y Davila y P. tamayoi Vargas, M. Martinez y Ddvila (Cuevas-

Arias et al. 2008).

El género Physalis se origind y diversificé en México (D’Arcy 1991, Martinez 1998).
El taxdn incluye cerca de 90 especies que se distribuyen en Estados Unidos, México,
Centro y Sudamérica hasta las Antillas. En México crecen de forma natural 70 especies, el
50% de ellas como endémicas (Martinez et al. 2011). Physalis se caracteriza por sus
corolas amarillas o blanquecinas, subrotaceas a campanuladas, con 5 maculas. El cdliz es
acrescente en el fruto, cubre totalmente la baya y se torna papiraceo al madurar (Vargas
et al. 2003). Por esta particularidad se le da el nombre comin de tomate de cascara

(Montes Hernandez y Aguirre Rivera 1994).

Physalis incluye especies de importancia econdmica y alimenticia. El mayor valor
de uso tradicional radica en el consumo de los frutos. En México, los frutos de 17 especies
silvestres se recolectan para consumo familiar y venta local (Martinez 1998). Especies
como Physalis pubescens L., P. cordata Mill., P. angulata L. y P. philadelphica Lam. crecen
como arvenses en el agroecosistema de la milpa y son aprovechadas. Los frutos de estas

especies en estos sitios alcanzan tallas de 0.8 a 1.5 cm de didmetro. Otras especies



también se desarrollan en este agroecosistema pero los frutos no se consumen por su
tamafio pequefio menor a 0.6 mm de didmetro (ej. P. lagascae Roem. y Schult., P. ampla
Waterf.) o por su sabor amargo (ej. P. solanaceus Schltdl.). En el pais Physalis
philadelphica es cultivada en diferentes estados para su comercializacién. Por su parte, P.
angulata se cultiva de manera muy localizada sélo en el centro de Jalisco (Sanchez et al.
2008) y sus frutos se comercializan bajo el nombre de tomate milpero; en los mercados
sobre ruedas se vende a precios elevados, desde 40 a 60 pesos el kg, por lo general sin el
caliz. No obstante, la compra a los productores y venta a los comercializadores mayoristas
en los mercados de abastos no supera los diez pesos por kg (Vargas et al. en prep.). La
preferencia por este fruto debido a sus caracteristicas culinarias y a su larga vida de

anaquel, a pesar de su costo, revela el potencial comercial y valor agricola de la especie.

Physalis angulata es una herbacea anual de tallos angulosos y hojas ovadas a
ovado lanceoladas con borde aserrado y dpice adelgazado. Posee corolas péndulas de 5
mm de largo, angostamente campanuladas con los Iébulos poco expandidos, de color
amarillo y maculas de color pardo claro; presenta anteras azules o amarillas, de 1-1.2 mm
de largo con filamentos purpura; el céliz es globoso con 10 costillas poco notorias y los
frutos miden de 11 a 13 mm de didmetro (Vargas et al. 2003). Se distribuye desde Estados
Unidos de América, México, Panama, Sudamérica y las Antillas. En México se encuentra en
15 estados, desde Baja California y Durango en el Norte hasta Campeche y Chiapas en el
sureste, en un intervalo altitudinal desde el nivel del mar hasta los 2400 m (Nee 1986).
Diversas observaciones en campo e invernadero permiten indicar que es una especie
autogama (Menzel 1951). En cuanto a su ploidia, se han encontrado individuos diploides

(Lydia y Rao 1982) y tetraploides (Menzel 1951, Pedroza 1999).

Los marcadores moleculares basados en la técnica de PCR (reaccidon en cadena de
la polimerasa) son utilizados para la caracterizacién y evaluacién de la diversidad genética
(Bornet y Branchard 2001, Phong et al. 2011, Li et al. 2013). Ejemplo de esto, son las
regiones entre secuencias simples repetidas (ISSR) cuyo andlisis permite valorar la

variacién de las regiones inter-microsatélites del genoma (Zietkiewicz et al. 1994). Una de
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sus ventajas principales es la deteccion de una alto polimorfismo entre individuos de una
poblacion y entre poblaciones, ya que el andlisis es sensible a la presencia o ausencia del
fragmento gendmico reconocido por el iniciador y a la longitud de la secuencia intermedia
amplificada. Debido al requerimiento de temperaturas de alineamiento elevadas, son

altamente reproducibles (Zietkiewicz et al. 1994).



Antecedentes

Physalis angulata es una especie de reciente introduccién al cultivo en México. Su
identificacion como cultivo fue realizada por Sanchez et al. (2008). En el pais los trabajos
previos sobre la especie abordan la taxonomia, distribucion y caracterizacién morfoldgica
(Nee 1986, Vargas et al. 2003). Recientemente se ha hecho la caracterizacidon agronémica
y de descripcion varietal del material cultivado en Cuquio, Jalisco (Sanchez et al. 2005). En
otras partes del mundo, los estudios se han enfocado en mayor medida a probar los
efectos medicinales de los esteroides que posee la especie. Alves et al. (2008) evaluaron
los efectos genotdxicos de los extractos e infusiones en las células humanas. Reyes et al.
(2013) por medio de citometria de flujo, demostraron que las physalinas contenidas en P.
angulata promueven la apoptosis celular en cancer de préstata. Rengifo y Vargas (2013)
llevaron a cabo una recopilacién de los estudios realizados en los ultimos 30 afios sobre
sus usos tradicionales y la importancia de sus componentes quimicos. Donkor et al. (2012)
y Rengifo y Vargas (2013) sefialaron que en Sudafrica y algunos paises de Sudamérica, la
importancia de esta especie radica en las propiedades medicinales que le confiere el
contenido de physalinas y witanolidos. Ademds, en Brasil se han efectuado algunos
ensayos menores en laboratorio para evaluar la viabilidad de las semillas y el efecto de
pre-condicionamiento osmodtico de las semillas sometidas a diferentes periodos de

almacenamiento (Oliveira et al. 2014).

Los marcadores moleculares ISSR han sido ampliamente utilizados para evaluar
diversidad genética en plantas. Aunque Sanjog et al. (2012) encontraron que los
marcadores ISSR y RAPDs son igualmente eficientes para evaluar el perfil molecular de la
variabilidad genética de Capsicum spp, varios autores han demostrado que los ISSR son
mas informativos que otros marcadores dominantes (ej. RAPDS) por su mayor capacidad
de deteccién de polimorfismos (ej. Dalbergia oliveri Gamble ex Prain, Phong et al. 2011,
Secale cereale L., Myskow et al. 2010 y Manguifera indica L., Samal et al. 2012). Ademas,
para algunas especies se ha encontrado que los ISSR suelen ser mas efectivos que los

marcadores codominantes microsatelites (SSR, simple sequence repeat por sus siglas en
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inglés) para detectar la variacion genética (eg. Medicago ruthenica (L) Trautv., Li et al.
2013). Los trabajos de Vargas et al. (2011) y Zamora et al. (2014) revelan que los ISSR son

eficientes para evaluar la diversidad genética de especies de Physalis.



Justificacion

Physalis angulata tiene importancia econdmica, cultural y culinaria en el occidente de
México. Es un recurso de recoleccidén en condicidn arvense y es un cultivo regional. Tiene
un potencial alto para ser cultivado y comercializado en el resto del pais debido a las
caracteristicas del fruto, como tamafo, sabor y larga vida de anaquel. En el contexto del
uso, conservacién y evolucion de los recursos genéticos cultivados resulta relevante
estudiar la composicién y cambios en la diversidad y estructura genética de las
poblaciones cultivadas de una especie silvestre de reciente introduccién a cultivo. Por
tanto es necesario evaluar la diversidad que esta siendo manejada y la presente en
poblaciones no manejadas (arvenses). Esta informacion podria ser utilizada para
implementar un manejo adecuado que permita conservar la diversidad genética de P.
angulata. Este estudio, ademas de lo anterior, nos brinda la oportunidad de estudiar una
especie que se observa en diferentes escenarios evolutivos: en condicion silvestre en
bosque tropical caducifolio, tolerada en la milpa, creciendo en humedad residual y

cultivada. Este serd el primer trabajo efectuado sobre la diversidad genética de la especie.



Hipotesis

La seleccidn artificial, la intensidad y el tiempo del manejo son factores que pueden
provocar la pérdida de la diversidad genética en especies cultivadas (Yuan et al. 2010).
Debido a que Physalis angulata es un cultivo incipiente, con una antigiiedad de labranza
cercana a 25 anos, que se produce en baja escala bajo un sistema tradicional rustico y
poco tecnificado se postula que no existe una pérdida de diversidad genética significativa
a causa del manejo. Por lo tanto, las poblaciones arvenses y cultivadas de P. angulata

mostraran valores de variacidn genética similares.



OBIJETIVOS

Objetivo general

Evaluar la diversidad genética de Physalis angulata.

Objetivos particulares

e Calcular la diversidad genética de poblaciones arvenses y cultivadas de P. angulata.

e Estimar la diferenciacién genética de poblaciones arvenses y cultivadas de P.

angulata.

e Cuantificar las relaciones genéticas entre las poblaciones de P. angulata

estudiadas.



MATERIALES Y METODOS
Material estudiado

Se seleccionaron 11 poblaciones de Physalis angulata procedentes de la regidon donde se
recolecta y cultiva de manera tradicional en el occidente de México (Cuadro 1, Figura 1).
Tres poblaciones son cultivadas y se obtuvieron de diferentes localidades del municipio de
Cuquio, Jalisco, la zona productora de tomate. Las otras ocho poblaciones son arvenses,
denominadas asi en este estudio porque son plantas silvestres que crecen de manera
natural dentro y en los margenes de cultivos como maiz, agave, garbanzo, entre otros y
son toleradas por los agricultores. Estas se recolectaron en los estados de Jalisco y
Michoacdn. Las poblaciones de Jalisco pertenecen a los municipios de Yahualica, Zacoalco,
Techaluta y Cuquio. Las poblaciones de Michoacan pertenecen a los municipios de Cotija

de la Paz, Uruapan y Pajacuaran (Cuadro 1).

Cuadro 1. Informacidn de las poblaciones de Physalis angulata estudiadas.

No. Condicion Cadigo Nim. Estado Municipio Colector
Individuos
1 Arvense YAH* 24 Jalisco Yahualica OVP 2031
2 Arvense ZAC* 17 Jalisco Zacoalco PZT 264
3 Arvense TECH* 16 Jalisco Techaluta OVP 2017
4 Arvense CcuQs* 24 Jalisco Cuquio OVP2209
5 Arvense COT1** 20 Michoacén CotijadelaPaz  JS_LEV 465
6 Arvense COT2** 23 Michoacéan CotijadelaPaz JS_LEV 466
7 Arvense PAJ** 24 Michoacén Pajacuaran JS_LEV 598
8 Arvense TIN* 24 Michoacdn Uruapan JS_LEV 478
9 Cultivada cuQJ** 22 Jalisco Cuquio OVP 2022
10 Cultivada cuQoO** 24 Jalisco Cuquio OVP 2206
11  Cultivada ocoT* 21 Jalisco Cuquio 1S 312

* Hojas tomadas en campo. **Hojas tomadas de plantas crecidas en invernadero a partir de

semilla.

Para el andlisis genético, de cada poblaciéon se obtuvieron de dos a tres hojas
nuevas (aproximadamente 20 mg de tejido) de 25 plantas individuales o un numero

menor dependiendo del tamafio de las poblaciones incluidas en el estudio. Las muestras
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de hojas de algunas poblaciones se tomaron directamente en campo y se represento la

variacion al incluir a la mayoria de los individuos (Cuadro 1). Para otras poblaciones, las

hojas se tomaron en invernadero, para lo que se germinaron semillas y se cultivaron las

plantas. A su vez, las semillas se extrajeron de frutos de diversos individuos de cada

poblacién colectados en campo, se mezclaron para integrar una coleccion y representar a

toda la poblacién.
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Figura 1. Ubicacion de las poblaciones de Physalis angulata estudiadas.
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Extraccion de ADN, generacion y visualizacion de marcadores ISSR

Para la extraccién de ADN gendmico, se siguid el método del CTAB (Bromuro de
hexadeciltrimetilamonio) de Doyle and Doyle (1987). La cuantificacion y determinacién de
la calidad del ADN se llevd a cabo por espectrofotometria (Sambrook 2000). La

cuantificacion fue verificada por electroforesis horizontal en un gel de agarosa al 1%.

Para generar los marcadores ISSR se probaron nueve iniciadores con motivos de
repeticiéon CT, GT, CG, AC y AG. Se eligieron aquellos que generaron bandas polimdrficas y
reproducibles: I. (CA)e RG, Il. (CT)8 RG y Ill. (CT)8 TG (cuadro 2). Para la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR), se usaron las condiciones y temperaturas de alineamiento
utilizadas por Vargas et al. (2011) en Physalis. Cada mezcla de reaccidon con volumen final
de 20 pl contiene 50 ng de ADN gendmico, 10 mM de amortiguador para PCR, 2.5 mM de
Cloruro de Magnesio (MgCl2), 0.3 mM de dNTPs, 0.2 uM del iniciador, 0.5 unidades de Taq
polimerasa y agua grado HPLC. Las condiciones de amplificacion fueron las siguientes: una
etapa inicial de desnaturalizacién por 4 min. a 95° C, seguido de 40 ciclos a 95° C por 1
min., 1 min. de temperatura de alineacidon (Tm °C) segun el iniciador (Cuadro 2), una

extension a 72° C por 2 min. y una extension final a 72° C por 15 min.

Cuadro 2. Secuencia de los iniciadores ISSR, temperatura de alineacién, bandas generadas y
tamafio en pb (pares de bases) usados en el estudio de Physalis angulata. Tm = Temperatura de

alineacién, R= A, G.

Iniciador Secuencia Tm (°C) Num. Bandas Tamaiio (pb)

I (CA)e RG 44.1° 26 180-960
Il (CT)s RG 58.3° 35 270-1000
1] (CT)s TG 54.4° 27 260-1000
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Los fragmentos amplificados fueron separados por electroforesis vertical en geles
de poliacrilamida al 6% con urea 7M en amortiguador TBE 1X. La electroforesis se realizd
en una camara dual (CBS Scientific) a 210 volts durante 5 horas. En el caso de los
productos amplificados con el iniciador ISSR (CT)8 RG, la duracién de corrimiento fue de 6
horas. Se utiliz6 como referencia marcador de peso molecular de 100 pb. Para la
visualizacién de los productos amplificados, se utilizd la técnica de tincién con nitrato de

plata (Sanguinetti et al. 1994).
Andlisis de datos

La digitalizacién de cada uno de los geles se realizé en un sistema de fotodocumentacion
digital (Gel Logic 100, Kodak). Los fragmentos amplificados se analizaron de manera visual
y mediante el programa Phoretix 1D (TotallLab). Las imagenes incluyen una primera
columna de marcador de peso molecular de 100 pb para estimar el peso de las bandas.
Por ultimo, con la informacion obtenida se generd una matriz de datos binarios (presencia
de la banda =1, ausencia de la banda =0) con los genotipos de cada uno de los individuos y
de todas las poblaciones. Las bandas con la misma distancia de migracién y peso
molecular entre individuos se consideraron fragmentos homdlogos. Los andlisis de
diversidad genética se generaron: 1) Por poblacién, 2) Por condicidn (arvense y cultivada)
y 3) Por acervo total (todas las poblaciones). Para diferenciacidon genética los analisis se

realizaron por: 1) Entre arvenses y cultivadas, 2) Por condicién y 3) Por acervo total.
Diversidad genética

Para la estimacion de la diversidad genética se utilizaron tres parametros: porcentaje de
loci polimodrficos (P %), heterocigosidad esperada (He) (Nei 1978) y heterocigosidad
panmictica Bayesiana (H3). El calculo de He se basa en las frecuencias alélicas por loci,
estimadas a partir de los individuos sin banda; para ello se asumid que la poblacién se
encuentra en equilibrio Hardy-Weinberg (H-W) y se aplicd la correccién de Lynch y
Milligan (1994) para marcadores dominantes. El estimador Hp para marcadores
dominantes no asume que los genotipos de las poblaciones estén en equilibrio H-W y se
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basa en la media de la frecuencia de los alelos. Se emplearon los programas PopGene v.

1.31 (Yeh et al. 1999) y Hickory versién 1.1 (Holsinger 1999).
Diferenciacion genética

El estimador de diferenciacidon genética Fst (Wrigth 1951), establece la proporcién de la
varianza en la frecuencia de alelos que se encuentran entre poblaciones. Exhibe valores
qgue van de 0 a 1, donde 0 significa que la poblacién se encuentra en equilibrio H-W. Por lo
tanto, si Fst = 0 no hay diferenciacién. Este pardmetro se calculé mediante el programa

TFPGA version 1.3 (Miller 2000). De igual forma, se calculd el estimador bayesiano de

estructura poblacional 6s, analogo a Fst y el indice de correlacion Rho (p), que nos indica
si existe una correlacion de las frecuencias alélicas a través de los loci, entre las
poblaciones, con el programa Hickory version 1.1 (Holsinger 1999). Ademas, se realizé un
analisis de varianza molecular (AMOVA) para describir la varianza entre los componentes y
los niveles de significancia para la variacién entre individuos dentro y entre poblaciones,
usando el programa Arlequin v.3.5 (Excoffier y Lischer 2010). En adicion se estimé el
coeficiente de diferenciacion ®rr (estimador andlogo a Fst) entre pares de poblaciones en

el programa GenAlex (Peakall y Smouse, 2005).
Relaciones genéticas

Las distancias genéticas entre las poblaciones fueron calculadas usando el coeficiente de
distancia genética de Nei (1978). La matriz de distancias generada se utiliz6 como base
para el analisis de relaciones genéticas, empleando el método de agrupamiento del grupo
promedio con media aritmética no ponderada (UPGMA) con el programa TFPGA versién
1.3 (Miller 2000). De manera complementaria, se realizd una prueba de Mantel en el
programa XLStat-Pro version 7.5.3 (Addinsoft 1995-2005) donde se verificd si existe una
correlacién entre las matrices de distancias genéticas y distancias geograficas. Para ello se
construyd una matriz pareada de distancias geograficas (km lineales) de las localidades a
las que pertenecen las poblaciones estudiadas y se utilizd la matriz de distancias genéticas

generada previamente.
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Resultados

Se evaluaron en promedio 21 individuos dentro de las 11 poblaciones de Physalis angulata
(Cuadro 3). Con los tres iniciadores ISSR seleccionados se generaron 88 bandas
reproducibles, cada una considerada un locus. Se obtuvieron 26 bandas para el iniciador
(CA)6 RG, 35 para el (CT)8 RG y 27 para el (CT)8 TG, mismas que oscilan entre los 180 y
1000 pb (Cuadro 2, figura 2).

(Qm‘?‘ kS i] (n)‘
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» . o
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(mn o
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Figura 2. Patron de bandeo obtenido con los tres iniciadores ISSR en Physalis angulata en geles de
poliacrilamida. ()= (CA)s RG, individuo del 1 al 11 poblacidn ZAC, (ll)= (CT)s RG, individuos del 1 al
13, poblacién CUQO y (lll)= (CT)8 TG, individuos del 1 al 12 poblacién ZAC. M= marcador de peso

molecular de referencia 100 pb.
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Diversidad genética

El porcentaje de loci polimérficos para el acervo total de Physalis angulata fue del 100%.

Por condicion se encontré que las arvenses presentaron 100% de polimorfismo y las

cultivadas 81.82%. A nivel de poblaciones, las arvenses mostraron valores que oscilan

entre 42.05 %y 64.77% y las cultivadas entre 46.59% y 48.86%.

La heterocigocidad total esperada por acervo fue de HT=0.247. Por categoria de

manejo para las arvense fue de Ht = 0.246 y Ht = 0.227 para las cultivadas. Este pardmetro

varié en las poblaciones, desde He = 0.135 hasta He = 0.223. Por su parte, el estimador de

diversidad genética bayesiano para el acervo total fue de HB = 0.329, para las arvenses fue

de HB= 0.310 y para las cultivadas HB= 0.280. Las poblaciones presentaron valores de

diversidad que van desde HB = 0.144 a HB = 0.231 (Cuadro 3).

Cuadro 3. Diversidad genética de Physalis angulata. A) Por poblacidon B) por condicidn (arvenses y

cultivadas y C) por acervo.

Poblacién Cédigo N P He HB
A) Por poblacién
1 YAH' 24 4430 0.151 0.144
2 ZAC 17 52.27 0.172 0.193
3 TECH' 16 42.05 0.135 0.154
4 cuQs' 24 47.73 0.136 0.160
5 coT1’ 20 59.09 0.221 0.225
6 coT2! 23 57.95 0.196 0.196
7 PAJ 24 64.77 0.223 0.231
8 TIN? 24 42.05 0.143 0.148
9 cuaQ)? 22 48.86 0.151 0.156
10 cuQo? 24 46.59 0.146 0.163
11 0COT? 21 46.59 0.153 0.170
B) Por condicién P Ht HB
Arvenses 172 100.00 0.246 0.310
Cultivadas 67 81.82 0.227 0.280
C) Por acervo P HT HB
Physalis angulata 239 50.20 0.247 0.329

N= Numero de individuos, P= porcentaje de loci polimodrficos, He= Heterocigocidad esperada (Nei

1978), y HB= Heterocigocidad panmictica

esperada

Bayesiana (Holsinger

heterocigocidad por condicion, HT= heterocigocidad total, 'Arvense, 2 Cultivada.

1999).

Ht=
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Diferenciacion genética

El valor de diferenciacion genética entre las 11 poblaciones de Physalis angulata
estudiadas es de Fst = 0.418 (cuadro 4). La diferenciaciéon genética entre la condicion
arvense y cultivada es de Fst = 0.077. Por su parte, las poblaciones arvenses exhiben un
valor de diferenciacion de Fst= 0.405. y las poblaciones cultivadas tienen una Fst= 0.484.
En contraparte, el analisis bayesiano mostré para el acervo total una diferenciacién de
©B= 0.519, con un intervalo de credibilidad de 0.472 a 0.554. Este valor entre la condicidn
arvense y cultivada es de 8B= 0.118; para el total de las poblaciones arvenses es de 8B=
0.501, y para las cultivadas es de 6B= 0.538 (Cuadro 4). El valor de correlaciéon Rho para el
acervo total es de 0.143 (95% Crl = 0.094 a 0.203). Entre arvenses y cultivadas el valor es
de Rho = 0.518 (95% Crl= 0.345 a 0.664). A su vez, para las poblaciones arvenses arrojé un
valor de Rho = 0.153 (95% Crl= 0.098 a 0.220) y Rho = 0.031 (95% Crl=0.000 a 0.101) para

las cultivadas.

Cuadro 4. Estimadores de diferenciacion genética. Fst de Wrigth’s (1951) y su andlogo el

estimador Bayesiano 6B de Holsinger (1999).

Weir and Cockerham (1984) Holsinger (1999)
Fst (0) SD IC 95% oB SD Crl 95% Rho

A) Entre arvenses y
cultivadas

0.077 +0.015 (0.048,0.108) 0.118 +0.022 (0.076,0.163) 0.518
B) Por condicién

Arvenses 0.405 +0.029 (0.347,0.458) 0.501 +0.026 (0.440,0.545) 0.153
Cultivadas 0.484 +0.045 (0.394,0.567) 0.538 +0.040 (0.452,0.609) 0.031

C) Por acervo total
Physalis angulata  0.418 *0.027 (0.363,0.470) 0.519 $0.020 (0.472,0.554) 0.143
SD= desviacién estandar, IC= intervalos de confianza, 6B= estimador de diferenciacidon Bayesiano,

Crl= intervalo de credibilidad y Rho= coeficiente de correlacion.
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El analisis de la varianza molecular AMOVA mostré que el 50% de la variacion
genética se encuentra entre las poblaciones arvenses y cultivadas y un 50% dentro de las
poblaciones mismas (Cuadro 5). Entre la condicién arvense y cultivada el valor de

diferenciacién es muy bajo (¢pST=0.005) y sin diferencias significativas (p < 0.05).

Cuadro 5. Valores de diferenciacidn genética mediante analisis AMOVA de Excoffier et al. (1992).

AMOVA df SS vC %V ST
Entre condicion 1 17759 -0.08 -0.51 0.005
Entre poblaciones arvenses y 9 1621.14 7.96 504 0501
cultivadas

Dentro de las poblaciones 228 1804.82 7.92 50.1 0.498

df= grados de libertad, SS= suma de cuadrados, CV= componentes de la varianza , %V= porcentaje

de la varianza y @ST= estimador analogo a Fst.

La comparacidn entre pares de poblaciones, con los valores de @PT (p>=0.001),
arrojo valores de estructura que van de @PT = 0.359 a 0.636. El valor de diferenciacion
mas alto se dio entre las poblaciones TIN y TECH con ®PT = 0.636 mientras que el valor

mas bajo se encontré entre las poblaciones CUQJ y PAJ con ®PT = 0.359 (Cuadro 6).

Cuadro 6. Valores de OPT entre pares de poblaciones de Physalis angulata. Diagonal superior,
valores de significancia. Se resalta el valor mas alto y el mas bajo respectivamente.

Codigo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

YAH' 0.000 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001 o0.001
ZAC 0.536 0.000 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001 o0.001
TECH' 0.605 0.511 0.000 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001
cuQs' 0.500 0.385 0.525 0.000 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001
coTl1' 0476 0.385 0.521 0.410 0.000 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001
COT2' 0.493 0.390 0.517 0.491 0.476 0.000 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001
PAJ 0.421 0.395 0476 0.414 0.398 0.402 0.000 0.001 0.001 0.001 0.001
TIN' 0.630 0.543 0.636 0.572 0.521 0.535 0.456 0.000 0.001 0.001 0.001
cuQ)* 0.585 0.543 0.531 0.493 0.470 0.498 0.359 0.498 0.000 0.001 0.001
cuQo* 0.562 0.480 0.547 0.513 0.461 0.521 0.421 0.548 0.544 0.000 0.001
OCOT? 0.599 0.467 0.567 0.524 0.475 0.505 0.454 0.605 0.518 0.564 0.000

T Arvenses, 2 Cultivadas, p > 0.001
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Relaciones genéticas

La distancia genética de Nei (1978) entre las 11 poblaciones oscila entre D= 0.0821 vy
0.2663. Entre las poblaciones arvenses las distancias varian de D= 0.0903 a 0.2663 y entre

las poblaciones cultivadas varian de D= 0.0821 a 0.2252 (Cuadro 7).

Cuadro 7. Matriz de distancias genéticas de Nei (1978) entre las 11 poblaciones de Physalis

angulata estudiadas.

Cédigo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
1 YAH1 * 3k %k %k k
2 ZAC 0.1467 Fx*xx
3  TECH' 0.2118 0.1821 ‘**#**
4 CuQs' 0.1371 0.0969 0.1723 ****x*
5 COT1 0.1365 0.0998 0.1953 0.1071 *****
6 COT2' 0.1475 0.0903 0.1859 0.1425 0.1428 ****x*
7 PAN 0.1160 0.0920 0.1866 0.1100 0.1073 0.1026 *****
8 TIN 0.2341 0.1922 0.2663 0.2196 0.1723 0.1768 0.1511 *****
9 cCuaQ)? 0.1853 0.1673 0.1849 0.1431 0.1276 0.1448 0.0821 0.1453 *****
10 cuQo? 0.1945 0.1707 0.1838 0.1713 0.1623 0.1853 0.1450 0.1807 0.1810 *****
11 OCOT? 0.2017 0.1125 0.2026 0.1512 0.1110 0.1351 0.1083 0.2252 0.1426 0.2207 *****

T Arvenses, 2 Cultivadas

El dendograma generado a una distancia de corte de 0.175 mostré la formacion de
cuatro grupos. Tres de éstos grupos estan conformados por una sola poblacidn (I= TECH,
[I=TIN, y lI=CUQQ). El cuarto grupo (IV) incluye a cinco poblaciones arvenses y dos
cultivadas. La poblacion silvestre YAH se encuentra en base de este grupo con una
distancia genética de D=0.155 mientras que la cultivada OCOT presenta una distancia
menor D=0.145; mas cercanamente tres pares de poblaciones forman tres subgrupos
respectivamente, el primero asocio a la poblacion cultivada de CUQJ con la arvense de PAJ
que presentaron las distancias genéticas mas cercanas; les siguen el subgrupo de las
poblaciones arvenses ZAC y COT2 y el de las silvestres COT1 y CUQS, que se agrupan a
D=0.107 (figura 3).
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Figura 3. Dendograma que muestra las relaciones genéticas entre las poblaciones de Physalis

angulata estudiadas. 'Arvenses, 2Cultivadas. Grupos L1, Il y IV.

La prueba de Mantel mostré que no existe correlacidon significativa entre las
distancias geograficas y genéticas (p = 0.195, a= 0.05 y 10000 permutaciones aleatorias).
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Discusion

Los marcadores moleculares ISSR son utiles y eficientes para evaluar la diversidad genética
de Physalis angulata. Una de las ventajas importantes que proporcionan es al alto nivel de
polimorfismo. Esta caracteristica ayuda a detectar variacion genética a diferentes niveles
jerdrquicos. Se ha demostrado que son altamente efectivos para evaluar la diversidad
genética entre diferentes especies y entre poblaciones e individuos de la misma especie
(Myskow et al. 2010, Vargas et al 2011, Li et al 2013). Ademas, se ha comprobado que son
igualmente efectivos para evaluar y comparar la variacién entre poblaciones con

diferentes grados de manejo (Vargas et al. 2009, Zamora et al. 2014).
Diversidad genética

La diversidad genética de Physalis angulata es alta (HT= 0.2476, HB= 0.329 y P= 50%).
Valores similares fueron observados en 7 accesiones silvestres de Nicotiana tabacum L.
con marcadores moleculares ISSR (H= 0.2185, P=84.89, Yang et al. 2007). Ambas especies,
P. angulata y N. tabacum son plantas anuales, que presentan autopolinizacidn. Los valores
de diversidad encontrados son un poco mas altos a los esperados para especies anuales
con autofecundacién (H= 0.131, P= 43.2) ya que Hamrick y Godt (1996), indican que las
especies con autocompatibilidad tienden a disminuir la heterocigocidad en sus
poblaciones. Sin embargo, se ha indicado que especies poliploides tienen una mejor
capacidad de colonizar nuevos nichos, mayores tasas de autofecundaciéon y un aumento
en la heterocigocidad, resultado del reordenamiento del genoma durante su formacion a
partir de individuos diploides (Soltis y Soltis 2000). Asimismo, las diferencias en la
heterocigosidad segun el nivel de ploidia han sido referidas para la herbacea perenne
Tolmieae menziesii Torr. y A. Gray (H = 0.070 en poblaciones diploides, H = 0.237 en
poblaciones tetraploides). En este contexto, los valores de heterocigocidad altos
encontrados en P. angulata podrian estar asociados a la posible poliploidia que ha sido
reportada para la especie (4n=48). Esto no puede aseverarse para las poblaciones

estudiadas porgue no se conoce su ploidia, sin embargo, los niveles altos de diversidad
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podrian estar asociados al nimero de poblaciones que fueron analizadas (11). Un estudio
previo realizado por Zamora et al. (2014) con marcadores ISSR en P. philadelphica, especie
con reproduccién exdgama, mostré valores de diversidad genética similares a los

obtenidos para P. angulata (HT=0.292 y HTB= 0.319).

Por condiciéon de manejo (poblaciones arvenses vs. cultivadas), los estimadores de
diversidad, muestran en promedio un ligero incremento en el porcentaje de loci
polimérficos y la heterocigosidad esperada en las poblaciones arvenses que en las
cultivadas (Cuadro 3). La heterocigocidad esperada en poblaciones arvenses es mas
variable ya que exhibe valores que incluyen el nimero mas bajo hasta el mas alto de los
encontrados en este estudio (He=0.1353 a He= 0.2238). A su vez, los valores de las
poblaciones cultivadas de Cuquio, son menos variables y homogéneos; en promedio
mantienen el 92% de la variacion identificada en las arvenses. Esto sugiere que la
seleccion artificial ejercida en ellas hasta hoy dia es débil y se ve reflejada en la ligera

disminucion de la diversidad genética.

La similitud en los valores de heterocigosidad en las poblaciones cultivadas puede
estar relacionada con la practica rustica de su cultivo. El intercambio de semillas entre
agricultores y las actividades propias de un cultivo tradicional ayudan a mantener la
diversidad genética (Altieri y Merrick 1987). En consecuencia, minimizan la reduccién de la
diversidad provocada por el cuello de botella y el efecto fundador de la seleccién artificial.
Estos efectos dependen de la duracién del periodo de domesticacidén y el tamafio de la
poblacién inicial (Rao y Hodgkin 2002, Doebley et al. 2006). En Phaseolus vulgaris L.
herbacea anual autégama, los valores de heterocigocidad esperada obtenidos con ISSR en
poblaciones silvestres y cultivadas no presentan diferencias significativas (Ht = 0.24, Ht =
0.26, Zizumbo et al. 2005). Las poblaciones cultivadas empleadas para este estudio,
mantienen su diversidad gracias al manejo tradicional y al cultivo de diferentes variedades
locales dentro de la misma parcela. En Physalis angulata la ligera disminucién de la
diversidad sugiere que el cultivo se establecié con un acervo genético diverso y esta bajo

un proceso de domesticacién incipiente con un historial de cultivo corto (25 afios de
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cultivo, Vargas et al. en prep.).

Por otra parte, la poblacién arvense de Techaluta (TECH) que posee el valor mas
bajo de heterocigocidad esperada no se desarrolla en el ciclo primavera verano, en el
periodo de lluvias, como se ha reportado para la especie (Vargas et al. 2003). Esta
poblacion crece en el ciclo otofio-invierno en humedad residual junto con garbanzo. Los
valores de diversidad pueden estar asociados a un menor tamafo poblacional (cercano a
30 individuos), determinado por la competencia entre las plantas de P. angulata y las
plantas de garbanzo para desarrollarse, por la humedad existente y por el porcentaje de
germinacién exitosa del banco de semillas de Physalis angulata del sitio. Un patrén similar
de diversidad fue observado para una poblacién arvense de Physalis philadelphica, que al
igual que la poblaciéon de TECH, crece en humedad residual asociada a garbanzo (Zamora
et al. 2014). Esto se atribuyd a la competencia con las plantas de garbanzo y a la aplicacion
de herbicida como parte del manejo agrondmico del cultivo del maiz, donde después se
establece el garbanzo. No obstante, no hay reportes de la aplicaciéon de herbicidas en la

poblacion de Techaluta donde se desarrolla P. angulata.

Los valores mas altos de heterocigocidad esperada se encontraron en tres
poblaciones arvenses de Michoacdn (PAJ, COT1 y COT2). Esta regidn se caracteriza por la
presencia tanto de areas cubiertas por vegetacion natural asi como por numerosas areas
agricolas con cultivos comerciales de hortalizas y frutales y cultivos tradicionales de maiz.
Los productos regionales, silvestres y cultivados se ofrecen a la venta en mercados
tradicionales y a bordo de carreteras. Esto incluye al tomate de cascara, para el que es
comun la colecta de frutos de plantas arvenses que crecen en el cultivo del maiz. Las
poblaciones COT1 y COT2 se compraron en un mercado tradicional con campesinos
diferentes y la de PAJ a borde de carretera. Es factible que la alta diversidad que exhiben
estas poblaciones, se deba a que su colecta incluyé los frutos de todas las plantas de una
poblacién o plantas de distintas poblaciones generando una muestra del acervo genético
de Physalis angulata en esa area. En particular, para la poblacién PAJ, el campesino refirid

gue la poblacidn crece en el cultivo del maiz, donde se tolera y fomenta; se indica ademas
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gue las poblaciones de tomate de cascara son abundantes en la zona y presentan alta

densidad de individuos.
Diferenciacion genética

El indice de diferenciacidon obtenido para Physalis angulata es alto (Fst= 0.418, 6B=0.425).
Este valor es propio de especies con autopolinizacidén y de distribucién amplia (Fst=0.446)
como lo reportan Hamrick y Godt (1996). Se ha indicado que la estructura genética de una
especie es el producto de la interaccion de varios factores, entre ellos el sistema de
apareamiento y el flujo de genes (Loveless y Hamrick 1984). En Omphalogramma soulie
Franch (Primulaceae) los valores altos de diferenciaciéon se atribuyen a la xenogamia
facultativa y a la autocompatibilidad (Huang et al. 2009). En el caso de P. angulata, los
valores de diferenciacion altos entre poblaciones se deben al sistema de apareamiento
preferentemente autégamo. Por lo que, las poblaciones a pesar de ser contiguas, tienden

a diferenciarse debido al flujo génico bajo o ausente.

Entre categorias de manejo, el valor de diferenciacién es bajo (Fst= 0.077,
0B=0.118). La diferenciacién genética puede verse influenciada por el manejo
antropogénico (Doebley et al. 2006, Yuan et al. 2010). Estos valores nos indican que el
manejo no ha ejercido un efecto significativo en las poblaciones cultivadas. Por otro lado,
el valor de diferenciacién Fst en el conjunto de las poblaciones cultivadas se muestra
ligeramente mas alto que en las poblaciones arvenses. Este patrén de mayor
diferenciacién en plantas cultivadas o con manejo in situ ha sido observado para cactaceas
(Parra et al. 2010, Contreras et al. 2014), agaves (Vargas et al. 2009), y Physalis (Zamora et
al. 2014). Esto es mds notorio en especies con un historial de cultivo largo que han sido
sujetas a presiones de seleccion intensiva, para incrementar su produccién e
industrializacién. Physalis angulata es un cultivo incipiente y rustico que no ha sido
sometido aun a esa intensidad y antigliedad de seleccidn. La diferenciaciéon en P. angulata
es favorecida por su autocompatibilidad, de tal forma que el intercambio de semillas

propicia el aumento de la diversidad genética (que se mantiene bajo cultivo dentro de
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cada parcela), pero la distribucion de esa diversidad sigue siendo la misma debido a la

autofecundacion.

El analisis de varianza molecular (AMOVA) nos muestra que la diversidad genética
se encuentra repartida en la misma proporcién entre poblaciones y dentro de las mismas.
El nivel de heterogeneidad genética entre poblaciones generalmente es mayor en
especies con poblaciones geograficamente disjuntas, que en especies con distribuciones
continuas (Hamrick y Godt 1996). En Physalis angulata, el nivel de heterogeneidad no estd
dado por sus distancias geograficas, si no por el habito de reproduccién. Las poblaciones al
no entrecruzarse aunque se encuentren contiguas, conservan su nivel de heterogeneidad

genética.
Relaciones genéticas

No se observé una correspondencia entre la distancia genética y la condiciéon arvense de
las poblaciones estudiadas de Physalis angulata y tampoco aislamiento por distancia. La
prueba de mantel revela que no existe una correlacion entre las distancias genéticas y las
distancias geograficas (a= 0.05, p= 0.195). Incluso dentro de localidades muy cercanas
entre si se detectan distancias genéticas lejanas, como ocurre con dos poblaciones
cultivadas de Cuquio CUQO y CUQJ vy las de Cotija de la paz COT1 Y COT2 (Cuadro 7). En
cambio, la poblacién cultivada CUQJ de Jalisco y la poblacién arvense PAJ de Michoacan
exhiben la distancia genética mas cercana, aunque geograficamente se encuentran a una
distancia de 102 km lineales. El drea que divide a estas dos localidades forma parte de la
zona de cultivo del bajio, que como se sefialé tiene tradicion de recoleccién y venta de
tomate silvestre. Asimismo, la zona de Cuquio tiene alta tradicién de cultivo de tomate de
temporal de lluvias. Ademds funciona como un centro de comercializacion, la venta se
realiza con intermediarios entre los que se encuentran compradores de La Barca, quienes
compran y venden tomates de Cuquio y, a su vez, compran y comercializan tomate
milpero que se recolecta en La Barca y alrededores. Pajacuardn presenta cercania

geografica con la Barca. Es posible que esta actividad haya generado un corredor de
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intercambio de semilla y la cercania genética entre CUQJ y PAJ se podria explicar a través
de este hecho. Las distancias genéticas mas lejanas identificadas entre las poblaciones
arvenses TIN Y TECH coinciden con su distancia geografica. En adicién, La probabilidad de
que la semilla sea intercambiada entre campesinos de ambas zonas es baja, porque son

arvenses de recoleccion que no se cultivan.

El valor de OPT calculado entre pares de poblaciones, confirman lo discutido
anteriormente. El valor mas alto de diferenciacién se dio entre las poblaciones de TIN y
YAH, ambas arvenses y geograficamente distantes. A su vez, el valor mas bajo de
diferenciacién se dio entre la poblacién cultivada CUQJ y la arvense PAJ. El bajo valor de
diferenciacién mostrado por estas dos poblaciones podria confirmar la presencia de un
corredor geografico-bioldgico entre ellas donde se intercambie el fruto o podria sugerir
que el material cultivado de Cuquio proviene de la region de La Barca o zonas adyacentes
a ésta como se ha sugerido (Vargas et al. en prep.) Aunado a esto, los valores de
diferenciacién altos entre pares de poblaciones de Physalis angulata demuestran que la

diferenciacién genética se ve fuertemente influenciada por su sistema reproductivo.
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Conclusiones

El cultivo reciente en poblaciones cultivadas de Physalis angulata no ha afectado
negativamente su diversidad genética, a esto también contribuyen el manejo rustico y la
baja intensidad de seleccidn. Esto coincide con la hipdtesis planteada en este trabajo. La
distribucién amplia de la especie, su caracter malezoide (arvense), la abundancia de
poblaciones, el tamafo poblacional no reducido y las ventajas evolutivas que le confiere
su poliploidia promueven niveles altos de diversidad genética. Los valores altos de
diferenciacién se deben en gran parte a la autocompatibilidad mostrada por la especie.
Trabajos posteriores podrian incluir poblaciones silvestres que se desarrollen en areas
naturales donde no se desarrolle agricultura. Esto con la finalidad de evaluar la diversidad
genética total contenida en la especie y ampliar el conocimiento sobre su dinamica

evolutiva.
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ANEXOS

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

10.

11.

Moler el tejido previamente congelado (-40° C) en el lisador a 50 oscilaciones

durante 5 minutos.

Agregar 800 ul de Buffer de extraccién CTAB 2X (incubado previamente a 60°C en

bafio maria) y mezclar suavemente.

Incubar la muestra a 60°C durante 60 minutos en baifo maria, agitar por inversion

cada 20 minutos.
Retirar los tubos del baifio maria y dejar a temperatura ambiente de 5 a7 minutos.

Anadir 800 pl de la mezcla cloroformo-isoamilico (24:1). Mezclar por inversién

durante 5 minutos.
Centrifugar por 30 minutos a 4.500 o 5.000 rpm.

Recuperar el sobrenadante que contiene el ADN en tubos de 1.5 ul con pipeta de

200 pl cuantas veces sea posible sin tomar parte del precipitado.

Agregar 700 pl de isopropanol frio y mezclar suavemente por inversién hasta
obtener la hebra de ADN. Si no obtiene hebra, centrifugar por 2 minutos a 2.000

rpm. Se puede pausar el protocolo en este paso y almacenar las muestras a -20°C.
Centrifugar la muestra por 1-2 minutos a 2.500 rpm y eliminar el sobrenadante.

Afadir 500 ul de buffer de lavado frio en invertir suavemente, previamente
desprender la pastilla. Mantenerlo con buffer de lavado durante 20 minutos.
Eliminar el buffer de lavado con pipeta o centrifugar a baja velocidad (2.500 rpm

durante 2 minutos).

Secar con aire por tiempo corto y resuspender en 200 ul de Buffer TE. Asegurarse
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12.

13.

14.

15.

16.

17.

de disolver preferentemente el ADN (sostener el tubo y golpear con la yema del

dedo).

Afadir 70 ul de agua HPLC y 130 pl de acetato de amonio 7,5M (c.c.final 2,5M) y

mezclar suavemente como se menciona en el paso anterior.

Anadir 850 pl de etanol absoluto frio, inmediatamente mezclar para precipitar el

ADN (usar gradilla flexible).
Recuperar la hebra o centrifugar durante 5 minutos a 4.500 rpm. Decantar.

Lavar con 1 ml de etanol al 70% y mezclar suavemente 5 minutos. Centrifugar
durante 2 minutos a 2.500 rpm. Decantar el etanol (repetir este paso 2 veces, solo

si la hebra presenta coloracién amarillenta).

Afadir 80 pul de Buffer TE para resuspeder el ADN. Mezclar suavemente hasta que
se disuelva la pastilla. Si no se disuelve, agregar 100-150 pl. Disolver durante toda

la noche a temperatura ambiente.

Almacenar el ADN gendmico obtenido en congelacién a -20°C hasta su uso.
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Anexo 2. Preparacion de reactivos para extraccion de ADN

Buffer de extraccion CTAB 2X (Bromuro de hexadeciltrimetilamonio)
2g CTAB
70 ml Agua destilada

Una vez disuelto anadir:

10 ml Tris 1M pH 8
4 ml EDTA 0.5M
8.18g NaCl

1000 pl de CTAB 2X por muestra

2 ul de 2-mercapto-etanol (CH2Hs0S) por muestra

Cloroformo: Alcohol Isoamilico 24:1 (100 ml)
96 ml Cloroformo
4 ml Alcohol isoamilico

Mezclar perfectamente y almacenar a -20°C
Isopropanol frio

Mantenerlo almacenado a -20°C

Buffer de lavado

76 ml Etanol absoluto

133 ml Acetato de amonio 7.5 M

Aforar a 100 ml con agua destilada. Almacenar a -20°C

Buffer de resuspension TE

1ml Tris IMpH 7.4 c.c. final 10 mM
200 pl EDTAO.5M c.c. final 1 mM
70 ml Agua destilada
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Aforar a 100 ml con agua destilada. Almacenar a -20°C

Tris 1M
12.11g Trisma base
60 ml Agua destilada

Ajustar pH con HCl absoluto. Almacenar a 4°C
EDTA 0.5 M pH8

18.6¢g EDTA

70 ml Agua destilada

Aforar a 100 ml con agua destilada. Almacenar a 4°C. Importante: solo se disuelve el EDTA
cuando se anade NaOH para ajustar el pH.
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Anexo 3. Preparacion de solucion de poliacrilamida

Solucion base de Acrilamida (19:1) 40%

Acrilamida 38¢g
Bis-acrilamida 2g
Agua destilada 50 ml

Disolver y aforar a 100 ml
Poliacrilamida 6% Urea 7M

Solucion base de Acrilamida 40% 15 ml

TBE 10X 10 ml
Urea 42 g
Agua destilada 30 ml

Se precalienta el TBE y el agua a 50°C y se agrega poco a poco la urea hasta disolverse, se
agrega la solucion base de acrilamida y se afora a 100 ml.

Polimerizacion de los geles de poliacrilamida (30ml de poliacrilamida 6% grosor: 1mm)
Perisulfato de amonio (APS) 180 i

TEMED 60 ul
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Anexo 4. Tincidn con sales de plata (Sanguinetti 1994)

Solucion reveladora

Hidréxido de sodio 30g

Formaldehido 37% 13.5 ml

Aforar a 1 L con agua destilada

Solucion fijadora

Etanol 100 ml

Acido acético glacial 5 ml

Aforar a 1 L con agua destilada

Solucidén de nitrato de plata

Nitrato de plata 2g

Solucion fijadora 1L

Procedimiento:

1

2.

. Colocar el gel en solucidn fijadora durante 10 min. en agitaciéon

Decantar la solucién fijadora

. Agregar la solucion de nitrato de plata y agitar durante 5 minutos
. Decantar

. Lavar con agua destilada aproximadamente 30 segundos

. Agregar la solucidon reveladora hasta visualizar las bandas

. Decantar y lavar con agua corriente

. Almacenar en acetatos a 4°C
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