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RESUMEN

Carludovica palmata, es una especie cultivada en la region norte de Campeche, de
importancia agro-artesanal por sus fibras flexibles y duraderas utilizadas para el trenzado
de sombreros y otras artesanias. Presenta dos mecanismos de propagacién, por rizoma y
por semillas. En México, se desconoce la diversidad genética del cultivo. El objetivo
principal del trabajo es determinar la diversidad genética en plantas con dos tipos de
propagacion a partir de i) rizoma y ii) semillas. La diversidad genética y la diferenciacion
genética se determinaron con el programa AFLP-V2.0, que estima frecuencias alélicas para
marcadores dominantes asumiendo que las poblaciones estan en equilibrio de Hardy-
Weinberg o presentan diferentes niveles de endogamia. Nuestros resultados confirman la
reproducibilidad de 48 loci polimorficos utilizando a los marcadores del Polimorfismo
Amplificado de inter-retrotransposones denominados IRAP (Inter-Retrotransposon
Amplified Polymorphism) y los dirigidos al codén de inicio de la traduccion denominados
SCoT (Start Codon Targeted). Los marcadores IRAP: NIKITA, SUKKULA y 3'LTR,
resultaron con polimorfismo, indicando un contenido de informacion polimérfica (PIC), con
SUKKULA, (PIC = 0.28) en plantas de rizoma y un (PIC = 0.24) en plantas a partir de
semillas, los valores para el marcador SCoT-18 (PIC = 0.30) en plantas por semillas y un
(PIC = 0.15) en rizomas. La diversidad genética de C. palmata es baja como lo demuestra
el indice Shannon Wiener (H = 0.986) en plantas propagas a partir rizomas y (H = 0.981)
en plantas propagadas a partir de semillas, con la estimacion de NEI, se determiné que la
heterocigosidad esperada (HE = 0.2892, en rizomas y HE = 0.27056, en plantas a partir de
semillas) resultando una diversidad genética similar en ambos grupos de propagacion, sin
cambios significativos. Respecto a los diversos escenarios de apareamiento entre parientes
cercanos, la diversidad genética fue similar a entre medios hermanos (FIS=0.25), hermanos
completos (FIS=0.5) o inclusive cuando se considera autofecundacion (FIS=1), aunque
resultd en la disminucién de heterocigosidad esperada. Por tanto, en la regiéon norte de
Campeche la diversidad genética en C. palmata, proviene de una base genética estrecha y
con posibilidades de estar enfrentando escenarios de apareamientos con parientes
cercanos, que causarian en algun momento pérdida de la diversidad genética, aumento de
niveles de endogamia y riesgos para el cultivo como la pérdida de alelos de interés,
infertilidad en semillas y ser propensos al ataque de patdgenos.



ABSTRACT

Carludovica palmata, is a species cultivated in the northern region of Campeche, of agro-
craft importance for its flexible and durable fibers used for braiding hats and other
handicrafts. It has two propagation mechanisms, by rhizome and by seeds. In México, the
genetic diversity of the crop is unknown. The main objective of this work is to determine the
genetic diversity in plants with two types of propagation from i) rhizome and ii) seeds.
Genetic diversity and genetic differentiation were determined with the AFLP-V2.0 program,
which estimates allele frequencies for dominant markers assuming that populations are in
Hardy-Weinberg equilibrium or present different levels of inbreeding. Our results confirm the
reproducibility of 48 polymorphic loci using Inter-Retrotransposon Amplified Polymorphism
(IRAP) and Start Codon Targeted (SCoT) markers. The IRAP markers: NIKITA, SUKKULA
and 3'LTR, resulted with polymorphism, indicating a polymorphic information content (PIC),
with SUKKULA, (PIC = 0.28) in rhizome plants and a (PIC = 0.24) in plants from seeds, the
values for the SCoT-18 marker (PIC = 0.30) in plants from seeds and a (PIC = 0.15) in
rhizomes. The genetic diversity of C. palmata is low as shown by the Shannon Wiener index
(H'=0.986) in plants propagated from rhizomes and (H' = 0.981) in plants propagated from
seeds, with the NEI estimation, it was determined that the expected heterozygosity (HE =
0.2892, in rhizomes and HE = 0.27056, in plants from seeds) resulting in a similar genetic
diversity in both propagation groups, without significant changes. Regarding the different
mating scenarios between close relatives, genetic diversity was similar to that between half-
siblings (FIS=0.25), full siblings (FIS=0.5) or even when considering self-fertilization (FIS=1),
although it resulted in the expected decrease in heterozygosity. Therefore, in the northern
region of Campeche, genetic diversity in C. palmata comes from a narrow genetic base and
the possibility of facing mating scenarios with close relatives, which would cause at some
point loss of genetic diversity, increased levels of inbreeding and risks for the crop such as
loss of alleles of interest, seed infertility and being to pathogen attack.
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INTRODUCCION

La determinacion de la diversidad genética, permite analizar estrategias para la
conservacion del germoplasma, seleccion de recursos genéticos con tolerancia a plagas y
enfermedades (Carvalho et al., 2019; Govindaraj et al., 2015; Lombardi et al., 2014). El
estudio de plantas de importancia comercial, con herramientas y enfoques émicos permite
obtener informacion a preguntas biolégicas (Carvalho et al., 2019). Para especies
cultivadas, es importante evaluar que tanta diversidad genética se puede encontrar en las
poblaciones con distintos tipos de cultivo (Pifiero et al., 2010). En los cultivos, la seleccion
de pocos individuos o genotipos puede conducir una baja diversidad genética (como
resultado del efecto fundador y la deriva genética) (Ahuja & Jain, 2015; Klimova et al., 2022).
Adicionalmente, los cuellos de botella que ocasionan los desastres naturales o el abandono
del cultivo, la propagacién clonal y la endogamia, conducen a una baja diversidad de alelos
(Khoury et al., 2022; Reif et al., 2005).

En México C. palmata, se cultiva en la region norte de Campeche y la materia prima que se
utiliza son las hojas inmaduras, que tienen un interés agro-artesanal porque sus fibras son
suaves, resistentes y de calidad, empleado para el trenzado de sombreros y de otras
artesanias (Artesanias de Colombia, 2014; Escobar, 2001). C. palmata presenta dos tipos
de propagacion; la sexual, mediante la fusion de gametos en la formacion de semillas y la
asexual, mediante la formacion de rizomas. En la region norte de Campeche C. palmata,
se cultiva en sitios de traspatio y zonas de policultivo, dado que su propagacion es
exclusivamente clonal, por la siembra de rizomas esta es una alternativa para los
agricultores porque permite una rapida multiplicacion de hijuelos seleccionados por
caracteristicas deseables (Denham et al., 2020; McKey et al., 2010). Sin embargo, las
clonas pudieron ser seleccionadas por una o por pocas caracteristicas de interés en el
cultivo, por ejemplo, una clona puede crecer rapido, pero produce una fibra dura; mientras
que otra se desarrolla mas lento, pero con fibra suave y de calidad. Dado que la propagacion
es clonal, los descendientes se propagan sin que ocurran eventos celulares meidticos v,
por ello, sin recombinacion sexual (White et al., 2023; Stuefer et al., 2002) lo que reduce la
diversidad genotipica de C. palmata. Ante estas circunstancias en el cultivo de C. palmata,
se desconoce si las semillas que se forman de una infrutescencia provienen de

apareamientos por auto-fecundacién o mediante fecundacién cruzada. Sin embargo,
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asumiendo que en un solar se cultivan una o pocas lineas clonales, muchos de los
apareamientos podrian ser endogamicos, lo que resultaria en una baja variabilidad genética
y poca diferenciacion con las lineas clonales cultivadas derivando de un efecto fundador.
Para estimar la diversidad de una especie, se utilizan estrategias moleculares como son los
marcadores moleculares de ADN, que resultan ser funcionales para determinacién de la
diversidad genética. Estos segmentos de ADN, se encuentran en el genoma de diferentes
organismos, principalmente en sitios donde no codifican para proteinas, por tanto, son
llamados también “marcadores moleculares neutrales” (Collard et al., 2005). Los
marcadores moleculares al tener secuencias cortas de ADN, logran hibridarse con la
secuencia diana y brindar informacién sobre su diversidad (Nadeem et al., 2018; Collard et
al., 2005). En organismos con genomas grandes, se conservan secuencias de ADN
repetitivo, los llamados retrotransposones (Shirasu et al., 2000), se distinguen por tener
repeticiones terminales largas (LTR) y pertenecen a los retrotransposones de clase I, estos
se clasifican segun el orden de genes para la transcriptasa inversa (RT), RNasaH e
integrasa, y por la similitud de sus secuencias en los grupos Ty1-copia y Ty3-gypsy. Los
marcadores moleculares basados en retrotransposones de ARN se pueden insertar por
completo en el genoma de las plantas, y promover cambios y la expansion del genoma
(Ferreira et al., 2023; Arvas et al., 2022). Los marcadores del polimorfismo amplificado de
inter-retrotransposones, denominados IRAP (Inter-Retrotransposon ~ Amplified
Polymorphism), pertenecen al tipo de Clase |, que son ideales para los estudios de la
variabilidad genética, identificacion de huellas genéticas en especies, y mapeo genético de
plantas (Orozco-Arias et al., 2019). En cebada (Hordeum vulgare), fueron descritos por
primera vez y permitieron la amplificacion de fragmentos de 500-3000 pb (Kalendar et al.,
2010; Shirasu et al., 2000). Otros marcadores son los disefiados a partir de secuencias
conservadas de genes de plantas, el polimorfismo dirigido al codén de inicio de la traduccion
ATG, denominados SCoT (Start Codon Targeted), marcadores que generan fragmentos
amplificados de aproximadamente 500-3000 pb (Khodaee et al., 2021; Collard & Mackill,
2009), y que son utilizados para estudios de diversidad genética, para la determinacion de
estrés en plantas y para mapeos de loci cuantitativos. Los marcadores IRAP y los SCoT,
generan amplicones en el genoma y cuando encuentran al complemento del cebador
(secuencia diana) puede presentar un polimorfismo, o al estar ausente de la secuencia

diana, una mutacion.
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Los marcadores moleculares son de naturaleza dominante y no se pueden emplear para
evaluar la frecuencia de individuos heterocigotos, y realizar los calculos de heterocigosidad
para evaluar la diversidad y la estructura genética. Para ello, existen alternativas utilizando
a estos marcadores dominantes, el primero esta relacionado con la capacidad que tienen
para distinguir el polimorfismo y su reproducibilidad. El empleo de los marcadores
moleculares requiere que sean reproducibles, es decir, que puedan ser amplificados
obteniendo los mismos alelos (p. ej. amplicones del mismo peso molecular) y que sean
polimérfico (que tengan al menos dos alelos y el alelo mas comun tenga una frecuencia
menor del 95-99%). Los estimadores mas usados para valorar el poder discriminatorio de
los marcadores moleculares son el Contenido de Informacién Polimérfica (PIC), y el indice
de Shannon Wiener (Serrote et al., 2020; Botstein et al., 1980). Una segunda opcion es el
empleo de métodos Bayesianos, que emplean como prioris los coeficientes de endogamia,
ya sea que se conozcan por la estimaciéon de marcadores co-dominantes o se infieran de

la biologia de la especie (Vekemans, 2002).

En este trabajo se utilizaron dos aproximaciones antes descritas para los marcadores
dominantes (IRAP y SCoT) y para la estimacion de la diversidad genética en plantas de C.
palmata propagadas i) por rizoma vy ii) por semillas. Hasta el momento en México no hay
estudios de la diversidad genética. Debido a esto, es probable que las poblaciones
establecidas provengan de pocos genotipos o de genotipos emparentados, derivando de
un efecto fundador, para ello se realizaron las estimaciones para determinar la diversidad
genética y se asumio escenarios en la region norte de Campeche, que pudieran sugerir
apareamientos entre parentales cercanos (FIS =0.25, 0.5 y 1). Donde los siguientes
escenarios: incluyen a las 28 lineas de plantas propagadas a partir de semillas que
provienen de una inflorescencia distinta, por lo que, si el polen que las fecundo proviene de
diferentes padres, todas las semillas son medias hermanas (FIS=0.25), si el polen proviene
de una planta diferente a la de la inflorescencia, todas las semillas son hermanas completas
(FIS =0.5) y si el polen es de la misma planta que produjo la inflorescencia todas las semillas

son de auto-fecundacion (FIS=1).
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1. CAPITULO |
1.1 ANTECEDENTES

1.1.1 Carludovica palmata Ruiz & Pavén

Carludovica palmata, es una planta monocotiledonea que pertenece al género Carludovica,
uno de los 12 géneros de la familia Cyclanthaceae (Teichert, 2008), se encuentra dentro de
la subfamilia Carludovicoidae que incluye cuatro especies: C. palmata, C. rotundifolia, C.
drudei y C. sulcata (Harling, 1958). Se conoce comunmente como palma jipi, jipi japa, y
palma toquilla (Duke, 1986; Bristol, 1961). La importancia de la especie es por la fibra,
suave, flexible y duradera, que es utilizada para el trenzado del “sombrero de Panama” y
para la confeccién de diferentes artesanias como: bolsos, productos de limpieza, carrieles,
alpargatas, sombirillas, cinturones, bandejas y productos de decoracion (Artesanias de
Colombia, 2014; Escobar, 2001).

1.1.2 Sistema de propagacion de C. palmata

En C. palmata, se presentan dos tipos de propagacion; la sexual mediante la fusion de
gametos en la formacion de semillas y la asexual, mediante la formacién de rizomas en
poblaciones silvestres (Bacab-Caamal, 2020; Ortega Haas, 2013). La biologia reproductiva
de C. palmata ha sido poco estudiada y se basa en la descripcion morfolégica de
inflorescencias e infrutescencias (Bacab-Caamal, 2020; Franz, 2007; Wilder, 1988). En la
region norte del estado de Campeche, el manejo de los productores promueve la
propagacion clonal por medio del trasplante de hijuelos. Durante la etapa reproductiva de
C. palmata que abarca los meses de octubre a junio regularmente los productores eliminan
las inflorescencias limitando la propagacion por semilla de la especie en la region (Bacab-
Caamal, 2020; Mufioz y Tuberquia, 1999).
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Figura1. Carludovica palmata Ruiz & Pavén (Fayaz, 2011).

1.1.3 Reproduccion sexual de C. palmata en Campeche

En plantaciones de palma jipi localizadas al norte de Campeche, durante la etapa
reproductiva se han encontrado de 4-7 estructuras en diferente estadio de desarrollo, la
floracién ocurre aproximadamente a los dos meses. La distribucion de las inflorescencias
de flores pistiladas (femeninas) y de flores estaminadas (masculinas) (Sajo et al., 2014;
Wilder, 1977) muestra el caracter protoginica, es decir, las flores se encuentran dispuestas
en la maduracion del gineceo aproximadamente 24 horas antes del androceo con las flores
desarrollandose en el apice y posteriormente en la base (Bacab-Caamal, 2020; Cortes et
al., 2018; Sajo et al., 2014; Franz, 2007). En la Figura 2, Bacab-Caamal, (2020), identificd
11 etapas durante el desarrollo de semillas, la disposicion de las infrutescencias,
parametros morfoldgicos: peso, longitud, coloracion, grosor del espadice por etapa,
coloracién en corteza y aumento en tamano de las infrutescencias, asi como caracteristicas

en semillas maduras; de color naranja a rojizo, de un tamafo de 2 mm aproximadamente y
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una germinacion baja del 5 %.

0000000

Figura 2. Etapas de desarrollo de C. palmata. La numeracion 1-11 son estadios de

desarrollo de las infrutescencias, DDP: son dias posteriores a la antesis.

1.1.4 Propagacién clonal

Las plantas con flores poseen una diversidad incomparable de mecanismos para lograr la
reproduccion sexual y asexual, a menudo simultaneamente. El crecimiento clonal es la
capacidad de un individuo para dar lugar a un numero de individuos genéticamente dénticos
pero fisioldgicamente y potencialmente independientes (Herben & Klimesova, 2020;
Duchoslavova & Jansa, 2018; You et al.,, 2014). En muchas plantas cultivadas, la
propagacion clonal permite la seleccion de genotipos de interés en poblaciones silvestres y
el mantenimiento de las caracteristicas en las lineas clonales. A su vez, la generacion de
mutaciones favorables y la identificacion de genotipos novedosos (Zhang et al., 2021;
McKey et al., 2010). Por ejemplo, la papa (Solanum tuberosum L.) es, después del arroz y
el trigo, el tercer cultivo de mayor importancia en el mercado, y la propagacion clonal
representa el 10% de los costos de produccién (Reslow et al., 2022; Andrivon, 2017). Las
lineas clonales son seleccionadas a partir de cruces biparentales, que utiliza cultivares
disponibles o clones de mejoramiento avanzado, o partir de semillas hibridas germinadas.
Durante esta seleccion estricta, se asegura el cultivo clonal por mas de 10-15 afios (Reslow
et al.,2022) y se seleccionan por tamafio, por mayor produccién de almidén, y por clonas
con resistencia a plagas, como el caso de resistencia al tizon tardio, incluso, hay lineas

clonales con alto rendimiento y sometidas a diferentes condiciones de estrés.

En yuca, durante la propagacion de lineas que producen mayor cantidad de raices
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tuberosas y gruesas, la seleccion por propagacion clonal ofrece ventajas en relacién con la
planta silvestre que produce una sola raiz, por tanto, la propagacion clonal ofrece ventajas
de seleccién para incrementar la produccion de los cultivos (McKey et al., 2010).

1.1.5 Desventajas de la propagacion clonal

En poblaciones en las que predomina la propagacién clonal, las mutaciones provocan la
reduccion de la fertilidad y pueden provocar problemas durante la reproduccion e incluso la
pérdida de la reproduccion sexual en grupos de especies. Entre otras desventajas se
encuentra la depresion endogamica, que afecta la reduccion de la fertilidad (Charlesworth
& Willis, 2009; Lande & Schemske, 1985). Durante el crecimiento clonal masivo y extensivo
puede causar afectaciones a las poblaciones, asi, como afectar el funcionamiento de
poblaciones, provocar sesgos en la morfologia de genotipos, y dar paso a poblaciones con
apareamientos entre parentales, incluso la pérdida de genotipos de interés.

1.1.5.1 Propagacion clonal de C. palmata en la region norte de Campeche

En la regién norte de Campeche, los agricultores han optado por la siembra de rizomas
porque involucra menos tiempo para la obtencion de fibras. Durante la propagacion clonal
de C. palmata resulta ventajoso porque los artesanos seleccionan y siembran en sus
parcelas aquellas lineas que tienen cogollos mas largos, plantas con fibra suave, asi como,
plantas que durante el proceso de blanqueamiento no pierdan suavidad y color,
caracteristicas importantes durante el trenzado de artesanias y que garantiza la calidad de
los productos finales.

1.2. Usos de la palma jipi

En México y diferentes paises sudamericanos la principal materia prima son las hojas
inmaduras, donde se obtiene la fibra, para ello se somete a diferentes condiciones de
lavado, secado y tefido (Ortega-Haas, 2016; Lobo, 2010). Una vez procesada la fibra con
restos celulares como lignina, se realiza el trenzado del sombrero y de artesanias (Rios,
2007). Entre otros usos, las hojas se utilizan en elaboracion techos de las viviendas por
indigenas del amazonia, es utilizada como planta medicinal, se usa como cataplasma sobre
las heridas y para la prevencion de infecciones (Bennett et al., 1992; Lépez et al., 2006), la
decoccion de hojas, para el tratamiento de problemas hemostaticas y los frutos sin abrir son

comestibles (Bennett et al., 1992).
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1.2.1 Importancia econémica y cultural de C. palmata

El cultivo de C. palmata, tiene relevancia por el impacto en la produccion de fibras en las
localidades mayas de la regién norte de Campeche y sur de Yucatan, formando una red de
produccion de la fibra durante la elaboracion de artesanias y en la comercializacion. En
consecuencia, tiene potencial en el desarrollo agro-artesanal y econdémico internacional.
Tan solo los sombreros en el poblado de Santa Cruz ex-hacienda el sombrero de Panama
tiene mayor importancia econémica, su valor es de aproximadamente $1,500 y $2,000 el
precio varia segun el modelo, el tipo de tejido y el color, su venta se localiza en
establecimientos dentro del poblado y en las viviendas de los artesanos. Otro poblado es
Becal, la venta de sombreros es mayor porque cuentan con una categoria de sombreros
finos en aproximadamente $1,000 y $5,000 en tiendas en linea Hat (2020). La importancia
cultural de C. palmata se debe a que la mayoria de las familias del poblado se dedican al
trenzado de diferentes artesanias y al cultivo de palma jipi, representando de esta manera
una actividad econémica tradicional con la participacién de familias enteras (Moo-Huchin et
al., 2019). Adicionalmente, tiene importancia para la comunidad porque con las fibras se
realizan las vestimentas de las participantes de la flor mas bella, y en las festividades del
poblado utilizan la fibra para diferentes tematicas (dia de muertos y para las fiestas
decembrinas).

1.3. Distribucion geografica de Carludovica

Figura 3. Distribucién geogréfica de C. palmata (modificado de Natural Resources

Conservation Service, 2019).
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C. palmata es nativa de América del sur y se distribuye por todo el Neotropico, en los paises
de Guatemala, Colombia, Peru, Bolivia, Ecuador, Panama y Venezuela. En México la
introduccion de la especie en 1866 (Fadiman, 2001) (Figura 3), con genotipos de diferentes
partes de Centroamérica y que actualmente se distribuye en los estados: Tabasco,
Campeche y Yucatan (Moo-Huchin et al., 2019; Sajo et al., 2014). En la region norte del
estado de Campeche, el cultivo se localiza en comunidades como Tancuché, Nunkini,
Bécal, Calkini, Santa Cruz y en la region suroeste de Yucatan. La mayoria de los plantios
son de propiedad familiar de aproximadamente 1 mecate de extension 400 m? en Santa
Cruz Ex Hacienda. El tipo de suelo es mayormente de luvisoles y leptosoles, aunque se
desarrollan en suelos con altos contenidos en nutrientes y de textura arcillosa o franco
arcillosa y profundos (Moo-Huchin et al., 2019; Ortega-Haas, 2013; Bennet et al., 1992).
Las poblaciones establecidas generalmente provienen de pocos genotipos o de genotipos
emparentados, derivando de un efecto fundador.

1.4. Aspectos genéticos: diversidad genética y marcadores moleculares.

La diversidad genética representa al total de alelos encontrados en una poblacion finita
(Pinero et al., 2010). La determinacion de la diversidad genética, permite analizar
estrategias para la conservacion del germoplasma, seleccidn recursos genéticos con
tolerancia a plagas y enfermedades (Carvalho et al., 2019; Govindaraj et al., 2015; Lombardi
et al., 2014). Para la estimacion de diversidad genética, se usan medidas como el tamafo
efectivo de una poblacién, el nUmero de alelos observados, la distribuciéon de frecuencias
en los alelos y del tipo de sistema marcador utilizado (Petit et al., 1998; Bashalkhanov et
al., 2009). La importancia de la diversidad genética desde el punto de vista de conservacion
y recuperacion largo plazo de especies, depende en gran medida que las poblaciones sean
lo suficientemente diversas y lo suficientemente grandes como para adaptarse a los
cambios en el medio ambiente, resistencia a plagas y evitar niveles de endogamia (Peery
etal., 2012).

1.4.1 Estudio de la diversidad genética

Las plantas monocotiledéneas se distribuyen en la mayoria de los habitats terrestres y
exhiben una extraordinaria diversidad en formas vegetativas y florales. Muchas de estas
especies abarcan cultivos sustentan gran parte de la dieta humana (Soto-Gémez, 2020;
Givnish et al., 2018; Ulijaszek et al., 2012). La determinacién de la diversidad genética en

plantas de interés agricola es crucial porque permite la obtencién de lineas y genotipos que
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aseguren el éxito del cultivo, y de genotipos que sean resistentes a plagas y enfermedades,
asi como, resistentes a los cambios ambientales (Carvalho et al., 2019).

1.4.2 Estimadores de la diversidad genética

Para la estimacion de diversidad genética, se usan medidas como el tamafio efectivo de
una poblacion, el numero de alelos observados, la distribucién de frecuencias en los alelos
y del tipo de sistema marcador utilizado (Bashalkhanov et al., 2009; Petit et al., 1998). Los
estimadores de la diversidad genética tienen relaciéon con la frecuencia alélica de la
poblacion, el flujo génico, la seleccion natural y los procesos reproductivos. Dentro de los
parametros cuantitativos para la determinacion de la diversidad genética, se encuentran;
tamanio efectivo de la poblacién, heterocigosidad esperada, el porcentaje de polimorfismo,
y la heterocigosidad observada (Pifero et al., 2010). Sin embargo, en una poblacién el
numero de alelos observados y su distribucidon de frecuencias, dependen del tamario de la
muestra y del sistema de marcadores genéticos utilizados (Peery et al., 2012).

1.4.2 Factores determinantes de una baja diversidad genética en plantas

Dentro da diversidad genética existen factores que contribuyen a una baja diversidad de las
poblaciones, entre ellas los cuellos de botellas que causan pérdidas de la diversidad
genética y de alelos en corto y largo plazo, que provocaria depresion endogamica pero no
tan severa porque seria contrarrestada por purgas dentro de la poblacion (Garcia-Dorado,
2021; Garcia-Dorado, 2015). La baja diversidad genética tiene relacion con la carga
genetica, la deriva genética y con el marcador determinante de la heterocigosidad y aptitud
de la poblacién (Reed y Garcia-Dorado, 2021; Reed & Frankham 2015; Frankham, R. 2005)
(Figura 4).
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Figura 4. Factores que afectan a la diversidad genética (modificado de Carvalho et
al.,2019).

1.4.3 Cuellos de botellas que afectan a la diversidad genética

Desde el punto de vista de conservacion, la reduccion del tamafo de la poblacion, un “cuello
de botella” puede ocasionar pérdida de la diversidad genética debido a la incapacidad de
las especies a la adaptacion a los cambios medioambientales, con la posibilidad de
reduccion de sus poblaciones y por tanto su extincion (Peery et al., 2012; Nei et al., 1975).
Los cuellos de botella en las poblaciones aumentan el riesgo de tener niveles bajos de
diversidad genética. Sin embargo, las poblaciones deben ser lo suficientemente diversas y
lo suficientemente grandes para adaptarse a los cambios en el medio ambiente de lo
contrario la diversidad estaria limitada (Peery et al., 2012; Frankham, 2005).

1.4.4 Efecto fundador y cuellos de botella

Dentro de las poblaciones fundadas, se exhiben un numero reducido de individuos, y de
alelos genéticamente limitados y con potencial evolutivo menor, estos factores negativos
en poblaciones aumentan el riesgo de extinciéon. Una poblacion fragmentada puede tener
bajos niveles de flujo génico, diversidad genética limitada, exhibir taxones amenazados, y
por consecuente un menor margen de inmigracion de alelos que contrarrestan los efectos
de la deriva génica (Peery et al., 2012; Nei et al., 1975). La importancia del mantenimiento

de especies, se debe a la conservacion y recuperacion a largo plazo, de esta forma se evita
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que las poblaciones sufran endogamia (Peery et al., 2012) (Figura 4).

1.4.5 La domesticacion

Durante el proceso de domesticacion de los cultivos, en su mayoria provienen de una
pequena poblacion inicial, junto con una intensa seleccién de caracteres agrondmicos, la
mayoria de estos cultivos tienen menos variacion genética que sus ancestros silvestres
(Eyre-Walker et al., 1998; Tanksley & McCouch, 1997). Los efectos del proceso de
domesticacién incluyen un paso inicial, un evento de cuello de botella poblacional llamado,
“cuello de botella de domesticacion” este evento inicial para la seleccién de los cultivos,
propicia la reduccion de la diversidad genética de las variedades modernas y conlleva a
una peérdida de genes. Para contrarrestar estos inconvenientes se han incrementado los
esfuerzos para incorporar germoplasma élite en los programas de mejoramiento de los
cultivos (Eyre-Walker, et al., 1998; Xiao et al., 1996) (Figura 4).

1.4.6 Manejo agronémico en plantas de propagacion clonal.

Durante el crecimiento clonal masivo y extensivo, el funcionamiento de ciertas poblaciones
se ve afectada por la morfologia con sesgos, o la generacion de poblaciones con un solo
grupo de apareamientos. Por ejemplo, en poblaciones donde predominan el manejo
agronomico y la propagacion clonal, las poblaciones pueden sufrir mutaciones, reducciéon
de la fertilidad, incluso pérdida de la reproduccion sexual en grupos de especies, causando
genotipos con mayor homocigosis. En poblaciones de plantas con entrecruzamiento de
lineas consanguineas, en plantas con autofecundacion y poblaciones depresion
endogamica hay mayor probabilidad de disminucién de rasgos de aptitud, acumulacion
alelos deletéreos recesivos (Charlesworth & Willis, 2009; Lande & Schemske, 1985).

1.4.7 Depresion endogamica

La depresidn endogamica, es aquel valor, como consecuencia directa de la consanguinidad
o coeficiente de endogamia F (Wright, 1977). La consanguinidad, se refiere al aumento de
la homocigosis en la descendencia de individuos emparentados (Pérez-Pereira et al., 2022)
y el coeficiente FIS, indica la correlacion por descendencia entre dos alelos en un locus. La
depresion endogamica, es la reduccion de la fertilidad y la descendencia de individuos
emparentados, donde los rasgos de aptitud en las poblaciones silvestres se ven reducidos.
En sistemas de plantas con entrecruzamiento de lineas consanguineas, mejora cuando
esta genera mayor (heterosis), un criterio muy importante para el mejoramiento de cultivos
(Charlesworth & Willis, 2009; Lande & Schemske, 1985).
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1.4.7.1 Factores determinantes de la depresion endogamica

La depresion endogamica, es causada por la presencia de mutaciones deletéreas recesivas
en las poblaciones (homocigosis) causadas predominantemente en aquellas poblaciones
que se auto-fecundan y causando reduccién de la aptitud de la progenie (Lande &
Schemske, 1985). En poblaciones con cruzamientos es comun la depresion endogamica,
pero es alta en especies con autofecundacién alterando muchos de sus loci. En poblaciones
con individuos endogamicos, la expresion de los alelos nocivos parcialmente recesivos
puede ser heredados de forma idéntica por descendencia y entre parentales, provocando
una reduccién en el tamano de la poblacién y posiblemente una extinciéon de especies
aisladas y en especies silvestres (Pérez-Pereira et al., 2022; Keller & Waller, 2002) (Figura
4).

1.4.7.2 Mecanismo de purga de alelos

En poblaciones pequefias o autoincompatibles, la carga genética nociva puede eliminarse
de forma efectiva y poder interactuar con altos niveles de consanguinidad, para ello usa el
mecanismo de purga de alelos asociados a la depresion endogamica, y contribuir al éxito
de especies con autofecundacion. La purga, puede proteger a las especies de la depresion
endogamica, pero ocasionar disminuciéon de la diversidad genética en condiciones de
endogamia prolongada. Las bajas tasas de recombinacion impiden la variacién genética y
la acumulacion de alelos deletéreos recesivos que pueden volverse parte del sistema de
adaptacion de las poblaciones, si bien, la consanguinidad puede acelerar la pérdida del
potencial evolutivo de especies autoincompatibles, en altos niveles de consanguinidad (De
Kort et al., 2022).

1.4.7.3 Persistencia de las especies en escenarios de depresion endogamica

Se ha demostrado que la endogamia reduce la aptitud individual, afecta la viabilidad y afecta
al potencial evolutivo de una poblacién (Caballero et al., 2017; Kristensen et al., 2005). Pero
en muchas especies endogamicas aun persisten estos eventos, e incluso pueden prosperar
en diferentes entornos. Esta paradoja evolutiva, explica porque muchas especies con
autopolinizacién tienen la capacidad de colonizar una amplia gama de entornos.
Arabidopsis thaliana, es una especie autoincompatible y presenta niveles de endogamia en
entornos naturales, no produce cigotos después de las autopolinizacién, puede presentar
altos niveles de endogamia en entornos naturales, adicionalmente puede presentar altos

niveles de endogamia en entornos naturales, pero al mismo tiempo no mostrar riesgo de

31



extincion, mas bien exhibe potencial adaptativo, y por tanto demostrar que aunque las
poblaciones sean pequefias y genéticamente bajas, pueden seguir evolucionando y
persistiendo (De Kort et al., 2022; Wright et al., 2002). La purga de alelos asociados a la
depresion endogamica contribuye al éxito de especies con autopolinizacion y la protege de
forma efectiva ante escenarios de poblaciones que sufren depresion endogamica (De Kort
et al, 2022). La participacién de los ET (Elementos Transponibles), promueven
rapidamente variacion genética mediante el aumento tasas de mutaciéon en regiones
genodmicas flanqueantes aguas arriba y aguas abajo, ademas de aumentar hasta 10 veces
la tasa de mutaciones, aunque muchas de estas mutaciones pueden ser letales, los ET
generan variacion genética y aseguran el éxito del acervo genético (Quesneville et al., 2020;
Dubin et al., 2018).
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1.5 Herramientas moleculares de la diversidad genética

En las Ultimas décadas se han utilizado marcadores moleculares como herramienta valiosa,
reproducible y de rapida obtencion. Se usan en estudios de la variabilidad genética entre
individuos, en la identificacion de hibridos y de variedades, en el establecimiento de
relaciones filogenéticas, para analisis del mapeo genético y rastreo de rasgos cuantitativos
de (rasgos loci); ademas, de sus aplicaciones en biologia de conservacion (Amom-
Nongdam, 2017; Otero-Arnaiz et al., 1997). Un marcador molecular, es una secuencia diana
basada en ADN que se hibrida en sitios complementarios, tiene secuencias cromosémicas
conocidas y donde no codifica para proteinas, por tanto, son llamados “marcadores
moleculares neutrales” y funcionan asertivamente para analisis a nivel genoma (Nadeem et
al., 2018; Collard et al., 2005). Existen varios marcadores moleculares basados en PCR,
resultando ser confiables, reproducibles, en relacion a la secuencia diana que hibridan.
Entre ellos: El Polimorfismo de Longitud de Fragmento Amplificado (AFLP), las
Repeticiones de Secuencias Simples (ISSR), el Polimorfismo de un Solo Nucleotido (SNP),
el Polimorfismo Amplificado Relacionado con la Secuencia (SRAP), Polimorfismo Dirigido
al Codén de Inicio (SCoT) y los (IRAP) Polimorfismo Amplificaciéon Inter-retrotransposones.
Existen otros marcadores; Inter-cebadores de Sitios Uniéon (iPBS), los Marcadores
Funcionales (FM). El uso de los marcadores y con el advenimiento de las tecnologias de
Secuenciacion de Proxima Generacion (NGS), ofrecen excelentes oportunidades para la
generacion de informacién gendmica, estructural y funcional en cultivos de importancia
agronémica (Amom-Nongdam, 2017), también complementan a los estudios morfolégicos

utilizados para programas de mejoramiento genético (Meerow et al., 2003).

Los marcadores moleculares dominantes funcionan para la deteccion rapida de diferente
loci en individuos, pero es imposible diferenciar a aquellos alelos homocigotos de aquellos
que presentan heterocigosis. Entre estos marcadores estan los basados en
retrotransposones y los SCoT, que han sido ampliamente utilizados en especies de

monocotileddneas.
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1.5.1 Marcadores moleculares de Polimorfismo Amplificado de Inter-

Retrotransposones (IRAP).

El sistema IRAP es un sistema marcador que usa cebadores dirigidos a las secuencias LTR
(Long Terminal Repeat) (Kalendar y Schulman, 2006). Las técnicas IRAP y REMAP
(Polimorfismo Amplificado de Retrotransposon en Microsatélites), se han utilizado
comunmente en diferentes especies. El principio de funcionamiento de las técnicas IRAP,
depende de la amplificacién por PCR de regiones LTR, y la técnica REMAP, incluye un
extremo de la region LTR y con microsatélites. La versatilidad de usar estos marcadores
moleculares y de la obtencion rapida de los productos PCR, son econdmicos y sin extensos
datos de secuencias gendémicas. Los cebadores por LTR, son secuencias grandes y son
practicos para su visualizacion en geles de agarosa, los tamafios de los productos de PCR
pueden variar entre, 100 pb y 1000 pb para los IRAP (Kalendar y Schulman, 2006), mientras
que Azhar et al., (2017), reportan la obtencion de amplicones de aproximadamente 300 y
3000 pb. Arvas et al.,, (2022) reportan en Oryza sativa, la presencia de bandas de

aproximadamente 3000 pb y 100 pb usando solos y en combinacién los LTR.

Los marcadores IRAP y REMAP, son herramientas funcionales para la identificacion de
similitudes entre individuos y la diversidad genética de monocotiledéneas, como en,
cebada, arroz, trigo, banano, cocotero y azafran (Nie-Qiao et al., 2019; Kalendar &
Schulman, 2006). Los IRAP son considerados un sistema marcador en monocotiledoneas
desde la secuenciacion del genoma de arroz en el 2005, hasta la actualidad (Arvas et al.,
2022; Kalendar & Schulman, 2006).

1.5.2 Caracteristicas de los marcadores moleculares IRAP

Son marcadores de tipo retrotransposon desarrollado por (Kalendar & Schulman, 2006)
estas secuencias presentes entre dos retrotransposones LTR adyacentes son amplificadas
por el sistema IRAP a traves de la aplicacion de cebadores que son complementarios a la
secuencia LTR 3’ final. La orientacion de estas secuencias LTR puede ser (1) cola-cola, (2)
cabeza-cabeza y (3) cabeza-cola. Las secuencias idénticas estan presentes en diferentes
cadenas que estan separados por pequenas distancias intergénicas en la disposicién de
cabeza a cabeza y se transcriben fuera de cada otro. Sin embargo, en aquellos con
orientacion de cola a cola la disposicién es opuesta a la de uno frente a otro y se transcriben

entre si ambos en direccién 5’ y 3’, los cebadores se utilizan para LTR son de cabeza a
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cola, mientras que un solo cebador se usa para aquellos con cabeza a cabeza o cola con
cola. Durante la resolucion de los marcadores IRAP se utilizan geles de agarosa, que
permiten la amplificacién de tamafos de banda de 300pb y 3000 pb (Azhar et al., 2017).
1.5.3 Elementos Transponibles (ET)

Un elemento transponible (ET) es una unidad genémica capaz de moverse dentro del
genoma de practicamente todos los organismos generando plasticidad gendmica,
induciendo mutaciones cromosémicas y la diversidad alélica. Se ha demostrado que
desempefnan un papel clave en la expresién y regulacién de genética, asi como en la
adaptacion y en la evolucién (Orozco-Arias et al., 2019; Keidar et al. ,2018). El genoma de
organismos eucariotas se compone de Elementos Transponibles (ET), el descubrimiento
de elementos transponibles fue realizado en la década de 1940 por Barbara McClintock en
el maiz. Se ha descubierto que los ET estan presentes de forma ubicua en eucariotas (Lee
et al., 2017; Wicker et al., 2017).

1.5.4 Constituyentes de los retrotransposones

Pueden estar separados por uno o mas codones de terminaciéon. Los genes Gag son
generalmente los dominios de retrotransposon LTR mas variables, son responsables del
empaquetamiento de ARN y proteinas de retrotransposon. El gen de la poliproteina codifica
algunos dominios enzimaticos como la proteinasa aspartica (AP), la transcriptasa inversa
(RT), la ARNasa H y la integrasa (INT). Cada dominio tiene un papel especifico en el ciclo
de replicacion (Figura 5). En algunos casos, tienen otra region aguas arriba de la LTR 3’2
llamada cromodominio que puede ser responsable de la integracion dirigida y para escapar
del silenciamiento mediante el direccionamiento especifico de regiones heterocromaticas
(Orozco-Arias et al., 2019; Zhao et al., 2016; Ustyantsev et al., 2015).Los LTR-RT también
contienen un sitio de unién del cebador (iPBS) y un tracto de poli-purina (PPT), ambos sitios
pueden funcionar como cebadores, donde el primero es el sitio de cebado de la cadena (-)
para la transcripcion inversa y el segundo es el sitio de cebado de la cadena (+) durante la
transcripcién inversa. Ademas, la nueva insercion de retrotransposones (LTR) crea una
breve duplicacion denominada duplicacién del sitio objetivo (TSD) de 4-6 pb en los extremos
del retroelemento. La Figura 5, demuestra la estructura del retrotransposon y la disposicién
de los elementos, las flechas naranjas son LTR o llamadas Regiones Terminales Largas
(Orozco-Arias et al., 2019).
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Figura 5. Estructura del retrotransposon LTR. Incluye al gen env, que en ocasiones esta

ausente en algunos retroelementos. Las flechas naranjas corresponden a (LTR).

1.5.4. 1 Retroelementos en el genoma de plantas

En plantas se ha postulado que la amplificacién de los retrotransposones o retroelementos
tienen un mecanismo que permite el aumento del tamafo del genoma. Por ejemplo, en
cebada se ha estudiado a detalle la secuencia contigua en el locus Rar1 del contig 66 kb,
que ha permitido saber la expansion de su genoma. En la Figura 6, se muestra el contig de
66 kb, donde se identificaron tres genes que se agrupan dentro del intervalo de 18 kb, esta
seccion del genoma se disponen 4 secuencias que flanquean a 4 retroelementos y varias
unidades del elemento BARE-1, los retroelementos son denominados NIKITA, SUKKULA,
SABRINA y BAGY-2, y son responsables de al menos 15 eventos de integracion, y como
multiples inserciones anidadas. Las caracteristicas de cada retrotransposon se encuentran
descritas en el Cuadro 1. En el genoma de cebada los retroelementos estan como LTR
individuales (Long Terminal Repeats) e indican un cruzamiento desigual o la recombinacion
intracromosomica entre los LTR, esta es una caracteristica comun en el genoma de la

cebada (Hordeum vulgare) (Shirasu et al., 2000).

- * “—BARET
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BAGY-2 : :Sabfma
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Figura 6. Secuencias de los retrotransposones en cebada en el locus Rar 1. Las lineas
negras indican la direccién de los LTR (Shirasu et al., 2000).

Cuadro 1. Retrotransposones del contig 66 kb en el locus Rar-1 de Hordeum vulgare.

RTL

SUKKULA

Elementos
BARE-1

Caracteristicas

Pronunciado  (Sook-
koo-la), que significa
"lanzadera" en
finlandés

Similares a los LTR
(RIRE) descritos en
arroz.

Esta insercion esta
flanqueada por una
repeticion directa de 5
kb CCTAG siendo un
sitio de integracion en
retroelementos.

Esta flanqueada por
repeticiones  directas
de 5 pb, en este caso
CACCA,

Codifican para
poliproteinas similares
a gitanas adyacentes a
las secuencias LTR
Las secuencias de
SUKKULA en el contig
representan LTR, de
un nuevo
retrotransposon de
cebada que se genero
por recombinacion
entre dos LTR del
elemento original

Los LTR de 1.8 kb, en
cada extremo.

Tienen un dominio
interno que codifica
para una poliproteina.
contienen los
elementos para la
transcripcion y el
procesamiento del
MRNA

La organizacion de
BARE-1y
retrotransposon es: 5’
LTR - UTL - GAG - AP
-IN-RT-RH - UTR
tienen una (Regién no
traducible) la 3LTR,
donde UTL sin traducir
de 5', GAG.

Referencia

Secuencia

Shirasu et
al., 2000)

C

LTR-1 (Kemekaw
aetal.,

1999)

LTR-2

Y14573  A7GGAATTAATGTARTAGCCCGAG. .. ... TCTTGGGOMTG GTTTTGCG

217327

Shirasu et
A  BARE-1 LTR al., 2000)
LTR-1
LTR-2
LTR-3

LTR-4

LTR-5

309

37
217327  ACGATGCCAAIGTTGGAGAACGTC. .. . .. GCATAATTC [GTTCGAGTG
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NIKITA

Codifica la proteina
capside de la particula
similar al virus,

AP codifica una
proteinasa aspartica,
IN codifica la
integrasa, RT-RH
codifica tanto la
transcriptasa inversa
como la RNase H, y
UTR es la regién sin
traducir de 3’

Son repeticiones
directas de 5 pb en los
sitios de insercion
(CCTAT y ATAAT) que
flaquean a los LTR.

Se localizan entre las
posiciones nt 33.897 y
40.171

el locus Rar1 es
interrumpido por dos
BARE-1 LTR (LTR-3 y
LTR-4)

Es contiguo en el locus
Mlo de cebada

E Nikita LTR

LTR-1 CTARGL! (TGACGTGG... ... AATATGCTCT! GTA

Y14573

*Las flechas indican la direccion del sentido de cada elemento.

*Las repeticiones directas estan subrayadas.

*Tomado de Shirasu et al., 2000).

Shirasu et
al., 2000)

1.6 Polimorfismo dirigido al Codén de Inicio de la Traduccion (SCoT)

El sistema marcador esta basado en cebadores de aproximadamente 18 meros, que
flanquean el codon de inicio de la traduccion (ATG) y, en genomas de plantas tienen una
temperatura de alineamiento de 50°C (Collard y Mackill, 2009). Para la amplificacion por
PCR, el cebador es uUnico y se usa como cebador directo y como cebador reverso. En los
marcadores moleculares SCoT, la temperatura de alineamiento y la longitud son factores
importantes que determinan su reproducibilidad (Gorji et al., 2011). En la Figura 7, se
describe la disposicion del cebador para generar un (polimorfismo), mostrando la presencia

de una banda, como unico cebador directo, para la presencia de la banda este cebador

flaquea a las regiones genéticas del coddn de inicio de la de la traduccion (ATG).
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GENOTYPE #1

# .
SCoT primer SCoT primer ~ ——
— [
3 ene 5
PRESENT

Figura 7. Disposicién del cebador SCoT. En la direccion 5’ funciona como cebador unico

en ambas direcciones mostrando polimorfismo. En la secuencia consenso que flanquea

la region del coddn de inicio de la traduccion (Tomado de Collard y Mackill, 2009).

En el genotipo 1, cuando el cebador es unico y directo se encuentra hibridado a la secuencia
diana (gen A) y como anverso (gen B), se observa un polimorfismo (banda presente), pero
cuando en el genotipo 2, se flanquea al (gen A) sin (gen B), demuestra ausencia de bandas

indicando que no existe polimorfismo (Figura 8).

El coddn de inicio codifica para el aminoacido metionina durante la traduccion, la mayoria
de los polipéptidos comienzan con este aminoacido. Esta region se encuentra altamente
conservada en el genoma de plantas y permite utilizarlo como un marcador dominante con
una variacion de 2, 3 y 4 pb (Collard y Mackill, 2009).

39



Genotype 1

5’ m— Eilw— 3

-———
SCoT primer

SCoT primer C

> ———
3 e—— e Present
Genotype 2
v = EE—
--—
SCoT primer C
3’ 5’

Absent

Figura 8. Diagrama de la técnica basado en los marcadores unicos SCoT (Modificado de
Collard y Mackill, 2009).

1.6.2 Caracteristicas de marcadores SCoT

Para la separacién de fragmentos y bandas a partir de los marcadores SCoT, se detectan
mediante pruebas de PCR, su principal se caracteristica es su simplicidad para presentar
alto grado de polimorfismo, son de bajo costo, algunos estan dirigidos a genes, son
reproducibles al ser marcadores dominantes. El polimorfismo se correlaciona con algunos
genes funcionales (Amom-Nogdam, 2017; Collard y Mackill, 2009). Los marcadores SCoT
se disefan a partir de la region conservada que codifica al codon de inicio de la traduccién
en plantas sin necesidad de secuencia genomica, lo novedoso de estos marcadores es su
disefo a partir de regiones vinculadas a genes funcionales de la transcripcion y a regiones
que estan vinculadas a un gen funcional (Saboori et al., 2019; Collard y Mackill 2009). Son
36 marcadores disefiados en cebada con una % GC ideales para cebadores de entre 50 y
72 % (Cuadro 2).
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SCoT primer Sequence (5°-37) S

1 CAACAATGGCTACCACCA 50

2 L'.-\.-\i'.-‘\ﬁ(il"rr\['l'r\['{'ﬂ' 56

i CAACAATGGCTACCACCG 36
4 L'.-\.-\i'.-‘\ﬁ(il"r.-\['{‘.-\['{"r S0

5 L'.-\.-\i'.-‘\ﬁ(il'T.-\L'l'.-\L'{'l.-\ S0
L] CAACAATGGCTACCACGC 36

T L'.-\.-\L'.-‘\ECMT.-\L'{'.-\L'{"G 56

B L'.-\.-\C'.-‘\ECMT:\L'{}\L“T S0
9 CAACAATGGCTACCAGCA S0
1] CAACAATGGCTACCAGCC 36
11 AAGCS E{i[']’:‘\{‘[':\['[':\ S0
12 ACGACATGGCGACCAACG al
13 ACGACATGGCGACCATCG Gl
14 .-\('G.-‘\.l'ﬁ(il'(ir‘\L'{'.—‘\l'(il' a7
15 ACGACATGGCGACCGUGA a7
16 ACCATGGCTACCACCGAC 56
17 .-\E'L'ﬁ{iL'T.—\L'L'.—\L'L'{ iAG il
18 ACCATGGCTACCACCGOC a7
19 .-\L'L'ﬁ{'lL'T.-\L'L'.-\L'L'{'lI:if.' 67
20 .-\L'L'ﬁ{'lL'T.-\L'L'.-\L'L'{'lL'{'l 67
21 .-\C'G.-‘\.l‘ﬁ(il'(ir\l'.'llﬁ'.-‘\.ﬁ'.-‘\. il
22 AACCATGGCTACCACTAC 56
23 L-.'\.L-L-ﬁ(i{.T.'\.L-L-r\.L-{.."\{.I Gl
24 L'.-\L'L'ﬁ(i{‘t—\['[}\['{'.—‘\]’ 56
25 ACCATGGCTACCACCGGG a7
26 .-\i'L'ﬁ{'lL'T.-‘li'i'.-\i'L'{'lTL' Gl
27 ACCATGGCTACCACCGTG al
28 L'L'ﬁ(ii"ﬂ\t".'r\L".'(i‘.'L':‘\ 67
29 CCATGGCTACCACCGGOC 72
30 L'L'ﬁ(i{"ﬂ\['{'r\L'{'(i{i['{i 72
il CCATGGCTACCACCGOCT a7
32 L'L'ﬁ(i{"ﬂ\['{'r\L'{'(i{':‘\l' 67
33 CCATGGCTACCACCGCAG a7
34 ACCATGGCTACCACCGCA al
ER CATGGCTACCACCGGOCC 72
36 (}C'.—\.—‘\.l‘.—‘\.ﬁ(i{'T.-\K'L'r\l'.'l'.' 36

Cuadro2. Lista de marcadores SCoT disefiados, del codén de inicio ATG. (Tomado de
Collard y Mackill 2009).

1.6.3 Aplicaciones de los SCoT

El uso de marcadores basados en SCoT han permitido la evaluacién molecular para
selecciéon de genotipos en cebada (cultivar comercial, lineas mejoradas y seleccionadas),
también para la tolerancia a salinidad. Ademas, la comparacion entre las técnicas Triple-
SCoT (marcador SCoT basado en tres cebadores como nueva estrategia para evaluacion
de la diversidad y estudios de tolerancia de salinidad (Aboulila y Mansour, 2017). Estos
marcadores dirigidos son reproducibles para genética molecular y aplicable para
numerosos estudios, para mapeo de QTL, esto se debe a que los niveles de recombinacion
entre el marcador y el gen/QTL son menores, comparandolos con aquellos marcadores
aleatorios como los marcadores RAPD, ISSR o SSR (Collard y Mackill, 2009).
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RESUMEN DEL CAPITULO |

En el subtema 1.1 describimos a Carludovica palmata, una especie que se encuentra dentro
de los 12 géneros de la familia Cyclanthaceae, su gran importancia se debe al uso de las
hojas inmaduras (denominadas cogollos), herramienta utilizada por los artesanos para el
trenzado del sombrero de Panama, en los municipios de region norte de Campeche. La
seccion 1.1.2, destaca a los dos sistemas de propagacion en C. palmata, por rizomas la
mas utilizada para la propagaciéon de nuevos individuos (clonas) y la propagacion por
semillas que implica la fusién de gametos, un sistema poco utilizado en la especie, debido
a que los agricultores de la region no la germinan porque implica mayor tiempo para el
cultivo para la obtencién de las hojas inmaduras. En la seccién 1.2.1 destacamos la
importancia de C. palmata en la peninsula de Yucatan por sus fibras suaves y que
representa un sistema importante para la elaboracion de diferentes artesanias, asi como su
comercializacion. En la seccion 1.3, describimos la distribucion geografica de C. palmata
indicando sus origenes en paises de América del sur como; Panama, Colombia, Peru,
Bolivia, Ecuador y Venezuela. En México la introduccion de la especie fue en 1866 en la
region norte de Campeche, en comunidades como Tancuché, Nunkini, Bécal, Calkini, Santa
Cruz y en la region suroeste de Yucatan. Dada la importancia de la especie y que se
propague vegetativamente, surgen los estudios de la diversidad genética en la region, por
tanto, en la seccién 1.4.1 recapitula los estudios de la variacion genética y su importancia.
En el 1.4.2 se describen los factores que involucran una reduccién de la diversidad genética,
los cuellos de botella, entre ellos, el efecto fundador, la domesticacion, el sistema de
propagacion vegetativa y la cruza entre parentales de la misma especie, que en eventos
prolongados pueden causar endogamia. Para contrarrestar estos inconvenientes, en la
seccién 1.5, se propone el uso de herramientas moleculares para determinacién de
diferentes loci polimérfico que determinan la diversidad genética mediante dos marcadores
moleculares, el Polimorfismo de Amplificacion Inter-retrotransposones, en la seccion 1.6
describe a los marcadores moleculares, el Polimorfismo Dirigido al Coddn de Inicio (SCoT),
la versatilidad de ambos marcadores dominantes se debe a la rapida deteccién, facilidad

de la técnica e informativos para la determinacién del polimorfismo.
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JUSTIFICACION

En el género Carludovica, no se han realizado estudios de la variabilidad genética. Por ello,
en el presente trabajo se implementaran estrategias para evaluar la diversidad genética de
Carludovica palmata en dos sistemas de propagacion, i) plantas a partir de rizoma vy ii)
plantas a partir de semillas y se confirmaran con los marcadores moleculares IRAP y SCoT,
para la identificaciéon de diferentes loci polimérficos. Tal analisis permitira determinar la
variabilidad genética de la especie en la region norte del estado de Campeche y de aquellos
factores que estan involucrados en la diversidad genética intraespecifica como, “cuellos de
botellas”, entre ellos; el manejo agronémico, el sistema de propagacion, el efecto fundador,

y niveles de parentesco entre los individuos.

HIPOTESIS

La especie de C. palmata en la region norte de Campeche, tiene una base genética
estrecha. Por lo tanto, en poblaciones de plantas de propagacion por rizomas los genotipos
han sido preseleccionados y sus genes se han mantenido sin muchos cambios desde hace
afos, mientras que en las poblaciones de plantas de propagacién a partir de semillas la

diversidad genética sera reducida por proceder de una base genética limitada.
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OBJETIVO GENERAL

Analizar la diversidad genética de Carludovica palmata en el norte de Campeche, mediante

marcadores moleculares.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

@ Establecer la diversidad genética en plantas de C. palmata en dos sistemas de
propagacion i) plantas a partir de semillas germinadas in vitro y ii) plantas a partir

de rizoma mediante el empleo de marcadores moleculares (los IRAP y SCoT).

@ Seleccionar al mejor marcador polimoérfico y reproducible en los dos sistemas de

propagacion.

@ Estimar la diversidad genética utilizando estimadores de diversidad (Nei, indice

de Shannon-Weiner).

@ Determinar niveles de parentesco con el coeficiente de endogamia (FIS).
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Métodos determinantes de la

diversidad genética

Estimadores de la diversidad

A) Heterocigosidad esperada (He)

B)indice de Shannon-Weiner (1)

C) Numero de alelos ( NA)

D) Porcentaje de loci Polimérfico (PLP)

E) Error estandar de la diversidad genética S.E (He)

4

Programa AFLP-SURV 1.0

.

Carludovica palmata
Sistema | SR
l Colecta de material biolégico l
(Hoizsjovenes) Plantas propagadas en
Plﬂ%z’:ﬂ:ﬁ: 2 campo (via rizoma) 28
(28 lineas) plantas
6n de DNA g
L) Generacion de
de
l presenciay
' ausencia
D ionde la del
ADN (Nanodrop)
Objetivo 1 l
Objetivo 2
e E ion de los d
Objetivo 3 moleculares (IRAP y SCoT)
Objetivo 4

'

Evalation deiog
(PCR Punto final)

Contenido de Informacién Polimérfica (PIC )

Figura 9. Esquema de estrategia experimental.

Determinacion del parentesco

Coeficiente de Endogamia (FIS )

‘ FIS (0.25) Entre medios hermanos

| FIs (0.5) Hermanos completos

)
| FIS (1) Plantas con autopolinizacién |
|

45



DESCRIPCION DE LA ESTRATEGIA EXPERIMENTAL.
o Objetivo 1

La estrategia experimental inicié con la especie de estudio C. palmata, seguido los dos
sistemas de propagacion, el sistema | (incluyo a las 28 lineas de plantas a partir de semillas)
y el sistema Il (fueron 28 plantas adultas propagadas a partir de rizomas), estas plantas se

muestrearon en la region norte de Campeche, Santa Cruz ex-hacienda.
¢ Objetivo 2

El material biolégico consistio en colectar fracciones de hojas jovenes, en plantas adultas
para ambos sistemas, posteriormente se realizé la extraccidon del ADN siguiendo el
protocolo CTAB modificado (bromuro de cetiltrimetilamonio) Kumar & Agrawal (2019) y una
modificacion del protocolo para cocotero descrito por (Edwards et al., 1991), protocolo
descrito en el (Anexo: 1). Las muestras de ADN fueron cuantificadas por un
espectrofotometro (Nanodrop), a una longitud de onda de 260 nanémetros (se detalla en la
seccion 2.3 de materiales y métodos), seguidamente se estandarizaron los marcadores
moleculares IRAP y SCoT, descritos a detalle en la seccion 2.4, 2.5 y 2.6 de materiales y
métodos. Después de la estandarizacion de los marcadores moleculares, se procedio a
realizar las pruebas por PCR punto final (detallado en la seccion 2.5 y 2.6), para cada
marcador molecular fueron condiciones de PCR diferentes. Seguidamente en los
resultados, se determinaron el tamafo banda y conteo de los diferentes loci polimérficos
generados, se corrieron por productos de PCR en geles de agarosa y se revelaron en un
transiluminador. Luego se realizé el contenido de informacion polimérfica (PIC) que evalua
la eficiencia del marcador molecular en relacién de la determinacion del polimorfismo, en la

seccion (2.6.1y 2.6.2) se describe a detalle.
¢ Objetivo 3 y Objetivo 4

En el apartado métodos determinantes de la diversidad genética (objetivo 3) se describieron
los diferentes estimadores (NA, He, |, NEI, PLP). Primeramente, se generaron las matrices
de presencia y ausencia de los diferentes loci polimoérficos y se corrieron en el programa

AFLP-SURV 1.0, este programa, infiere la heterocigosidad esperada, la desviacion
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estandar, PLP y el error estandar de la diversidad genética S.E (He). Por ultimo, en el
(objetivo 4) se infirieron apareamientos entre parientes cercanos de C. palmata, que utiliza
el coeficiente de endogamia (FIS) y que dentro del mismo programa AFLP-SURYV 1.0, se
pueden hacer las corridas especificando (FIS = 0.25, cruce entre medios hermanos), (FIS
= 0.5, cruce entre padres, que resulté ser hermanos completos) y (FIS = 1, que demuestra
individuos que se autopolinizan) todos con 1000 Bootstrap.
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RESUMEN DEL CAPITULO Il

En este apartado se describe a los materiales y métodos para el desarrollo del trabajo de
investigacion, en la seccion 2.1, se muestran los sitios de colecta en la region norte de
Campeche. En la seccion 2.2.1 y 2.2, se encuentran los sitios del cultivo de plantas
propagadas a partir de rizomas, un panorama de todos los cultivos muestreados y sus
caracteristicas de cultivo, en el subtema 2.2.3, se describen a las lineas de plantas
propagadas partir de semillas con sus caracteristicas del cultivo, en el subtema 2.3 se
describe el protocolo para la extraccién del ADN gendmico, para la seccién 2.4 se propone
la estandarizacion de los marcadores de Polimorfismo Amplificado Inter-Retrotransposones
(IRAP). Y en la seccion 2.5, la estandarizacion de los marcadores del Polimorfismo dirigido
al Codon de Inicio de la Traduccion (SCoT), en la seccion 2.6 describe los estudios de la
diversidad genética, y del criterio para el conteo de bandas para la determinacion del
polimorfismo, asi como de los parametros que determinan la diversidad genética (PIC, NEI

y el indice de Shannon Wiener).
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CAPITULOII

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Sitio de estudio

El cultivo de C. palmata, se presenta en varias localidades del norte del estado de
Campeche, los sitios de estudio se ubican en el interior de la Ex Hacienda Santa Cruz y en
los huertos familiares de sus alrededores, se muestrearon nueve plantaciones y se

georreferenciaron (Figura 10; Cuadro 3).

Figura 10. Imagen satelital de los nueve sitios de muestreo de C. palmata en plantas por
rizoma, en la region norte de Campeche, México.
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2.2. MATERIAL BIOLOGICO

2.2.1 Plantas propagadas por rizoma de C. palmata

Se muestrearon un total de 34 plantas propagadas por rizoma, entre tres y ocho plantas por

sitio de estudio (Cuadro 3) (Figura 11). Los cultivos mas alejados del casco de la hacienda

corresponden plantios jovenes de entre 20-50 afios y los cultivos mas longevos fueron el

sitio uno (dentro del casco de la hacienda) con aproximadamente 150 ainos, y el sitio cinco

con aproximadamente 80 afios de cultivo. El manejo del cultivo varié, con aplicaciones de

riego, empleo de agroquimicos y sistema de compostaje en alguno de los sitios. Para los

analisis posteriores se seleccionaron tres muestras representativas por sitio de muestreo.

Cuadro 3. Caracteristicas de plantas de C. palmata partir de rizoma en Campeche,

México.

Sitio de Clave de
muestreo muestra

1 H1

H2
H3
H4
HS
H6
H7
H8

2 B1

B2
B3
3 C1
c2

C3

4 c4

D1
D2
D3

E2

E3
E4

Caracteristicas del Morfologia: PE Total, de
cultivo plantas
Anfos aproximados del PEP 8
cultivo: 150
Enfermedades por plaga: PE
no PE - FS
Sistema de riego: si PE
Suministro de nutricién: PE
compostaje con hojas PE
secas. PE
PE-FS, plantas
altas.
Datos no proporcionados. PEP 3
PEP
PEP
Afos aproximados del PE - FS 4
cultivo: 30 PE-FD- planta
Enfermedades por plaga: enana
no PE - FS
Sistema de riego: si PE-FS
Suministro de nutricion: PE -FS
ninguno
Afos aproximados del PE - FS 3
cultivo: PE - FS
Enfermedades por plaga: PE -FS

Sistema de riego: si
Suministro de nutricion:

ninguno

Afios aproximados del PE -FD 4
cultivo: 80 PE -FS
Enfermedades por plaga:

no PE - FS

Sistema de riego: si PE-FS

Suministro de nutricion:

ninguno

Hace 32 afios el cultivo se
murié por la humedad del
huracan Gilberto, pero

Georreferenciacion

20° 23, 53" N 90 12, 26.8" W

20°23,54.6"N 90 14,22.7" W

20°23,4.6" N90 14 22.7" W

20,24’ 0.1.8 “N 90° 14, 25. 8
“W.
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volvieron a salir plantas
del rizoma principal.

6 F Afos aproximados del PE-FS 3 20,24’ 0.1.8 “N 90° 14, 25. 8
cultivo: 27 “W.
Enfermedades por plaga:
ninguno

Sistema de riego: si
Suministro de nutricion:
ninguno.
G Afos aproximados del PE-FS 3 20, 24’ 0.0.5 “N 90° 14, 24.8 “W
cultivo: 15 afios
Enfermedades por plaga:
ninguno
Sistema de riego: si
Suministro de nutricion:
ninguno
8 Afios aproximados del PE-FS 3 20, 32" 52.1 “N 90° 14, 12.7 “W
cultivo: 30 afios
Enfermedades por plaga:
ninguno
Sistema de riego: si
Suministro de nutricion:
compostaje
9 J Afos aproximados del PE-FS 3 20, 23'53.2 “N 90° 14, 05. 1“W
cultivo: 20 afios
Enfermedades por plaga:
ninguno
Sistema de riego: si
Suministro de nutricion:
compostaje
Total, de individuos 34 plantas

*Presencia de estipulas (PE): Crecimiento de una estructura de apariencia cuneiforme en la base de la hoja.
(PEP), Presencia de estipulas pequefias. FS: Fibra suave, FD: Fibra dura. Simbologia: de la A- I: Representan

a los nueve sitios de muestreo

2.2.2 Sitios del cultivo de plantas propagadas a partir de rizomas

Se muestrearon primeramente 8 plantas en el interior del casco de Ex hacienda Santa Cruz,
primeramente, en la entrada (3 plantas), parte central (3) plantas y al final del casco de la
Ex hacienda (2 plantas). Las caracteristicas, fueron secciones de hojas jovenes que se
humedecieron con agua destilada estéril, se envolvieron en papel sanita, posteriormente se

metieron en una bolsa, se etiquetaron y se resguardaron en una nevera con hielo.
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Figura 11. Plantaciones en policultivo de C. palmata via rizoma. Son nueve sitios
muestreados en la region norte de Campeche. Los recuadros indican el numero de sitio

de muestreo.

2.2.3 Plantas propagadas a partir de semillas
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Las plantas de C. palmata incluidas en el trabajo son adultas, aproximadamente de cuatro
afios de edad y fueron obtenidas a partir de semillas germinadas en condiciones in vitro y
adaptadas a casa sombra con riego constante y fertilizacién cada tres meses con macro y
micronutrientes (Poly-feed® 1g/L). La Figura 12 representa a las lineas de plantas
obtenidas a partir de semillas y el Cuadro 4, describe un total de 127 lineas con sus
respectivas replicas. Para este trabajo se incluyeron 56 plantas de diferentes lineas.

Cuadro 4. Registro de lineas a partir de semillas

Numeracion Linea de Lineas hermanas | N.° de plantas
plantas
1 10.7 104 2
2 11.3 11.4 2
3 12.3 12.7 2
4 13.8 13.6-13.4 3
5 14.7 - 1
6 15.5 15.7 2
7 16.3 - 1
8 17.7 174 2
9 18.7 18.3- 18.10 3
10 19.8 19.7 2
11 21.5 21.3 2
12 20.6 20.7 2
13 22.7 22.5 2
14 23.5 23.4-23.7 3
15 247 24.8 2
16 25.11 25.10 2
17 26.3 26.7 2
18 27.7 27.8 2
19 28.4 - 1
20 29.7 29.5 2
21 30.6 30.7 2
22 41.7 41.8 2
23 42.6 - 1
24 43.6 43.2-43.3 3
25 44.9 44.4 2
26 45.8 45.6-45.7 3
27 46.4 - 1
28 47.6 47.5 2
Total, de 56
lineas
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* Nomenclatura: L: linea; S: semilla, la numeracion indica por ejemplo LS10.5 =linea 10.5.
Los recuadros con (-), indican lineas unicas. Las lineas hermanas son plantas a partir de la planta original, por

ejemplo, de la linea = 18.7, sus lineas hermanas son 18.3 y 18.10.

Figura 12. Plantas propagadas partir de semillas de C. palmata(A), B) lineas cultivadas

en casa sombra, C) linea evaluada, nomenclatura (S12.3).

2.3 Extraccion de ADN genémico

La extraccion de ADN gendmico total se realizé por el método de CTAB modificado
(bromuro de cetiltrimetilamonio) Kumar & Agrawal (2019), modificado del protocolo para
cocotero (Edwards et al., 1991) (Protocolo Anexo: 1) que utiliza un analogo del beta-
mercaptoetanol, el mono-tyacilgicerol y 5 gr de tejido de hoja joven. La calidad del ADN, se
verificd en geles de agarosa al 1%, con EtBr 2 L, con un tiempo de corrida de 30 min a
90V. El gel se visualizd en un transiluminador, marca ChemiDoc ™ MP Imaging System -
BIO-RAD. La calidad y la concentracion del ADN, se determinaron con equipo nanodrop
2000 marca THERMO SCIENTIFIC ©.
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2.4 Marcadores de Polimorfismo Amplificado Inter-Retrotransposones (IRAP).

Una vez obtenidas las muestras de ADN, se procedié a estandarizar los marcadores
moleculares, estos fragmentos permitieron el analisis mediante pruebas de PCR, para ello
se usaron siete marcadores basados en retrotransposones los LTR, como lo describe el

Cuadro 5, que enlista a los LTR con relacion a la secuencia y la orientacion.

Cuadro 5. Marcadores LTR, secuencia y orientacion.

Retrotransposon | Tm Secuencia Orientacion del
retrotransposon
NIKITA 58 | CGCATTTGTTCAAGCCTAAACC NIKITA
SUKKULA 66 | GATAGGGTCGCATCTTGGGCGTGAC SUKKULA mm)
5LTR1 63 | TTGCCTCAGGGATATTTCCAACA BARE-1 ﬂ
5'LTR2 58 | ATCATTGCCTCTAGGGGCATAATTC BARE-1 4mm
3LTR 69 | TGTTTCCCATGCGACGTTCCCCAACA BARE-1 mm)
LTR 6149 61 | CTCGCTCGCCCATACATCAACCGCGTTTATT BARE-1
LTR 6150 62 | CTGGTTCGGCCCATGTCTATGTATCCACACATGTA BARE-1 H

**Referencia Teo-How et al., 2005. Journal Plant Biology.

2.5. Estandarizacion de los marcadores moleculares IRAP

Se estandarizaron las condiciones de los marcadores IRAP (NIKITA, SUKKULAy la 3'LTR)
que generaron diferente loci polimdrfico en Carluvodica palmata. Las condiciones de
reaccion se describen en el siguiente Cuadro 6, basandose en el protocolo descrito por
(Lapina et al., 2012), que utilizé agua libre de nucleasas 17.7 uL, buffer con Mg 10X, 2.5 uL
marca (Dream Taq Buffer INVITROGEN®), DNTP MIX (INVITROGEN®) 2.5 L, el cebador
en este caso NIKITA 2.5 L, el templado de ADN a una concentracion (50 ng) 2 uL, y, por
ultimo, se le adiciono el ADN polimerasa INVITROGEN®0.3 uL, a una concentracion final
de 25 L.
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Cuadro. 6. Relacién de la reaccion de PCR (IRAP).

Reaccién de PCR 1 reaccion

Agua libre de nucleasas 17.7

10X Dream Taq Buffer 2.5puL
dNTP Mix, 10 Mm (INVITROGEN) 0.5 uL
Cebador 2.5 uL
Templado de DNA (50 ng) 2 uL

Dream Tag DNA Polymerase 0.3 pL
volumen final 25uL

Una vez terminada la reaccion de PCR, se colocan en un programa de amplificaciones para
los IRAP. Las condiciones son las siguientes: desnaturalizacion: 5 minutos a 94°C, seguido
de 60 segundos a 94°C, 60 segundos a 42 °C, 60 segundos a 72°C y una extension final
de 72°C por 10 minutos, en 40 ciclos. Cuadro 4. Terminadas las reacciones de PCR, se
verificaron en geles de agarosa al 1.5 % con EtBr. 1 yL, mas buffer de carga 6x y 5 yL de
muestra, posteriormente se desarrollé a 75 V, durante 90 min, se usé una escalera como
referencia de 1kb de INVITROGEN®. Finalmente, el gel de agarosa fue revelado en el
transiluminador para la verificacion de bandas monomoérficas y polimérficas.

2.6. Estandarizacion de los marcadores moleculares SCoT

Se utilizaron 36 marcadores moleculares SCoT (Polimorfismo dirigido al codén de Inicio de
la traduccion=SCoT). La estandarizacién por PCR, para un volumen final de 25 pL, contiene
siguiente: agua libre de nucleasas, buffer de reaccion 10X (MgCl,, 3Mn), 2 yL ADN
genodmico (50ng), un unico cebador (0.4 mM), dNTPs (10 mM) y la Taq polimerasa 0.3 uL
(Cuadro 7).

Cuadro 7. Relacién de la reaccién de PCR (SCoT).

Reaccién de PCR 1 reaccién

Agua libre de nucleasas 17.7
10X Dream Taq Buffer 2.5 L
dNTP Mix, 10 Mm 0.5 uL
(INVITROGEN)

cebador SCoT 0.5 L
Templado de ADN (50 ng) 2 L
Dream Tag DNA Polymerase 0.3 uL
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Volumen final 25 uL

Una vez terminada la reaccion se colocaron en un programa de amplificaciones para los
SCoT. Desnaturalizacion: 3 minutos a 94°C, seguido de 30 segundos a 94°C, 1 minuto
segundos a 50°C, 2 minutos a 72°C y una extension final de 72°C por 10 minutos, en 36
ciclos. Finalmente, terminadas las reacciones de PCR, se verificaron en geles de agarosa
al 1.5 % con EtBr. 1 uL, mas buffer de carga 6x y 10 yL de muestra. Posteriormente se
desarrolla a 75 V, durante 60 min, se coloca una escalera de 1kb (3 uL), finalmente el gel
de agarosa fue revelado en el transiluminador para la verificacion de bandas polimorficas.

2.6.1 Analisis de la diversidad genética

Se registrd de manera visual la presencia (1) y ausencia (0) de bandas claras, se consideré
que cada banda de diferente peso molecular era un locus. Para cada marcador molecular
IRAP (NIKITA, 3'LTR y SUKKULA) se construyé una matriz de presencia-ausencia y otra
matriz para los marcadores SCoT (SCoT-3, SCoT-5y SCoT-18).

2.6.2 Estimadores de la diversidad genética

El contenido de la informacién polimdrfica (PIC) (Botstein, 1980) Polymorphism Information
Content (PIC) indica el poder discriminatorio de un marcador molecular, en relacién con
otros marcadores y la eficiencia para la determinacion de loci polimérficos (Zhang et al.,
2021; Serrote et al., 2020) como lo muestra la siguiente formula.

e PIC=1-%p2-%(2.pi*.pj?)

e Donde Pi es la frecuencia del i-ésimo alelo.

e Criterios:

e PIC > 0.5, es altamente informativo o se refiere a locus que son altamente

polimorficos.
e PIC > 0.25 razonablemente informativo

e PIC < 0.25 poco informativo (Zhang et al., 2021)

La diversidad genética se determind con el indice de Shannon, este indice se utiliza con
frecuencia para medir la diversidad genética (Sun & Ren, 2021)

La determinacion de los estimadores de la diversidad genética, el porcentaje de loci
polimérfico (PLP) y la heterocigosidad esperada (He), se estimaron con el programa AFLP-
SURV 1.0 (Vekemans V., 2002). En este programa, las frecuencias alélicas para cada
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matriz se obtuvieron empleando un método Bayesiano con un priori de frecuencias no
uniformes, asumiendo los valores para apareamientos endogamicos, FIS = 0.25 indicaria
parentesco entre medios hermanos, parentesco entre hermanas completas FIS = 0.5y FIS

= 1 demostraria autopolinizacion con un total de 1000 Bootstrap.

En la region norte de Campeche el cultivo de C. palmata estaria enfrentando diversos
escenarios de apareamiento entre parientes cercanos, que generaria posibles eventos de
endogamia. Esto es debido a la propagacién exclusiva por rizoma (hijuelos), ya que los
agricultores de la region, eliminan las inflorescencias e infrutescencias inmaduras. Esta
practica, esta basada en la observacion empirica, donde los agricultores lo atribuyen al
decaimiento prematuro de la planta si permiten la maduracién de las estructuras
reproductivas, para inferir estos escenarios tomaremos FIS = 0.25, FIS = 0.5, y FIS =1,

para determinar apareamientos dentro de la especie.
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RESUMEN DEL CAPITULO Ili

En el capitulo I, en el subtema, 3.1.2, se corroboraron y evaluaron perfiles utilizando dos
sistemas de marcador de tipo dominante, para los dos sitios de propagacion se evaluaron
diferentes loci de entre 550 pb y 3000 pb. En el subtema 3.2, se demostr6é el poder
discriminatorio de los diferentes marcadores moleculares (IRAP y SCoT), con la generacién
del contenido de informacion polimérfica (PIC), y el indice de Shannon Wiener que
determina la diversidad alélica, el subtema 3.3.1 y 3.3.2, se demostré la estimacion de la
diversidad genética de NEI, con los marcadores moleculares IRAP y los SCoT,
demostrando que estos marcadores resultan ser funcionales para estudios de variabilidad
genética en C. palmata, en el subtema 3.4 y 3.4.1, se estimé la diversidad genética y se
determinaron los escenarios de cruza entre parentales en plantas propagadas por rizomas
y en plantas de propagadas por semillas, utilizando el coeficiente de endogamia (FIS = 0.25,
0.5y 1).
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3.1. RESULTADOS
3.1.2 Reproducibilidad de los marcadores moleculares IRAP y SCoT en C.

palmata

Se corroboraron y evaluaron perfiles de los marcadores utilizando plantas propagadas por
rizomas y de plantas propagadas por semillas. En figura 13-A-B, el marcador SUKKULA
genero siete loci, con bandas entre 550 pb y 3000 pb, donde tres loci (700 pb, 1300 pb y

1500 pb) fueron monomorficos para los dos grupos de propagacion.

Se validaron los marcadores SCoT en plantas a partir de rizomas con la generaciéon de

bandas 400 pb y 3000 pb. En la Figura (13-A-B), el marcador molecular SCoT-18 generd

nueve loci y bandas de 700 pb, 1300 pb y 1500 pb, que mostraron monomorfismo para los

dos grupos de propagacion. Los resultados demuestran que ambos marcadores

moleculares son reproducibles e informativos para la diferenciacién genética de C. palmata.
A SUKKULA EN PLANTAS PROPAGADAS POR SEMILLAS

9 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 KB 23 25 26 27 28 -C +C -1KB 12

B SUKKULA EN PLANTAS PROPAGADAS POR RIZOMA

1kB H1 H2 H3 B1 B2 B3C1 C2C3 D1 D2 D3 1 R F3 Gl G2 G3 1 R B-N 2 1B L B 1B K1 K2 K3 L1 2 13

Figura13. Perfiles de amplificaciz’)n con a marcador moIecuIé\r SUKKULA. La figura 13-A,
son plantas propagadas a partir de semillas de C. palmata y la figura 13-B plantas

60



propagadas por rizoma. Las condiciones: 1.5 % de agarosa en un tiempo de corrida de
75V por 70 min. MPM: 1KB Plus Ladder Invitrogen.

A SCoTEN PLANTAS PROPAGADAS POR SEMILLAS

iKB1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 1314 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 C 27 28

B SCoT EN PLANTAS PROPAGADAS POR RIZOMA

1KB H1 H2 H3 B1 B2 B3 €1 C2C3 D1 D2 D3 F1 F2 F3 G1 G2 G3 11 12 13 )1 )2 3 -CD2 J3 D3 F1
15, 000

3000
2,000
1650

1000
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Figura 14. Perfiles de amplificacién con el marcador SCoT. La figura 14-A, son plantas
propagadas a partir de semillas amplificado con el marcador molecular SCoT-18. La
figura 14-B, son plantas propagadas por rizoma. Las condiciones: 1.5 % de agarosa en
un tiempo de corrida de 75 V por 70 min. MPM: 1KB Plus Ladder Invitrogen.

3.2 Poder discriminatorio de los marcadores moleculares

En plantas propagadas por semillas y propagadas por rizoma se generaron siete loci
polimérfico con el marcador molecular SUKKULA vy utilizando el marcador molecular SCoT-
18, que generaron nueve loci polimérficos (Cuadro 8). Basado en los indices de contenido
polimérfico y de Shannon Wiener, los loci demostraron una baja diversidad genética
intraespecifica generando un (PIC > 0.28) en plantas propagadas por rizoma utilizando el
marcador molecular SUKKULA. Con el marcador molecular SCoT-18 se obtuvo un (PIC >

0.30) en plantas propagadas por semillas. Para ambos grupos genéticos los marcadores
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resultaron ser razonablemente informativos y se sugiere que, SUKKULA y el SCoT-18
podrian ser utiles en evaluaciones de la diversidad genética de C. palmata en estudios
subsecuentes.

Cuadro.8. Comparacioén de la estimacion de la diversidad genética en C. palmata PIC y
H'. (Marcadores dominantes mediante indice de Contenido Polimérfico e indice de
Shannon Wiener).

Marcador molecular | Plantas propagadas por rizoma | Plantas propagadas por semillas

NB PIC H’ NB PIC H’
SUKKULA 7 0.28 0.984 7 0.24 0.9838
3'’LTR 5 0.17 0.980 5 0.25 0.9802
NIKITA 5 0.13 0.980 4 0.15 0.9808
SCoT-3 5 0.21 0.987 7 0.20 0.9868
SCoT-5 6 0.13 0.989 6 0.11 0.9859
SCoT-18 9 0.15 0.988 9 0.30 0.9880

*PIC: indice de contenido polimoérfico, *H’: indice de Shannon Wiener. *NB: nimero de bandas/ loci

3.3.1 Diversidad genética con los IRAP

La diversidad genética en C. palmata fue similar para el indice Shannon Wiener en plantas
propagadas por rizoma (H’ = 0.986) y en plantas propagadas por semilla (H = 0.981), no
demostrando diferencias significativas con los marcadores moleculares IRAP y con los
marcadores moleculares SCoT (Cuadro 8).

3.3.2 Diversidad genética de Nei con los marcadores IRAP

Utilizando 22 loci polimérficos con los marcadores IRAP, se validé el sistema marcador en
plantas propagadas por semillas y propagadas por rizoma. En el Cuadro 9, muestra el
analisis usando el indice de FIS y de los valores para el sistema de propagacion indicando
que podria ocurrir por diferentes cruzas entre plantas que son medias hermanas (FIS =
0.25), plantas hermanas (FIS = 0.5) y cuando la planta de autopoliniza (FIS = 1).

Se estimo la heterocigosidad de Nei y el nivel de parentesco con (FIS = 0.25; FIS = 0.5) con
los marcadores moleculares IRAP (SUKKULA, NIKITA, 3'LTR). Las estimaciones con un
(FIS = 0.25), con los marcadores moleculares IRAP demostrd en las plantas propagadas
por rizomas la heterocigosidad (He = 0.28149), con un error estandar (S.E He = 0.03568) y
para las plantas propagadas por semillas (He = 0.28149) y (S.E He = 0.03831), estas
estimaciones demostraron que la diversidad genética es similar y que no existen diferencias

significativas cuando se usan los marcadores IRAP.
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Los resultados fueron similares utilizando un parentesco entre medios hermanos (FIS =0.5)
que demuestran que en propagadas por semillas la heterocigosidad fue (He = 0.25352),
con un error estandar (S.E He = 0.03810) y para las plantas propagadas por rizomas (He =
0.24527) y (S.E He = 0.03132), en la Figura 15, se puede ver la grafica que muestra al
marcador molecular IRAP utilizado e indicando que no existen diferencias significativas en
plantas propagadas por semillas y en plantas propagadas por rizoma, demostrando que la
diversidad genética es similar en ambos grupos.

Cuadro 9. Estimadores de la diversidad genética. (Lynch & Milligan method), cuando FIS =
0.25 y FIS = 0.5, en Carludovica palmata, empleando 22 loci de marcadores IRAP
(SUKKULA, NIKITA, 3'LTR). Con el programa AFLP-SURV 1.0. (Vekemans V., 2002) en

plantas propagadas por semillas y plantas propagadas por rizoma.

Marcadores | Plantas de | N.° de N.° Locus PLP He S.E. (He)
IRAP propagaci | individuos | de por
on loci grupo
FIS 0.25
(SUKKULA, Semillas 28 22 15 68.2 0.27505 0.03831
NIKITA,
3’LTR) Rizomas 28 22 17 77.3 0.28149 0.03568
FIS 0.5
(SUKKULA, Semillas 28 22 15 68.2 0.25352 0.03810
NIKITA, Rizomas 28 22 18 81.8 0.24527 0.03132
3’LTR)

NLocP: numero de loci polimorfico en 5%. Evalda las frecuencias alélicas (0.05- 0.95).

*PLP: Porcentaje de loci polimorfico 5%.

*He o Hj: Heterocigosidad esperada, en proporcion de datos genotipicos de Hardy-Weinberg indica la
diversidad genética.

*S.E. (He): Error estandar de la diversidad genética.

*FIS (0.25y 0.5, H&W asume) 1000 Bootstrap.
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Figura15. Grafico de la heterocigosidad determinada con los marcadores IRAP. Plantas
propagas por semillas y en plantas propagadas por rizomas, (He) =heterocigosidad
esperada.

3.3.3 Loci polimérfico con los marcadores moleculares SCoT

Identificamos el comportamiento del sistema marcador SCoT en relacion con las plantas
propagadas por rizomas y de plantas propagadas por semillas, se estimo el parentesco (FIS
=0.25y FIS = 0.5), con 26 loci polimérfico de marcadores moleculares SCoT. En el Cuadro
10, determinamos la heterocigosidad esperada con (SCoT-3, SCoT-5, SCoT-18) con un
mayor contenido de loci polimérfico el PLP (73.1), en plantas propagadas por semillas a
diferencia de un PLP (69.2) en plantas propagadas por rizomas.

Los resultados del parentesco con medios hermanos (FIS =0.25) demostraron en
propagadas por rizomas una heterocigosidad esperada (He = 0.29560) y (S.E He =
0.03665) y en plantas propagadas por semillas (He = 0.26788) y (S.E He = 0.03003)
demostrando diversidad genética similar.

Cuando asumimos un parentesco entre hermanos con (FIS =0.5), los resultados indicaron
que la heterocigosidad esperada en plantas propagadas por rizomas (He = 0.25861) tuvo
un error estandar (S.E He = 0.03455), para las plantas propagadas por semillas la (He =
0.23249) y (S.E He = 0.02966) resultaron son muy similares no evidenciando diferencias
significativas.

En la Figura 16, el grafico demuestra que utilizando los marcadores SCoT, con el
parentesco entre medios hermanos (FIS = 0.25) y con hermanos completos (FIS = 0.5) la

diversidad genética es similar y no existen diferencias significativas esto sugiere que bajo
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la cualquiera de los sistemas de propagacion C. palmata tiene heterocigosis similar y que
puede estar asociada al proceso de seleccion de los individuos en la region norte.

Cuadro 10. Estimadores de la diversidad genética. (Lynch & Milligan method), cuando FIS
=0.25y FIS = 0.5, Carludovica palmata, empleando (26) loci de marcadores SCoT (SCoT-
3, SCoT-5, SCoT-18) Con el programa AFLP-SURV 1.0 (Vekemans V., 2002) en los dos
grupos genéticos.

Marcadores Grupos | N.°de N.° de Locus por | PLP He S.E.(He)
SCoT individuo | loci poblacién
S
FIS = 0.25
(SCoT-3, Semillas 28 26 19 73.1 0.26788 | 0.03003
SCoT-5,
SCoT-18) Rizomas 28 26 18 69.2 | 0.29560 | 0.03665
FIS =0.5
(SCoT-3, Semillas 28 26 19 73.1 0.23249 | 0.02966
SCoT-5, Rizomas 28 26 18 69.2 | 0.25861 | 0.03455
SCoT-18)

*NLocP: numero de loci polimoérfico en 5%. Evalda las frecuencias alélicas (0.05- 0.95).

*PLP: Porcentaje de loci polimérfico 5%.

*Heo Hj: Heterocigosidad esperada, en proporcién de datos genotipicos de Hardy-Weinberg indica la
diversidad genética.

* S.E. (He): Error estandar de la diversidad genética.

*FIS (0.25y FIS = 0.5, if H&W asumen) 1000 Bootstrap.
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Figura 16. Gréfico de la heterocigosidad determinada con los marcadores SCoT. En
plantas propagas por semillas y en plantas propagadas por rizomas, (He)
=heterocigosidad esperada.
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3.4 Escenarios del parentesco en C. palmata

Se utilizo el criterio de Hardy-Weinberg, que infiere apareamientos no aleatorios dentro de
una poblacién y cuando se asume un parentesco dentro de la especie se toma el valor de
(FIS = 0.25), demostrando ser medios hermanos, con hermanos completos (FIS =0.5) y
cuando la misma planta (planta que sufre autopolinizacion) (FIS= 1). En el Cuadro 11, se
estimo el parentesco y la heterocigosidad esperada con los marcadores moleculares IRAP

y los marcadores moleculares SCoT como un estimador de la diversidad genética.

En los resultados del parentesco con medios hermanos (FIS =0.25) se demostré una
heterocigosidad esperada en plantas propagadas por semillas (He = 0.27056), y (S.E He =
0.02363) y en plantas propagadas por rizomas (He = 0.28920), un (S.E He = 0.02544)
resultando una diversidad genética similar. Cuando asumimos un parentesco entre
hermanos con (FIS =0.5) la heterocigosidad esperada de plantas propagadas por semillas
(He = 0.24159) y (S.E He = 0.02341) y en plantas propagadas por rizomas (He = 0.25260)
y (S.E He = 0.02335) demostrando diversidad genética similar sin diferencias significativas.
3.4.1 Parentesco en plantas con autofecundacion

El ultimo escenario (Cuadro 11: FIS = 1), demostraria lo que sucede en funcién de la
heterocigosidad esperada con la misma planta. En el Cuadro 11, los resultados indicaron
que el numero de loci polimérfico disminuye en las plantas propagadas a partir de semillas
(NLP = 29), mientras que en plantas propagadas por rizomas es mayor (NLP = 36), la
heterocigosidad esperada en plantas propagadas a partir de semillas (He = 0.20504) y (S.E
He = 0.02365) y en plantas propagadas por rizomas (He = 0.29735) y (S.E He = 0.02065)
demostré que utilizando ambos marcadores moleculares (IRAP y SCoT) la heterocigosidad
esperada resulté ser similar para los dos grupos genéticos sin diferencias significativas y
cuando la plantas se autopolinizan.

En la Figura 16, el grafico demuestra que utilizando los marcadores moleculares IRAP y
SCoT, en relacidon con el parentesco entre medios hermanos (FIS = 0.25), con hermanos
completos (FIS = 0.5), con la misma planta (FIS = 1) la diversidad genética es similar y no
existieron diferencias significativas, esto sugiere que bajo la cualquiera de los sistemas de
propagacion la especie tiene heterocigosis similar y que puede estar asociada al proceso
de seleccion de los individuos heterocigoticos “congelados” demostrando el sistema de

cultivo y la propagacion clonal de C. palmata en la region norte.
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En el caso de las plantas propagadas por semillas bajo los sistemas de apareamientos
entre plantas (cruzas de medias hermanas, hermanas completas o auto-fecundacion), se
demostré la incapacidad de incrementar la diversidad genética en las lineas de plantas a
partir de semillas, demostrando una diversidad genética limitada.

Cuadro 11. Estimadores de la diversidad genética. (Lynch & Milligan method), cuando
FIS =(0.25, 0.5y 1) en Carludovica palmata, empleando 48 loci y utilizando tres
marcadores IRAP (SUKKULA, NIKITA, 3'LTR), y cuatro marcadores SCoT (SCoT-3,
SCoT-5, SCoT-18) computado con el programa AFLP-SURV 1.0. (Vekemans V., 2002).

[+
Grupos _N..de N.°deloci | NLocP | PLP He S.E.(He)
individuos
FIS =0.25
Propagacion por 28 48 34 | 708 027056  0.02363
semilla
Propagacion por 28 48 36 | 750 028920  0.02544
rizoma
FIS =0.5
Propagacion por 28 48 34 | 708 024159 | 0.02341
semilla
Propagacion por 28 48 36 | 750 025260  0.02335
rizoma
FIS=1
Propagacion por 28 48 29 | 60.4 020504 @ 0.02365
semilla
Propagacion por 28 48 36 | 750 029735  0.02065
rizoma

NLocP: nimero de loci polimérfico en 5%. Evaluda las frecuencias alélicas (0.05- 0.95).

*PLP: Porcentaje de loci polimérfico 5%.

*He o Hj: Heterocigosidad esperada, en proporcion de datos genotipicos de Hardy-Weinberg indica la
diversidad genética.

*S. E (He): Error estandar de la diversidad genética.

*FIS (0.25, 0.5, 1. H&W assumed) 1000 Bootstrap.
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Figura 17. Grafico de la heterocigosidad esperada en plantas propagas por semillas y en
plantas propagadas por rizomas en relacion con el parentesco entre medios hermanos (FIS
= 0.25), hermanos completos (FIS = 0.5) y con plantas de autopolinizacién (FIS = 1).
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CAPITULO IV

4.1 DISCUSION

4.1.2 Reproducibilidad del marcador (IRAP-SCoT)

De los siete marcadores Inter-retrotransposones (IRAP), descritos para cebada tres
resultaron reproducibles en C. palmata (SUKKULA, 3’LTR y NIKITA) (Shirasu et al., 2000).
Los resultados demostraron la robustez del marcador molecular SUKKULA, en la
generacion de diferentes loci polimérfico e indicaron que son razonablemente informativos
con un (PIC <0.25) (PIC = 0.28) en plantas propagadas por rizomas (PIC = 0.24) y en
plantas propagadas a partir de semillas (Cuadro 8). Botstein et al., (1980), afirmaron que el
contenido de informacién del polimorfismo (PIC), es el resultado de los loci totales e que
demuestran el poder discriminatorio del marcador molecular, por tanto, los marcadores
IRAP utilizados fueron adecuados para los analisis de PIC en C. palmata, asi como la
eficiencia y la robustez del marcador molecular empleado. Existen 36 marcadores
moleculares SCoT descritos para arroz (Collard & Mackill, 2009), nuestro trabajo demostré
que 34 marcadores moleculares presentaron bandas monomoérficas, y solo tres generaron
diferente loci polimérfico (SCoT-3, SCoT-5, y SCoT-18) y unicamente el SCoT-18 generd
loci polimérficos que fueron razonablemente informativos (PIC < 0.25), con un (PIC = 0.15)
en plantas por rizomas y un (PIC = 0.30) en plantas por semillas, que demostré que el SCoT
18 es adecuado para determinacion de polimorfismo. En un estudio realizado en la especie
Crocus sativus, se evaluaron los marcadores moleculares IRAP, con el marcador molecular
SUKKULA se generaron diferentes loci polimérfico, y con el marcador molecular NIKITA se
generaron unicamente monomorfismo y sin diferencias significativas en la diversidad
genética en los en relacion con los sitios evaluados (Alsayied et al., 2015). En nuestro
trabajo al igual que el estudio con Crocus sativus, SUKKULA gener6é mayor polimorfismo a
diferencia que NIKITA gener6 monomorfismo en plantas propagadas por rizoma y en
plantas propagadas por semillas (Cuadro 8). La reproducibilidad del marcador SUKKULA
demostré un (PIC = 0.28) en plantas propagadas por rizomas y un (PIC = 0.30) en plantas
propagas por semillas con el marcador molecular SCOT-18, esto demostrd que para cada
grupo genético el marcador funciona en la determinacién de distinto loci polimoérfico (Cuadro
8) y (Figura 13-A-B, 14-A-B). Cuantitativamente el grado de polimorfismo se mide con la
heterocigosidad (Nei & Roychoudhury, 1974). Para las plantas propagadas por rizomas y

en plantas propagadas por semillas el indice de contenido polimérfico fue mayor que (PIC
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2.5) e indico que los marcadores utilizados son funcionales para C. palmata. Serrote et al.,
(2020), en su clasificacién de los valores de PIC, mencionan que un valor de PIC (0 a 0.10)
indica una baja reproducibilidad de un marcador dominante, mientras que un PIC (<2.5)
indica alta reproducibilidad del marcador molecular, nuestros resultados validados con los
marcadores IRAP y SCoT demostraron ser adecuados para los analisis de la variacion
genética en C. palmata.

La generaciéon de bandas polimdrficas con el marcador molecular SUKKULA de 500 pb,
1000 pb, 15000 y 3000 pb no mostraron loci especificos en nuestro estudio. Mientras que
el estudio realizado por Alsayied et al., (2015) con Crocus se generaron bandas desde 100
pb hasta aproximadamente 4 kb, ademas, de la ausencia de bandas (alelos nulos), que
fueron tomados como accesiones con distinto loci polimoérfico. En nuestro trabajo al igual
Crocus sativus, utilizando el marcador molecular SUKKULA, la presencia de bandas en la
posicion 600 pb, en plantas por rizomas con un loci polimérfico en la posicion 600 pb (Figura
13-A-B), permitié determinar la diversidad genética. Sathapondecha et al., (2021), en sus
analisis moleculares con los marcadores SCoT, validaron como mejor marcador molecular
SCoT-18, en comparacién con los RAPD, resultando ser reproducible para diferentes
especies monocotiledéneas, como, en arroz (Oryza sativa), en palma aceitera (Elaeis
guineensis), y en cebolla (Allium cepa), en nuestro estudio el SCoT-18 es un adecuado
marcador polimdrfico, pero no demostré diferencias significativas para los diferentes loci
polimdérfico (Cuadro 10). Por otra parte, el SCoT-10, SCoT-20 y SCoT-36n0 amplificaron
para ninguna de las muestras de ADN en C. palmata, indicando que estos dos marcadores
no son funcionales para la especie.

4.1.3 Diversidad genética con el indice de Shannon y Nei

Se determind con el indice de Shannon-Weiner la diversidad alélica total en plantas
propagadas por rizoma y en plantas propagadas a partir de semillas, el indice (I- H’) mide
la diversidad total y diversidad genética Sun & Ren, (2021). Los resultados el indice de
Shannon-Weiner fueron (H’ = 0.986) en plantas propagadas por rizomas, y en las plantas
propagadas a partir de semillas (H' = 0.981) estos resultados sugieren que en los sistemas
de propagacion hay una diversidad genética limitada. En sus estudios (Saboori et al., 2019),
estimaron la diversidad genética en cultivares de palma datilera que utilizaron diferentes
parametros de la diversidad genética, en sus resultados el numero de loci polimérfico
estimado con marcadores moleculares SCoT en palma datilera fue menor (PLP =62.5% a

67.86%) comparado con C. palmata (PLP 69.2% a 73.1%). Estos resultados sugieren que
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la diversidad alélica en palmas cultivadas puede ser similar y cuando las especies provienen
de sistemas de propagacion diferente. En nuestros analisis, se incluyeron a los marcadores
SCoT para la determinacién de la diversidad genética; el indice de Shannon (l), (Ne), (HE)
y el (PLP), en plantas de propagacion a partir de rizomas y en plantas de propagacion a
partir de semillas en comparacion con cultivares con mayor diversidad en palmata datilera
resulté que (I = 0.348, He = 0.233 y PLP = 67.86) en el cultivar Mazafati y en el cultivar
Kalooteh (I = 0.311, He = 0.206 y PLP = 62.5) que demostraron niveles moderados de
diversidad genética con los diferentes loci utilizando a los marcadores moleculares SCoT.
En nuestro estudio, también se usaron diferentes estimadores de la diversidad genética
como el indice de Shannon (I, o H’), (Ne), (HE) y el (PLP), para los dos grupos de
propagacion y con los marcadores (IRAP y SCoT). Nuestros resultados con los IRAP
(SUKKULA) en plantas propagadas a partir de rizomas demostré una heterocigosidad
esperada (He = 0.2892) y (PLP = 75%) mientras que en plantas de propagacion por semillas
(He=0.27056) y (PLP =75%) (Cuadro 11), el uso de los marcadores moleculares no mostré
diferencias significativas en relacién con la diversidad genética y con el tipo de propagacion,
pero destaca ser limitada para ambos grupos de propagacién. Entre los factores que
estuvieran limitados a la especie es amplio, entre ellos, en la reproduccion sexual (limitacién
para la produccién de semillas), la propagacion exclusivamente clonal, asi como
cruzamientos entre parentales.

4.1.4 Parentesco en individuos de C. palmata

C. palmata en la region norte de Campeche esta enfrentando cruce entre parentales como
lo demuestran los estudios realizados con el coeficiente de endogamia FIS, este estimador
determina apareamientos entre los individuos de una poblacién y tiene relaciéon con la
heterocigosis (Pérez-Pereira et al.,2022; Pifiero et al., 2010). En C. palmata el coeficiente
de endogamia (FIS = 0.25) demostro la diversidad genética para ambos grupos, resultando
(He = 0.028920) en plantas propagadas por rizomas y (He = 0.02756) en plantas
propagadas a partir de semillas, ante este escenario los apareamientos entre medios
hermanos la heterocigosidad esperada resulto similar no existiendo diferencias
significativas. Cuando se utiliza (FIS = 0.5), el cruce entre parentales da como resultado en
hermanos completos (Cuadros 10 y 11), la heterocigosidad esperada de plantas
propagadas por semillas (He = 0.24159) y (S.E He = 0.02341), y en plantas propagadas por
rizomas (He = 0.25260) y (S.E He = 0.02335) demostrando una diversidad genética similar

71



sin diferencias significativas para ambos grupos. Finalmente, cuando las plantas se
autopolinizan (FIS= 1), en el Cuadro 11 y en la Figura 17, |la diversidad genética es similar
y no existen diferencias significativas, esto sugiere que bajo cualquiera de los sistemas de
propagacion, la especie tiene heterocigosis similar y que puede estar asociada al proceso
de seleccion de los individuos, mientras que en las plantas propagadas por semillas bajo
los sistemas de apareamientos entre plantas (cruzas de medias hermanas, hermanas
completas o auto-fecundacion), se demostro la incapacidad de incrementar la diversidad
genética en las lineas de plantas. En un trabajo reciente (Magige et al., 2022), utilizaron el
coeficiente de endogamia (FIS), para la identificacion de parentales, asi como la diversidad
genética en Juglans regia L. una planta que sufre polinizacion cruzada (exhibiendo su
caracter protoginia). Los resultados utilizando marcadores ISSR demostraron una baja
diversidad genética y niveles moderados de depresiéon endogamica Fts (0.20 a 0.50), la
estructura genética demostré parentales cercanos entre si, y del (PLP =97%), (NA = 3.793),
(He = 0.558), los estudios demostraron baja diversidad genética, indicando una posible
fragmentacion del habitat, reduccion del tamafo de la poblacién, y favorecia al
apareamiento entre parientes cercanos. Si, FIS es un parametro directo de la endogamia,
que indica el indice de fijacion de Wright. Cuando tenemos un valor alto de FIS, demuestra
ser positivo y significativo. La especie P. japdnica, es una especie de predominancia
reproduccion asexual y tiene alta endogamia demostrado un (FIS =0.457), que demuestra
un alto numero de homocigotos y que esta relacionada con la reproduccion vegetativa de
la especie (Dransfield, 2002). En nuestros analisis de la region norte de Campeche, en
relacién con la diversidad genética, sugieren que bajo la cualquiera de los sistemas de
propagacion la especie tiene heterocigosis similar, situacion relacionada al proceso de
seleccion de los individuos “heterocigéticos congelados” que evidencian al sistema de
propagacion clonal (reproduccion vegetativa) de C. palmata en la region norte, mientras que
en plantas que se reproducen por semillas la diversidad genética resulta similar, mientras
que en plantas propagadas por semillas bajo los sistemas de apareamientos entre plantas
(cruzas de medias hermanas, hermanas completas o auto-fecundacion), se demostré la
incapacidad de incrementar la diversidad genética en las lineas de plantas, si bien, durante
la auto-fecundacién se proporciona seguridad reproductiva cuando los polinizadores o las
parejas sexuales son raros, sin embargo, la auto-fecundacién puede ser "callejon sin salida
de la evolucién", esto demostraria, que la auto-fecundacion eventualmente conducira a la

extincion debido a la menor efectividad de la recombinaciéon y aumento de homocigotos
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(Van Ginkel et al., 2020). Por ultimo, la diversidad genética limitada en la regién norte de
Campeche, sugiere que pudieron ser diferentes eventos de recombinacion (diferentes
genotipos introducidos en el interior de la hacienda), que demuestra que ambos marcadores
IRAP (SUKKULA y 3'LTR) en los individuos evaluados dentro de la hacienda estan
mostrando que al menos dos de cada grupo (H1, H5, H3) indicando diferenciacion genética.
Entre otros factores que pudieran explicar esta diferenciacién genética, se encuentra la
presencia de retrotransposones dentro de C. palmata, que estaria beneficiando al sistema
de propagacion clonal como lo mencionan (McKey et al., 2010; Ramakrishnan et al., 2023).
Los retrotransposones, en plantas son la principal causa de variacion genética generando
cambios a nivel genético y alteraciones en los cromosomas. Los retrotransposones en su
mayoria son activados por condiciones de estrés y factores ambientales, en la actualidad
los retrotransposones LTR, son una herramienta excelente para estudiar la diversidad
geneética, asi como factores claves de la diversidad genética como; la deriva génica, la
endogamia, el flujo génico, la recombinacién genética y el equilibrio entre la mutacién
(Loveless et al.,, 1984; Ramakrishnan et al., 2023). Adicionalmente, la reduccién de la
diversidad genética tiene relacion con la disminucion de alelos (alelos homocigotos). Por su
parte, Johnson & Shaw, (2015), mencionan que, durante la disminucién de los alelos y una
baja diversidad genética puede propiciar a una depresion endogamica. McKey et al., (2010)
que afectan la reproduccién sexual (aptitud), y la disminucion la diversidad genética en

poblaciones.
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CONCLUSIONES GENERALES

En base en las estimaciones realizadas utilizando los marcadores moleculares IRAP vy
SCoT, se demostré que el marcador molecular SUKKULA y marcador molecular SCoT-18
demostraron ser funcionales y razonablemente reproducibles para la determinacién de la
diversidad genética en C. palmata, en la region norte.

La diversidad genética de C. palmata en plantas de propagacién por rizomas, demostré la
introduccion de pocos genotipos seleccionados (efecto fundador), por tanto, la diversidad
genética es limitada.

La heterocigosidad esperada en C. palmata resulté ser similar en plantas de propagacion
por rizomas y en plantas de propagacion por semillas, sin cambios significativos debido a
una base genética estrecha.

Los estudios entre parentales de C. palmata, demostraron niveles de parentesco entre
ambos grupos de propagacion sin diferencias significativas respecto a la diversidad
genética, excepto, cuando se asume que las plantas de propagacion por semillas se
generen por autofecundacion, en este caso, diversidad genética es menor en comparacion

de las plantas a partir de rizomas.

PERSPECTIVAS

Perspectivas de los estudios de la diversidad genética

Implicaciones sobre de la diversidad genética limitada en la regién norte de
Campeche

La diversidad genética de C. palmata en México es limitada debido a que la base genética
es estrecha, parte de un (efecto fundador), que inicid6 hace mas de 150 afios durante su
introduccion. Entre los factores que estan involucrados en la disminucion de la diversidad
genética, se encuentran, la limitacién del cultivo exclusivamente por propagacién
vegetativa, la domesticacion y la incapacidad de producir semillas fértiles.

Estos cuellos de botella podrian agravarse con el paso de los afios arriesgando a la especie
y ser propensos a niveles altos de endogamia, asi mismo la generacion exclusivamente por
rizomas (hijuelos) afectaria seriamente el cultivo, resultando ser propenso al ataque de
patdgenos, situacién que se desconoce en la especie y que es importante considerar en
futuros trabajos de investigacion.

Para ello se considerarian las siguientes alternativas:
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Seleccion de genotipos eficientes en la propagacion rapida (rizomas) y de calidad
de fibras.

Seleccionar genotipos de excelente produccion de hojas inmaduras para bancos
de germoplasma.

Contar con sistemas de germinacion de semillas de lineas clonales élite.
Seleccidon de genotipos de resistencia a sequia y de genotipos que presenten
resistencia a enfermedades.

Validar nuevos marcadores genéticos que permitan diferenciar lineas clonales en
campo.

Realizar otros estudios de la diversidad genética de la region porque se
desconoce el riesgo del cultivo, debido a la propagacién exclusivamente clonal.
Realizar estudios relacionados con la determinacion de la endogamia total.
Incrementar la diversidad genética (refrescar con nuevos genotipos),

Promover la polinizacion cruzada, lo que podria lograrse identificando diferentes

lineas genéticas de interés.
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ANEXOS

Anexo. 1 Protocolo de extraccion de ADN de tejidos de cocotero e insecto
utilizando el buffer CTAB.

1.- Se inicia con el pesado de 1 o 0.5 g de tejido (hoja o viruta del tronco) de cada muestra se
pulveriza en nitrégeno liquido, con la ayuda de un mortero y pistilo.

2.- Al tejido pulverizado se le adiciona 5 mL del buffer CTAB previamente calentado a 65°C.
Nota: Al buffer CTAB antes de usar hay que adicionarle 1 microlitro de antioxidante (beta
mercaptoetanol o monotiolglicerol) por cada mililitro de CTAB. Para C. palmata usamos

monotiolglicerol para evitar fenolizacion del tejido (se us6 el monotiolglicerol).

3.-Posteriormente, las muestras se homogenizan e incuban durante 15 a 30 min a 65 °C en el
termobloque/bafio seco.

4.- Después de la incubacién, se le afade una mezcla (1:1) volumen de Fenol: Cloroformo: Alcohol
isoamilico (25:24:1) (v/v), se mezcla por inversion, se centrifuga a 14,000 rpm durante 5 min a
temperatura ambiente.

5.- Se recupera la fase superior o acuosa y se transfiere a un nuevo tubo eppendorf de 1.5 mL, se le
afiade 0.6 volumen de isopropanol frio y 0.1 volumen de acetato de sodio 3M, pH +5.2, se mezcla
suavemente por inversion e incuba durante 60 min a -20 °C.

6.- Posteriormente se realiza una centrifugaciéon a 14,000 rpm durante 10 min a 4 °C.

7.- Una vez formada la pastilla se lava con 0.5 mL de etanol al 70 % frio y se centrifuga de nuevo a
7500 rpm durante 5 min a temperatura ambiente para eliminar el excedente de etanol.

8.- Finalmente, la pastilla se resuspende en 50-100 plde agua ultrapura.
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Anexo. 2 Confirmacion de ADN en muestras en C. palmata

Como resultados obtuvimos ADN de calidad indicando que el protocolo para CTAB descrito
para cocotero es reproducible para muestras de plantas C. palmata de diferentes edades,
condiciones de plantas y origen (in vitro o rizoma). La Figura 17 muestra un gel de agarosa
al 1% con las muestras de DNA de C. palmata a partir de hoja joven, a una concentracion
de 50 ug/mL. En todas las muestras se obtuvo ADN de buena calidad. Unicamente la

muestra en el carril 13 se ve de menor concentracion.

1kb12345678910 111213 141516 17
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Figura 17. Gel de agarosa al 1%, con muestras de ADN a 50 ug/pL, (1:10.7, 2:11.13,
3:12.3,4:13.8,5: 14.7,6: 155, 7: 16.3, 8:17.7, 9:18.7, 10:19.8, 11: 21.5, 12: 20.6; 13:
22.7,14: 23.5, 15: 24.7, 16:25.11 y 17: 26.3). Condiciones: gel de agarosa al 1%,
desarrollado a 90V por 30 min TefAido con 1 uL de bromuro de etidio.
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Anexo 3. Estandarizacion de los marcadores IRAP.

Para evaluar la reproducibilidad del programa de amplificacion de PCR usando los
marcadores IRAP, se repitieron las condiciones usando los marcadores NIKITA vy
SUKKULA, mediante las mismas condiciones, los resultados fueron los mismos. El mismo
perfil monomoérfico en NIKITA en 5000 pb y 6000 pb a excepcién del carril 8 donde se
observo degradacion, el marcador SUKKULA mostro el mismo perfil monomarfico de 4000
pb en las siete muestras, y en 2000 pb, en la muestra cuatro se vio la ausencia de banda
(indicando un posible polimorfismo). De esta forma para los marcadores IRAP queda
estandarizada tanto para NIKITA y SUKKULA, esto indica que en C. palmata estos dos
retrotransposones se encuentran conservados Figura 18. La reproducibilidad de los

marcadores moleculares, consistio repetir las mismas condiciones de PCR.

NIKITA SUKKULA
1kb1 2 3 4 5 6 7 8 12 34 5 6 7

Figura 18. Amplicones de las lineas a partir de semillas de C. palmata. Del carril: 1 al
7 representan las lineas. El marcador molecular NIKITA: 1 al 7, y los otros 1 al 7
representan al marcador molecular SUKKULA con siete muestras de ADN (1:10.7, 2:12.3,
14.7, 4:15.5: 17.7, 6: 19.3 y 7:28.3. Condiciones: gel de agarosa al 2%, desarrollado a
90V por 60 min. (Marcador de peso molecular 1 Kb). Tefido con 1 uL de bromuro de etidio.
El carril 8: representa (ADN jipi BT).

Anexo. 4. Estandarizacion de los marcadores SCoT

Se probaron cinco marcadores SCoT; SCoT-1, SCoT-2, SCoT-4, SCoT-5, SCoT-6,
utilizando siete muestras de ADN de lineas de C. palmata a partir de semillas Cuadro 12.
Las condiciones de amplificacién descrita en la seccién de materiales y métodos. Las
muestras con el ADN diluido a 50 ug/ uL, y un control negativo (agua ultrapura).

Cuadro 12. Lista de ADN (marcadores SCoT).
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Muestra (lineas a partir
de semillas)

1.-810.7

2.-812.3
3.-S14.7
4-S15.5
5.-817.7
6.-S 19.3
7.- Control negativo (-C)

En la Figura 19, se identificaron bandas monomorficas de un tamafno de 6000 pb y 650 pb.
El SCoT-1, en el carril 1, muestra una banda polimdrfica cercana a 1000 pb, en los demas
carriles se ven bandas monomorficas, el SCoT-2, mostrd la usencia de banda en la muestra
del carril 1, en los demas carriles fueron bandas monomérficas. EI SCoT-4 mostrd un patrén
de bandas monomorficas en todos los casos, solamente se veian bandas tenues en la
posicion 850 pb y 650 pb.

300
200

100

SCoT-1 SCoT-2 SCoT-4
1|}b12345671kb123453s7ik51234561/
12, 000 == -
5000 —!d ... ! d
% S S | ! 5
L —
13?8 = n:»: I:]-"'“ __
650 = »
500 w—
200 =—

Figura 19. Amplicones de muestras de ADN de C. palmata, carril: 1 al 6 representan las
lineas a partir de semillas con el marcador SCoT-1, SCoT-2, SCoT-4. Condiciones: gel de
agarosa al 1.5 %, desarrollado a 75 V por 90 min. (MPM: 1 Kb; Invitrogen®), tefido con 1
plL de bromuro de etidio.
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12, 000

Figura 20. Amplicones de muestras de ADN de C. palmata. Carril: 1 al 6 representan
las lineas a partir de semillas con el marcador SCoT-5, y SCoT-6. Condiciones: gel de
agarosa al 1.5 %, desarrollado a 75 V por 90 min. (MPM: 1 Kb; Invitrogen®), tefiido con 1
plL de bromuro de etidio.

Anexo. 5. Identificacion morfolégica de lineas con polimorfismo
El Cuadro 13, representa el total de lineas diferentes (polimorfismo)

usando el marcador SUKKULA en las 28 muestras de las lineas a partir de semillas de C.

palmata. Como se puede observar, todas, a excepcion de las lineas LS13.8 y LS47.6
mostraron estipulas ligeramente apreciables, mientras que cuatro de las lineas mostraron
ausencia de ellas, al parecer las lineas que presentaron polimorfismo son menos altas a
diferencia de las lineas que presentaron monomorfismo.

Cuadro 13. Son lineas de C. palmata que presentaron polimorfismo con el marcador
SUKKULA.

1 12.3 50cm 30 cm 16-18 62cm | 0.8cm X X

2 13.8 53 cm 40 cm 17-19 92cm | 0.1cm X SI (ligeramente
visible)

3 18.7 42 cm 30 cm 10-12 80cm | 0.9cm X X

4 21.5 39cm 33cm 17-18 82cm | 0.8cm X X

5 22.7 48 cm 38 cm 20-21 97 cm 1cm X X

6 47.6 34 cm 26 cm 20-22 49cm | 0.7 cm X Sl (ligeramente
visible)

** X: Ausencia; el color rojo: indica que todas resultaron polimérficas usando el marcador SUKKULA.

Anexo. 6 Identificacion de lineas monomorficas

El Cuadro 14, representa a cinco lineas con caracteristica similar (homomorfismo), de
lineas de plantas a partir de semillas de C. palmata, usando el marcador SUKKULA, los
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resultados obtenidos indican que fenotipicamente todas las monomérficas son altas, sus
laminas son menos grandes, todas presentan estipulas una caracteristica interesante y que
es facil de identificar en campo, en ninguno de los casos se observo coloracion en la base
de los individuos.

Cuadro 14. Lineas de C. palmata que presentaron monomorfismo con el marcador
SUKKULA.

N° de Linea Lamina Peciolo Coloracion | Presencia | Monomérficas
muestra | clonal en la base de
estipulas

Largo | Ancho | N°de | Largo | Ancho
bordes

1 14.7 44cm 25cm 17-18 72cm | 0.6cm X Sl
2 26.3 45cm | 26 cm 22-24 | 90cm | 0.8cm X SI
3 27.7 27cm | 22cm 11-11 76cm | 0.8cm X Sl
4 30.6 48 cm | 25cm 25-25 | 71cm | 1.2cm X Sl
5 4.7 47cm | 35cm 18-21 89cm | 1.1cm X Sl

** X: presencia; el color verde: indica que todas resultaron monomoérficas usando el marcador SUKKULA.

Anexo. 7. Caracteristicas morfolégicas en lineas de plantas de C. palmata con el
marcador SUKKULA.

Einea 123 Linea 13.8 Linea 18.7  Linea 21.5 Linea 22.7 Linea 47.6

Figura 21. Lineas de C. palmata que mostraron polimorfismo usando el marcador SUKKULA la
mayoria presento ausencia de estipulas A) L12.3, B) L13.8, C) L18.7, D) L21.5, E) L22.7, H) L47.6.

La Figura 21, demuestra a las seis lineas que mostraron caracteristicas polimoérficas
usando el marcador SUKKULA, las lineas 13.8, 22.7 y 47.6 presentaron laminas foliares
mas suaves y delgadas, mientras que las lineas 18.7 y 47.6 fueron enanas, de las seis
lineas seleccionadas con el marcador solamente la linea 18.7 presentd ligeramente
estipulas, las lineas 12.3, 13.8, 21.5, 22.7 y 47.6 mostraron ausencia de estipulas,
sugiriendo que SUKKULA podria funcionar como un marcador de seleccion en campo.

También se tomaron cinco plantas de las cuales presentaron caracteristicas muy similares
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con bandas monomorficas, en la Figura 22, evidencia a cinco lineas que presentaron
bandas monomérficas usando el marcador SUKKULA, el Cuadro 14, describe que estas

lineas de plantas fueron mas homogéneas, fueron mas altas, todas presentaron estipulas,

otras de sus caracteristicas morfolégicas fueron sus laminas foliares mas gruesas.

Linea 14.7 Linea 26.3 Linea 27.7 Linea 30.6 Linea 41.7

Figura 22. Lineas de C. palmata, que mostraron homomorfismo usando el marcador SUKKULA
todas presentaron estipulas, sus laminas gruesas y alturas homogéneas A) L14.7, B) L 26.3, C)
L27.7, D) L30.6, E) L22.7, H) L41.7.
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Anexo. 8 Confirmacion del ADN en muestras en C. palmata via rizoma

Se realizaron las extracciones de tejido de hoja en cinco sitios de muestreo. Como
resultados obtuvimos el ADN, para ello se usé el mismo protocolo de extraccion de acidos
nucleicos, método CTAB, descrito para cocotero. La Figura 23 muestra un gel de agarosa
al 1% con las muestras de DNA de C. palmata, a partir de hoja joven via rizoma, a una
concentracién de 5 uL de muestra. En todas las muestras se obtuvo ADN. Para la
eliminacion de ese barrido, se procedié a lavarlo de nuevo con etanol al 96% y la incubacion

a -20 por una noche, falta la corrida a 50 ug/uL y visualizacién en gel de agarosa.

A B C D E
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Figura 22. Gel de agarosa al 1%, con muestras de ADN. Condiciones: gel de agarosa
al 1%, desarrollado a 90V por 30 min Tefiido con 0.8 uL de bromuro de etidio.
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Anexo. 9. Cuadro comparativo de estudios realizados en Carludovica.

Especie Proceso de Germinacioén por Aclimatacion Extraccion Estudios Uso de
regeneracion semillas casa sombra de ADN de marcadores
(Zona variacion moleculares
meristematica genética
basal)
C. palmata Si Hay plantulas en Si hay una linea * No se ha En proceso
condiciones in clonal (APJ-X1) probado

vitro y en el cuarto
de fisiologia (en

bolsas)
C. drudei | En proceso Si hay en el cuarto * * *
de fisiologia
Referencia Chan, 2019 Bacab Caamal, Laboratorio 26 Chi Chi, 2022
2019

En C. palmata
*Hay una linea clonal denominada (APJ-X1), se tienen plantulas en condiciones in vitro, en el cuarto de
fisiologia hay plantas en bolsas, en invernadero.
*hay plantas y 100 individuos adaptados en campo.
*Se tienen semillas viables.

*Hay plantas provenientes de semillas en el cuarto de fisiologia en bolsa y plantas en condiciones in vitro.

Anexo. 10. Clasificacion taxonémica de Carludovica

Carludovica palmata

Reino Plantae
Division Tracheophyta
Clase Liliopsida
Orden Pandanales
Familia Cyclanthaceae
Género Carludovica
Especie Palmata
Nombre Carludovica palmata
cientifico Ruiz & Pavon.
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Anexo. 12. Diversidad genética en plantas a partir de rizoma

Se corroboro la diferenciacidon genética utilizando el marcador molecular SUKKULA, para
demostrar la diferenciacién genética de C. palmata en el interior del casco de Santa Cruz,
Ex hacienda con dos marcadores moleculares IRAP (SUKKULA y 3’LTR), la prueba
consistio en muestrear 24 individuos de C. palmata dentro del casco de Santa Cruz, Ex
hacienda. La Figura 15, demuestra diferentes bandas de aproximadamente 700 pb, 1000
pb y 1300 pb, y demuestran que la diferencia genética interespecifica en plantas a partir de
rizoma. La evaluacioén del polimorfismo en las muestras (H1, H3) y (H4 y H5), identificamos
alelos nulos por la ausencia de bandas. Estas diferencias genéticas entre los individuos
cercanos, podria estar inducidas por mutaciones somaticas, y aunque provienen de rizomas
y del mismo sitio demuestra que existen loci diferentes, o que desde un principio provenian

de diferentes genotipos.
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1KB H41 HA1 H1 H2H2 H2 H3H3 H3 H4 H4 H4 H5 H5 H5 H6

5000 pb
3000 pb

1500 pb
1300 pb
1000 pb

700 pb

Figura. 1. Variacion genética de plantas de propagacion por rizoma en el interior de la
hacienda, con el marcador molecular SUKKULA. Las condiciones: 75 V, 70 min en 1.5 % de
agarosa. Marcador de peso molecular 1KB Plus Ladder Invitrogen, bromuro de etidio 0.8 p L.y 2 p
L 6X DNA Loading Dye, Thermo Scientific. Los (H1-H6): grupos de individuos muestreados. H1:
muestras de hacienda 1. H6; muestras de hacienda 6

4.2.1 Determinacion de la variaciéon genética en rizoma con 3'’LTR

En un segundo muestreo se tomaron muestras de 24 individuos de C. palmata dentro del
casco de Santa Cruz, Ex hacienda y se corroboraron con el marcador 3’LTR para la
determinacion de loci polimorfico. En los resultados con el marcador molecular 3’'LTR,
Figura 16, demuestra diferentes loci polimérfico de aproximadamente 650 pb, 1000 pb y
1300 pb,1500 pb, demuestra una diferenciacioén genética interespecifica en plantas a partir
de rizoma. En el grupo H.1 dos presentan monomorfismo, mientras que la tercera planta
H.1, muestra mayor numero de loci polimorfico y es similar al H5 que esta marcado con
rojo, los H.2 muestran monomorfismo y uno de ellos presenta alelos nulos, mientras que
los H.3 Y H.4 presentan monomorfismo, un H.4 que es similar al H.3 y al H5. Por tanto,
genéticamente los individuos muestreados son similares en el interior de la hacienda, pero
estan mostrando polimorfismo con 3’ LTR.
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Figura. 2. Variacion genética de plantas de propagacion por rizomas en el interior de la
hacienda, con el marcador molecular 3'LTR. Las condiciones: 75V, 70 min en 1.5 % de
agarosa. Marcador de peso molecular 1KB Plus Ladder Invitrogen, bromuro de etidio 0.8
M L.y 2 pL 6XDNA Loading Dye, Thermo Scientific. Los (H1-H5): grupos de individuos
muestreados. H1: muestras de hacienda 1. H5; muestras de hacienda 5. Las flechan
muestran la separacién por cada grupo muestreado en una seccién cercana, no en el
mismo grupo de rizomas, si no en plantas cercanas.
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