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I. RESUMEN

Pholisma culiacanum es una holoparasita de raiz endémica del los estados de
Sinaloa y Sonora. Ademas de la importancia cultural, alimenticia, bioldgica y
evolutiva dada por su caracter parasitario, representa un buen modelo de interés
agricola como posible fuente de nutrientes y una oportunidad de entender los
mecanismos moleculares del proceso de la fotosintesis posterior al cambio del
autotrofismo al parasitismo. Un paso importante en los estudios de cualquier area de
las anteriores, es la determinacién de la variabilidad genética dentro y entre
poblaciones y como se distribuye geograficamente. Hasta el momento no existen
estudios de esta indole para esta planta. El presente trabajo producto de una
investigacion para la realizacion de tesis de maestria pretende contribuir a esclarecer
esa falta de conocimiento. Se realizé una bisqueda y ubicacion de poblaciones y
areas de distribucion (7 en total); se analizaron 70 secuencias de una region de ADN
de cloroplasto (Trnt-TrnF) para calcular los niveles de variacion genética. La mayor
parte de la variacion se distribuy6 dentro de las poblaciones (86.51%) y solo un
13.49% se detecto entre poblaciones. El valor de diversidad haplotipica global fue
de 0.85 y el valor de diversidad nucleotidica total fue de 0.27. Se identificaron once
haplotipos distribuidos en las 7 poblaciones estudiadas; se generaron la red y la
filogenia de haplotipos. Los datos no mostraron evidencia de aislamiento por
distancia; y con la informacién generada se plantearon zonas de explotacién in situ

y de conservacion de recursos genéticos.
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II. ABSTRACT

Pholisma culiacanum is a root holoparasitic plant, endemic to the states of Sinaloa and
Sonora. In addition to the cultural, food, biological and evolutionary value given by its
parasitic nature, this species represents a good model of agricultural interest as a
potential source of nutrients and as an opportunity to understand the molecular
mechanisms that modified the process of photosynthesis after its change from
autotrophy to parasitism. An important step in the study of any of the above themes is
the documentation of genetic variability within and among populations and how it is
distributed geographically. So far there are no such studies for this plant. This thesis
work aims to clarify this lack of knowledge. We searched and located seven populations
through the range of distribution, analyzed 70 sequences of a region of chloroplast
DNA (Trnt-TrnF) to calculate levels of genetic variation. Most of the variation was
distributed within populations (86.51%) and only 13.49% was detected among
populations. The overall haplotype diversity value was 0.85 and the value of nucleotide
diversity was 0.27. We identified eleven haplotypes distributed among seven
populations studied. We generated an haplotype network and phylogeny. The data
showed no evidence of isolation by distance, and with the information generated we

suggest areas of exploitation in situ and for conservation of genetic resources.



NLINTRODUCCION

Las plantas parasitas tienen importancia en varios campos: agrondémico,
alimenticio, econémico, cultural, bioldgico, cientifico y evolutivo. Juntas representan el
1% de todas las angiospermas con un aproximado de cuatro mil especies en 265 géneros
a nivel mundial y 36 para México (Nickrent, comunicacién personal). En el estado de

Sinaloa existen 6 géneros de plantas parasitas entre ellas el género Pholisma.

La distribucién del género Pholisma se ubica en region noroeste de México desde
el centro del estado de Sinaloa hasta la frontera con Estados Unidos en los estados de
California y Arizona (Yatskievych et al., 1986). De las 3 especies con que cuenta el

género, Pholisma culiacanum es endémica de los estados de Sinaloa y Sonora.

El género Pholisma al igual que otros géneros de plantas parasitas es comestible,
existen registros historicos del consumo por comunidades indigenas como los Papagos,
Cocopas y Kawaiisu (Gray 1854; Thackery 1953; Dressler 1968) y aunque para Pholisma
culiacanum no hay registros historicos se tiene conocimiento de su consumo en algunas

comunidades de la regiéon Norte de Sinaloa (observacion personal).

Ademas de la importancia cultural, alimenticia, bioldgica y evolutiva dada por su
cardcter parasitario Pholisma culiacanum representa un buen modelo de interés agricola
como posible fuente de nutrientes y una oportunidad para entender los mecanismos
moleculares involucrados en la modificacion del proceso de la fotosintesis posteriores al

cambio hacia el parasitismo.

Un paso importante en los estudios de cualquier area de las anteriores

mencionadas es la determinacién de la variabilidad genética dentro y entre poblaciones
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de la especie, y como se encuentran distribuidas en el estado de Sinaloa. Sin embargo no

existen hasta el momento estudios de esta indole para plantas parésitas del estado.

El presente proyecto pretende contribuir a esclarecer esa falta de conocimiento
basico; se realiza una busqueda y ubicacidbn de nuevas poblaciones y dareas de
distribucion; se utilizan secuencias de ADN de diferentes regiones del cloroplasto para
calcular los niveles de variacion genética dentro y entre poblaciones y asi determinar la
diversidad genética de Pholisma culiacanum, se plantean zonas de explotacion in situ y

de conservacion de recursos genéticos.

Los resultados de la investigacion son de importancia para diferentes instituciones
que colaboraron de alguna manera a la realizacion de este trabajo de investigacion; a
nivel local (Universidad Auténoma de Sinaloa, Ayuntamiento de Culiacan) estatal
(Gobierno del estado de Sinaloa, COECyT), nacional (CONACyT, PROFEPA,
SEMARNAT, CONANP, UNAM) e internacional (Global Information of Biodiversity,
Missouri Botanical Garden, University of Arizona). Esto permite un intercambio de
conocimiento cientifico entre instituciones, el fortalecimiento de las lineas de
investigacion, la vinculacion académica, la divulgacion cientifica y la formacién de

recursos humanos especializados en esta area del conocimiento.



IV.REVISION DE LITERATURA.

Dentro de las angiospermas existe dos grandes grupos desde el punto de vista
nutricional: las aut6trofas y las heterotrofas. Las primeras son las mas comunes, estas
producen su propio alimento principalmente a través del proceso de la fotosintesis que les
da su color caracteristico verde. Las segundas son aquellas que carecen de la habilidad de
ser auténomas en el proceso de nutricién y recurren a un tipo de relacion parasitaria o
simbidtica con otro ser vivo para obtener uno o alguno de los nutrientes que necesitan
para sobrevivir. En general a las heterdtrofas se les divide en micotréficas, y parasitas
haustéricas (o simplemente parasitas). Las micotréficas son aquellas que obtienen
nutrientes a través de una relacion simbidtica por lo general con hongos micorizos.
Mientras que las parésitas penetran directamente en el tejido del hospedero mediante una
raiz modificada llamada haustorio que utilizan para obtener agua y ¢ nutrientes (Bungard,

; 2004) (Tlustracién 1).

Ilustracion 1 Haustorios de Pholisma culiacanum (flechas negras) y raices del hospedero
Jatropha cordata (flechas rojas).




El grado de dependencia nutricional del hospedero varia entre las plantas parasitas
clasificandolas en dos grupos: hemiparasitas y holoparasitas. Las hemiparésitas son
parasitas fotosintéticas al menos en una fase de su ciclo de vida que obtienen por lo
general agua y minerales disueltos de sus hospederos; se dividen en dos tipos de acuerdo
a la necesidad estricta de un hospedero o no para completar su ciclo de vida;
hemiparasitas obligados y hemiparasitas facultativos (Ilustracién 2). Por su parte las
holoparasitas carecen de la habilidad para realizar el proceso de la fotosintesis y deben
obtener agua y nutrientes (orgdnicos e inorganicos) de sus hospederos (Nickrent et al.,

1998).




Hemiparasitas

.“‘(

Pholisma culiacanum Rafflesia

Ilustracion 2 Ejemplos de plantas hemiparasitas y holoparésitas. Los cuadros amarillos
indican las especies que parasitan las raices y los cuadros verdes indican las especies que
parasitan tallo y hoja (Bungard, 2004).

El habito de crecimiento de las parasitas es variable y depende de la especie,
mientras que existen algunas que crecen unidas a su hospedero (raiz, tallo y hojas)
solamente por su haustorio (Pholisma) otras crecen completamente inmersas en los
tejidos vegetales del hospedero emergiendo solamente para florecer (Rafflesiaceae y

Viscum).




Han ocurrido dos grandes procesos durante la evolucién del parasitismo; la
reduccién (y 6 extrema modificacion) de las caracteristicas morfologicas y la
convergencia evolutiva. La primera liderada por la modificacion o pérdida del proceso de
la fotosintesis, de hojas, de partes florales y sexuales. Y la segunda por la convergencia
en el habito parasitario en diferentes grupos de plantas angiospermas al menos 11 veces

diferentes en el transcurso de la vida (Nickrent, 1998; Barkman et al., 2007).

A pesar de los grandes cambios morfolégicos y fisioldgicos que han ocurrido en
las plantas parasitas, todas ellas o al menos todas las que se han estudiado hasta el
momento retienen plastidos y los genomas en ellos, modificados o muy diferentes a los
de sus antecesores o contemporaneos. Un ejemplo es la holoparasita Epifagus que tiene
un genoma del plastido muy reducido que carece de los genes que controlan la
clororespiracion (ndh), la fotosintesis, la ADN polimerasa y genes del sistema de
traduccion de ADN (dePhampilis 1997). Otras especies presentan estos y otros
fendmenos como las regiones genéticas duplicadas o retenidas y transferencia horizontal
de genes (HGT) por mencionar algunos (Barkman et al., 2007; Bungard 2004). Asi las
plantas parasitas son un excelente modelo que nos permite tratar de entender la evolucion
y funcién en ausencia del proceso de la fotosintesis, que es la principal funcion del los
plastidos en las plantas autotrofas. Por lo tanto los datos moleculares pueden ser
utilizados para estudiar la dindmica de la evolucion molecular en las plantas parésitas
examinando la estructura genética y los procesos bioquimicos subyacentes al cambio de

habitos alimenticos.

La importancia de las plantas pardsitas no solo es desde el aspecto evolutivo o

cientifico, también se da en el alimenticio, econdmico, cultural, biol6gico y agrondémico.



Por ejemplo; Pholisma como fuente de nutrientes para los indios del noroeste de
Norteamérica (USA y México), Raflessia tiene importancia economica y cultural para
sureste de Asia (Filipinas, Sumatra, Tailandia, Borneo y la Peninsula Malaya), Cuscuta
importancia bioldgica desde un punto de vista del control de plagas y desarrollo de
herbicidas, y Orobanche parasitaria de especies con interés agronémico como tomate,
berenjena, papas, col, pimientos, girasol, apio y frijol causando pérdidas en Ila

produccion.

Todas las caracteristicas mencionadas anteriormente cobran una gran importancia
para la investigacion en las ciencias agropecuarias, pues descifrar los mecanismos previos
y posteriores al proceso del cambio al parasitismo permitird eficientar los procesos
actuales de produccién agricola mejorando los procesos fotosintéticos de las especies de
explotacion agricola. Ademas es de suma importancia encontrar e incluir nuevas especies
comestibles que amplien la gama de alimentos que son fuente de nutrientes para consumo

humano y que tienen potencial de produccidon agronémico y alimenticio.

Aunque las plantas parésitas se encuentran ampliamente distribuidas ocupando la
mayoria de los ecosistemas de la tierra, por lo general se les encuentra en bosques
primarios o con un grado minimo de perturbacion. Juntas representan alrededor del 1%
de todas las angiospermas contenidas en 22 familias, 265 géneros y 4 mil especies. La
mayoria de ellas se encuentran restringidas a las subclases eudicotiledoneas Magnoliidae,
Rosidae y Asteridae. Del total de estas plantas existen de 6-8 grupos taxondomicos que
estan representados completamente por holoparasitas (Balanophorales, Cynomoriaceae,
Cytinaceae, Hydnoraceae, Lennoaceae, Rafflesiales, entre otros) (Nickrent et al., 1998;

Revill et al., 2004).



México ocupa el 5° lugar mundial en riqueza de especies de plantas y el 6° en
endemismos, con un aproximado de 25 mil especies vasculares de las cuales 15 mil son
endémicas; es decir, el 50-60% de la flora mexicana no se encuentra en otra parte del
mundo y si alguna de estas especies se extingue en México, desaparece del planeta
(CONABIO 2008). Para el caso de plantas parasitas, Daniel Nickrent (comunicacion

directa) reporta para México 36 géneros de plantas parasitas.

En Sinaloa se encuentran de 5 a 6 géneros diferentes de especies de plantas
parasitas (Lennoa, Orobanche, Pholisma, Cuscuta, Viscum, entre otros) (Vega-Rito y
Beltran- Adrian, comunicacién personal). Sin embargo, nuestro conocimiento sobre la
biologia de plantas pardsitas es muy pobre. Mds aun, no sabemos como responde este
grupo al disturbio antropogénico de su habitad, sobre todo en un pais que tiene una tasa
nacional de deforestacion de 401 mil has/afio (FAO 2005; FRA 2005; FRA 2006), y
Sinaloa muestra una tasa de deforestacion entre 0.2 y 0.5% atribuida en principalmente a

las actividades de agricultura y extraccion forestal (Aguilar 2000).
1. Pholisma culiacanum

Pholisma culiacanum es una holoparasita de raiz originaria del estado de Sinaloa,
pertenece al género Pholisma que junto con el género Lenmnoa forman la familia
Lennoaceae; ambos géneros con habitos parasitarios. La familia fue reconocida como tal
en 1986 por George Yatskievych quien tras un analisis taxonémico exhaustivo divide al
género Pholisma en tres especies; Pholisma arenarium, Pholisma sonorae y Pholisma
culiacanum (Yatskievych et al., 1986). Las tres especies son parésitas de alrededor de 8

especies diferentes de hospederos (Tabla 1).



Pholisma arenarium se distribuye al sur de los estados de California y Arizona en
Estados Unidos de América; Pholisma sonorae en el estado de Sonora y la frontera con
el estado de Baja California Norte y; la distribucién de Pholisma culiacanum comienza
15 km al sur de Culiacan y termina en la frontera norte con el estado de Sonora
confinando la mayoria del territorio de distribucion a el estado de Sinaloa (Yatskievych
1986). En cuanto al estatus del genero Pholisma; las dos primeras especies (Pholisma
arenarium y Pholisma sonorae) se encuentran bajo proteccion de la ley federal de
proteccion a especies en peligro de extincién de Estados Unidos, sin embargo para
Pholisma culiacanum 'y Pholisma sonorae no existen estudios sobre su situacién actual y

mucho menos se les considera bajo proteccion en la legislacién mexicana.

El género Pholisma es reportado como una planta comestible consumida por las
culturas indigenas de los Papagos, Cocopas, Kawaiisu (Gray 1854; Thackery 1953;
Dressler 1968). En Sinaloa se tiene conocimiento del consumo de una especie que
concuerda con las caracteristicas de Pholisma culiacanum en algunas comunidades de la
region del Fuerte y Los Mochis, pero no existen registros cientificos al respecto

(observacion personal).

Gracias a sus caracteristicas biologicas parasitarias tnicas, Pholisma culiacanum
es de importancia e interés agricola y alimenticio como fuente alternativa de nutrientes,
posible domesticacién y explotacién agricola ecoldgica sustentable o natural; de
importancia cultural, en cuanto a su consumo por diferentes comunidades entre ellas
algunas indigenas; de importancia biolégica y evolutiva, pues su distribucion es casi
Unica del estado de Sinaloa y ademés Yatskievych en 1986 plantea que el 4rea

circundante a Culiacan es el centro de origen de la especie y por lo tanto del género.
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2. Marcadores moleculares

La diversidad genética es uno de los niveles més basicos de la diversidad
biolégica, es en este nivel de organizacién (genes) donde se genera la variacion que
permite a las poblaciones evolucionar y adaptarse a su ambiente (Molina-Freaner et al
2009). Los genes estan constituidos por secuencias de nucleétidos (A, T, G, C) y se

definen como unidades

Tabla 1 Especies del genero Pholisma y sus hospederos.
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de herencia contenidos en el ADN. En los individuos que conforman poblaciones de
cualquier especie puede haber variacion en la secuencia de los nucledtidos del ADN,
estas diferencias o mutaciones pueden ser causadas por procesos de sustitucion
(transiciones pirimida/pirimida purina/purina y transversiones purina/pirimida), insercion,
delecidn e inversion.

En las plantas existen tres genomas; el nuclear, mitocondrial y del cloroplasto. El
genoma mitocondrial de las plantas evoluciona de manera rapida en el orden de los
genes, pero lento en el de secuencias nucleotidicas y es heredado de manera matrilineal.
Estas caracteristicas le hacen limitado en cuanto a la reconstruccién de historias

poblacionales ya que los locus estudiados pudieron haber estado sujetos a seleccion o
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algtin otro proceso (cuellos de botella, hibridacién, transferencia horizontal de genes)
(Velazquez-Dominguez et al 2009). Este y el ADN nuclear presentan procesos de
evolucion estructural rapida dados por los procesos de recombinacion genética que se dan
de una generacion a otra que los hace no aptos para nuestro estudio. En cambio el
genoma del cloroplasto de un tamafio mucho menor y de herencia uniparental, no se
recombina entre generaciones por lo que presenta una organizacion conservada tanto en
estructura como en secuencia de nucledtidos y una tasa de mutacion baja. En este genoma
se han ubicado diferentes marcadores moleculares que se han utilizado para realizar
analisis filogenéticos, filogeograficos y de genética de poblaciones en sus diferentes

niveles (Ilustracion 3).
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Hustracién 3 Genomas y las regiones en ellos estudiadas. En el eje Y se muestra el tipo
de genoma, en el eje X se muestran los tipos de analisis y dentro de cada cuadro se
muestran las diferentes regiones utilizadas (Nickrent, 2006).

Los enfoques que se han usado para entender la variacion genética de los seres
vivos incluyen isoenzimas, RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism), RAPD
(Randomly Amplified Polymorphic DNA), los AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism), ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) (Molina-Freaner et al
2009), microsatélites y variacion de secuencias polimérficas de ADN (Schlétterer 2004).
La eleccion de los marcadores depende de varios factores, como el tipo de pregunta que

se desea resolver (centros de origen, especies en peligro de extincién, conservacién, etc.)
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vy algunas de las caracteristicas del marcador como tipo de herencia, facilidad de uso y
costo, y genoma estudiado (Petit et al., 2005).

Los estimados que normalmente se utilizan para evaluar la variacion genética
incluyen la heterocigosis esperada, diversidad nucleotidica (w), diversidad haplotipica,
analisis de varianza molecular (AMOVA), distancia genética entre otros. Estos estimados
se han desarrollado para todos los marcadores aunque algunos de ellos, como la
heterocigosis observada, no pueden estimarse usando métodos tradicionales con
marcadores que muestran dominancia como los RAPD, AFLP o ISSR.

Los valores de = tienen la caracteristica de ser estimados de la heterocigosis en el
nivel nucleotidico, es decir, pueden ser interpretados como la heterocigosis esperada. Su
método de estimacion toma en cuenta la distancia que hay entre dos secuencias de ADN
como el nimero de diferencias y lo corrige multiplicandola por las frecuencias de ambas
secuencias. La suma de ese estimado para todas las combinaciones posibles de pares de
secuencias es . Otro estimado de la diversidad genética en el nivel nucleotidico es el

numero de sitios segregantes S (Pifiero et al 2008).

3. Estudios de diversidad genética en plantas parasitas

La biodiversidad se define cominmente como la variedad o variabilidad de los
seres vivos y de los lugares donde viven, estd incluye al menos tres niveles de
organizacion biologica: 1) la diversidad genética de las poblaciones a nivel
intraespecifico, 2) la diversidad de especies y, 3) la diversidad ecosistémica. El primer
nivel (genes) es donde se genera la variacion que permite a las poblaciones evolucionar y

adaptarse, para lograr descifrar este nivel nos auxiliamos de la genética de poblaciones y
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de la filogeografia que han desarrollado marcadores moleculares que permiten recopilar
una enorme cantidad de informacion sobre los patrones de variacién en practicamente

todos los grupos de organismos (Pifiero et al 2008).

La genética de poblaciones trata de entender los mecanismos que determinan la
diversidad genética y los cambios que ocurren a nivel genético dentro y entre
poblaciones, incluyendo aquellos que llevan a la adaptacion y la especiacion, es decir, el
cambio en las frecuencias alelicas en las poblaciones a través del tiempo. Estos cambios
son ocasionados por las fuerzas evolutivas (la mutacion, el flujo génico, la deriva génica
y la seleccidn natural) en conjunto, independientemente y 6 con otros factores tales como
el sistema reproductivo afectando los niveles de variacion y la estructura genética de las

poblaciones (sobre uno o mas genes) (Hamilton 2009; Hedrick 2005)

La filogeografia estudia los procesos y principios que determinan la distribucion
espacial dentro y entre poblaciones de las variantes (o alelos) de los que se conocen o
deducen sus relaciones filogenéticas, es decir, la distribucion espacial de cualquier
caracter genético. Estos estudios enfatizan la influencia de factores histéricos (dispersion

o0 vicarianza) en la distribucion geografica de linajes (Avise 2009).

Investigar la divergencia genética entre poblaciones es util para el entendimiento
del potencial evolutivo y de los ancestros de una especie, asi como para obtener

informacion en cuanto a practicas de conservacion (Thorogood et al., 2009).

El estudio de la diversidad genética y la filogeografia de las plantas parasitas y
sus hospederos han empleado una amplia gama de marcadores moleculares, que incluyen

isoenzimas (Mutikainen et al., 2002), AFLPs (Staton et al., 2009; Vaz et al., 2007; Huang
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et al., 2012; Jerome et al., 2002; deVega et al., 2008), RAPD (Holzaptel et al., 2002),
secuencias (Rich et al., 2008; Nickrent et al., 2004) y micro satélites (McLay et al., 2012;
Beatty 2011). Sin embargo, pocos son los estudios a nivel mundial cuando se le compara
con los analisis realizados en el resto de las plantas. Dadas las diferentes técnicas es
dificil hacer comparaciones entre los indices de diversidad genética de las diferentes
especies, al hacerlo se deben tomar con cautela estos datos, aunque sirven como un
aproximado. Un ejemplo de los analisis que se abordan es la formacion de razas, que
puede ser consecuencia del aislamiento por distancia y la disminucion del flujo genético
entre poblaciones conspecificas; se ha intentado establecer el papel de este fenémeno en

las especies parasitas.

Aun cuando en la mayorfa de los estudios de genética de poblaciones de plantas
parasitas no se han encontrado datos significativos en cuanto al aislamiento por distancia,
existen excepciones como el estudio realizado en Viscum album (Staton et al., 2009)
donde se encontré que el limitado flujo génico entre parches de bosque donde se
distribufa esta especie era el responsable del aislamiento por distancia. Otros
investigadores reportan a las interacciones hospedero-parasito como importantes en la
determinacién de la estructura poblacional del hospedero (Jerome et al., 2002%
Mutikainen et al., 2002; deVega et al., 2008; Holzapfel et al., 2002). Estas y otras
discrepancias al analizar la estructura genética resaltan la necesidad de mas estudios a
diferentes escalas espaciales y de diferentes especies con el fin de distinguir las

influencias ambientales y evolutivas e identificar los patrones en la estructura genética.

En México el conocimiento sobre la genética de poblaciones de las plantas

parasitas es muy limitado, solo existe un estudio de genética de poblaciones para una
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planta parasita (Garcia-Franco et al., 1998). Otro estudio es sobre la sistematica del

genero Bdallophytum de la familia Cytinaceae (Alvarado-Cardenas 2009).




v. JUSTIFICACION

A nivel mundial existen pocos modelos de plantas parasitas; algunos de ellos son
Orobancheae (Epifagus virginiana, Conopholis sp.), Convolvulaceae (Cuscuta sp.) y el
género Rafflesia. Mundialmente pocos son los estudios de genética de poblaciones,
filogeografia, y filogenética en plantas parasitas realizados en distintas especies. En
México se han realizado escasos estudios de plantas parésitas y no existe ninguno para

especies parasitas de Sinaloa.

Para la familia Lennoaceae incluyendo Pholisma culiacanum solo existen algunos
estudios taxonomicos, morfologicos y bioquimicos previos (Kujit 1966; Copeland 1933;
Cummings et al., 1998). Para Pholisma arenarium existen uno morfolégico, uno
bioquimico, uno filogenético (Cummings et al., 1998) y uno de etnoboténica donde se
plantea el consumo y la importancia de Pholisma sonorae y Pholisma arenarium como
parte de la dieta de los indios Papagos, Cocopas y Kawaiisu (Thackery 1957). Sin
embargo no existe ningn estudio ecoldgico, filogeografico, filogenético o de genética de

poblaciones para Pholisma culiacanum.

Dada la importancia agrondmica, biologica, evolutiva y cultural de Pholisma
culiacanum, ¢l determinar la estructura genética poblacional y la distribucién geografica
de los linajes genéticos permitira delimitar dreas de explotacion sustentable (agricultura
ecologica o natural) y de conservacion de recursos genéticos, pasos importantes para
iniciar tanto un proceso de domesticacién como un modelo de investigaciéon con fines
agricolas. Con ello se pretende contribuir a esclarecer la falta de conocimiento general y

de tipo biologico-evolutivo de la especie.
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VL. HIPOTESIS

Las poblaciones de Pholisma culiacanum no difieren en los niveles de diversidad

genética dentro y entre poblaciones.

VII. OBJETIVO GENERAL

Conocer el estado de la diversidad genética de Pholisma culiacanum.

1. Objetivos especificos.

e Determinar la variacién genética dentro y entre poblaciones de Pholisma

culiacanum analizando secuencias de ADN de cloroplasto.

e Identificar secuencias intergénicas de ADN de cloroplasto que muestren

variabilidad genética en Pholisma culiacanum.
e Hacer una coleccion genética de especimenes de Pholisma culiacanum.

e FEstandarizar una metodologia efectiva de la extraccion de ADN para

Pholisma culiacanum.
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Vii. MATERIALES Y METODOS

1. Seleccion de los sitios de muestreo.

La informacién para determinar la ubicacion geografica las poblaciones fue
obtenida de 5 diferentes fuentes; 1) Bases de datos del GIFB (Global Information of
Biodiversity), 2) datos de colecta de diferentes jardines botanicos y herbarios de USA
(Missouri Botanical Garden, Universidad de Arizona), 3) registros de los herbarios de
Sinaloa, 4) comunicacion directa con los investigadores de los estados de Sinaloa
(Escuela de Biologia y Facultad de Agronomia de la Universidad Auténoma de Sinaloa)
y Sonora (UNAM) y 5) exploracion de areas nuevas que cumplian con las caracteristicas

de las de la distribucién de la especie.

2. Muestreo.

Los estudios de diversidad genética en plantas pardsitas son muy escasos; sin
embargo, se recomienda hacer muestreos de al menos 10 individuos por poblacion y

méximo 30, con una separacion entre individuos de al menos 10 metros de distancia.

Al localizar la poblacion se procedio a extraer los individuos con la ayuda una
pala jardinera de mano, una espatula y una navaja. Una vez extraida la muestra, se lavd
con agua destilada estéril contenida en una pizeta con la finalidad de retirar la méaxima
cantidad de particulas de suelo. Posteriormente se colocaron las plantas en bolsas de
pléstico nilén y se registraron los datos correspondientes a; poblacion, fecha, namero de

individuo y las coordenadas geogréficas del punto de colecta.
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Las bolsitas con las muestras se depositaron en un contenedor de nitrégeno
liquido con el objetivo de preservar el tejido en congelamiento y trasladarlo al
Laboratorio de Ecologia, ubicado en la Estacion Regional Noroeste del Instituto de
Ecologia de la UNAM, en Hermosillo, Sonora, México, donde se guardaron en una ultra

congeladora a -80 °C hasta el proceso de extraccion del ADN.

Como grupo externo se utilizO un espécimen de herbario de Lennoa
madreporoides proporcionado amablemente por el Dr. Oscar Dorado de la Universidad

Autonoma del estado de Morelos.

3. Extraccion de ADN de tejido.

La metodologia planteada inicialmente fue la del CTAB (Doyle 1991); sin
embargo, la calidad del ADN extraido no era buena, esto obstruia la obtencion de
amplificados y la estandarizaciéon de PCR para todos los individuos. Se probaron
diferentes metodologias de extraccion (Krizman 2006; Sanchez-Hernandez 2006; Amani
et al., 2011; Porebski et al., 1997; Sa et al., 2011, Cota-Sanchez et al., 2006) sin éxito,
para finalmente desarrollar una correcta (Apéndice 1) basdndonos en la propuesta por
Azmat et al 2012. Las muestras de ADN fueron guardadas en una ultra congeladora a -

80°C para su posterior amplificacion (Ilustracion 4).
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Ilustracion 4 Geles de electroforesis de los amplificados del fragmento trnL 5’for - trnF
(GAA) del ADN extraido por las diferentes metodologias. A) Marcador de peso
molecular (MP), Krizman 2006 (1), Sénchez-Hernandez 2006 (2), Amani et al., 2011 (3),
Porebski et al., 1997 (4), S42011 (5). B) Todas las muestras son de la metodologia
desarrollada, Marcador de peso molecular (MP).

4. Amplificacion de secuencias de ADN de cloroplasto.

Se probaron diferentes regiones de ADN de cloroplasto que han mostrado
variabilidad genética con anterioridad y que han sido utilizados con éxito en otros
estudios (Amico et al., 2009; Taberlet et al., 1991; Heinze 2007; Nickrent et al 2009;
Zuber et al., 2000; dePamphilis 1997) y fue la region intergénica del Trn L-F la que
arrojo los niveles de variacion necesarios para realizar nuestro estudio. Los primers
utilizados (c-Tab F y f-Tab R) fueron los propuestos por Taberlet et al., 1991 conocidos

también como trnL 5’-for y trnF-rev (Ilustracion 9).

El protocolo de amplificacion de PCR tipo touch-down de las regiones de
-loroplasto fue el propuesto por Amico et al., (2007) para la amplificacion de la region
Tm L-F con una ligera modificacion de temperaturas de alineacion de 48°C a 50°C y de

32°C a 54°C respectivamente. Las reacciones de amplificacion se llevaron a cabo en un
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Termociclador Techne Unit Genius. Para visualizar el amplificado se realizo una
electroforesis en geles de agarosa al 1% preparados en TAE 1X 'y tefiidos con Bromuro
de etidio (0.003%), se agregaron 3 ul de bufer de carga 'y 4pl de cada amplificado. Para
identificar el tamafio de las bandas se agregd un marcador de peso molecular (Low Mass
DNA Ladder) 3ul con 3pul de bufer de carga. Se corrobord la amplificacién de los

fragmentos observando el gel en un transluminador de luz UV.

5. Edicion de secuencias

Los amplificados se enviaron a secuenciar a High-Throughput Sequencing
Solutions, que pertenece al Departamento de Ciencias Genomicas de la Universidad de
Washington en Seattle, Washington, Estados Unidos. Este laboratorio utiliza el método
de secuenciacion Dye-terminator sequencing, que consiste en tefiir cada ANTP con un
colorante fluorescente distinto que emite una longitud de onda particular y la secuencia
resulta en un cromatograma producido por electroforesis capilar. La secuenciacion fue en
ambos sentidos, 5'-3' y 3°-5', utilizando los dos primers que se requirieron para amplificar

cada muestra.

Para la edicién de las secuencias se tomaron ambas secuencias para cada
individuo (forward y reverse) y se ensambl6 el contig para cada muestra utilizando el
programa Informatico CodonCode Aligner (CodonCode Corporation, 2009). Se
realizaron los consensos de cada individuo tomando como criterio la calidad en cada sitio
en los cromatogramas del “contig”. Las secuencias fueron acotadas a los extremos para
evitar la presencia de sitios variables debido a artefactos del proceso de secuenciacion, ya

que estos sitios mostraron muy baja calidad y son poco confiables. Donde hubiese alguna
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discrepancia se utilizé el programa Finch TV 1.4.0 (Geospiza Inc., 2004-2006) para
verificar la calidad de los nucledtidos secuenciados en cada una de las secuencias de los
primers forward y reverse. Para la alineacion de las secuencias se utilizo el programa

Clustal W multiple aligment del paquete informatico BioEdit (Hall 1999).
6. Analisis de variabilidad

Para los andlisis de variabilidad se estimaron los siguientes indices de diversidad

genética auxilidndonos del programa DnaSP v. 5.10.01 (Rozas et al. 2010);

1.- Diversidad nucleotidica “n”, que es la heterocigocidad a nivel de nucleétidos
(Hartl y Clark, 2007), es decir, determina la proporcion de las diferencias nucleotidicas
entre pares de secuencias, para luego ponderar dichas diferencias con las frecuencias de
las secuencias. Este parametro equivale a la proporcion de sitios nucleotidicos que son
diferentes cuando se toman dos secuencias al azar (Hedrick 2005) y que se han
acumulado en los dos linajes a partir del tiempo que ha transcurrido desde su divergencia

original, se calcula con la siguiente ecuacion (Nei 1987):

r
e O oM

donde n es el numero total de alelos, xi es la frecuencia de la secuencia i, xj es la

?I::

frecuencia de la secuencia j y 7ij es la proporcion de diferencias nucleotidicas entre las

secuencias i y j.

2.- Se calculo la diversidad haplotipica Hd con la siguiente ecuacion (Nei 1987):

. 271(1 = zxzé)
ol (2n—1)
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donde xi es la frecuencia del haplotipo i. La varianza de Hd fue calculada como (Nei
1987):

Sé{d = __.__:__.. 3‘:'3?:t:}: — l') [? ‘1.;,5 . L’,V' ..f.:.]:} i T ‘71‘5 ., (Sﬁ r‘:t) :\}
‘ A

2?1(3*1—1:}\ F Eor i

3.-Se realizo el mismo andlisis, pero esta vez considerando la presencia de indeles

como sitios informativos.

4.- Se realizd un andlisis de la varianza molecular (por sus siglas en ingles
AMOVA) para determinar como se distribuye la variacion genética dentro y entre

poblaciones, utilizando el programa Arlequin 3.1 (Laurent Excoffier 1998-2006).

5.- Se evalu6 si las poblaciones de P. culiacana se ajustan al modelo de
aislamiento por distancia (flujo génico entre poblaciones cercanas), mediante un analisis
de correlacion y regresion lineal entre la distancia genética y la distancia geografica de
las poblaciones. Las distancias geograficas fueron calculadas con el Google Earth
6.1.0.5001, los anélisis de regresion y correlacion con Excel, (Microsoft 2007), y las
distancias génicas fueron calculadas con el programa MEGA 4.0 (Tamura et al. 2007) y
se utilizo el modelo de Maximum Composite Likelihood con la opcién de complete

deletion para no considerar indeles.
7. Distribucion de haplotipos

Se utilizaron los programas Google Earth 6.1.0.5001, Paint 6.1 y Adobe

Photoshop 12.0 para generar la ubicacion geografica de los haplotipos.

25




-

8. Red de haplotipos

Para construir la red de haplotipos primero se gener6 un archivo de haplotipos con
terminacién Roehl (*.rdf) utilizando el programa DnaSP, en éste no se consideraron sitios
alineados con gaps o datos perdidos ni sitios invariables (monomorficos). Este archivo
estd disefiado para ser utilizado por el software Network 4.6.1.1 (Fluxus Technology
2004-2012) escrito por Arne Rohl que permite reconstruir filogenias intraespecificas
(analisis de redes). El programa utiliza el método de “median Joining” (MJ) para
construir redes de datos de poblaciones libres de recombinacion genética; este programa
combina las caracteristicas del algoritmo de Kruskal para encontrar los arboles
expandidos minimos favorecidos por las conexiones mas cortas, y el algoritmo heuristico
de maxima parsimonia de Farris (MP) el cual secuencialmente agrega nuevos vértices
llamados “vectores medios” (Bandelt et al 1999; Polzin et al., 2003). Se utilizaron las

secuencias del grupo externo Lennoa como raiz de la red de haplotipos.
9. Filogenia de haplotipos

Para construir el arbol filogenético se utiliz6 el programa MEGA 4.0 (Tamura et
al., 2007) con el método Neighbor-Joining, con bootstrap de 1,000 réplicas. Las
distancias evolutivas fueron calculadas usando el método de Maximum Composite
Likelihood con la opcién Complete deletion para no considerar indeles. Se utilizaron las

secuencias de Lennoa como grupo externo.
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IX. RESULTADOS

1. Muestreo

Se localizaron 7 poblaciones diferentes de Pholisma culiacanum distribuidas en
los estados de Sinaloa y Sonora separados al menos por una distancia de 30 km entre
cllos (Tabla 4). Siguiendo las recomendaciones de la metodologia se colectaron un
promedio de 30 individuos por poblacién. Se seleccionaron 10 individuos al azar por

poblacién y se les extrajo ADN con la técnica antes descrita.

2. Amplificacion de secuencias

El tamafio del producto amplificado de la region intergénica de cloroplasto trnT-L

al tmT-F fue de aproximadamente 600pb de longitud.

Se amplificaron y se mandaron secuenciar 70 muestras de ADN de Pholisma
culiacanum y 2 de Lennoa madreporoides. De las 70, tres muestras presentaron bajos
niveles de calidad de secuenciacion por lo que se les clasifico como inapropiada y se
descartaron del andlisis para finalizar con un total de 67 muestras de Pholisma
culiacanum analizadas. De las 2 de Lennoa, se generaron las secuencias consenso, se les
alined para corroborar que no hubiera errores y se selecciono una de ellas para utilizarla

en el estudio.

Se analizaron las secuencias alineadas de Pholisma culiacanum y se generd una
region compuesta por 735 nucledtidos, de éstos 261 sitios presentaron gaps o datos
perdidos. De los 474 sitios restantes que excluian aquellos con gaps y datos perdidos, 151

fueron sitios invariables (monomorficos) y 323 sitios variables (polimérficos) con un
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total de 398 mutaciones. Los 323 sitios polimorficos fueron sitios informativos de
parsimonia; 251 con dos sustituciones, 69 con tres sustituciones y 3 con cuatro
sustituciones (Apéndice 2), entendiendo por sustitucion los cambios de un nucleétido por
otro, por ejemplo: sitio 29 con dos sustituciones (g/c), sitio 89 con 3 sustituciones (a/g/t),

sitio 282 con cuatro (a/c/g/t).
3. Anailisis de variabilidad

Todas las poblaciones son polimoérficas. Se encontraron 11 diferentes haplotipos
en las 7 poblaciones de Pholisma culiacanum sin considerar indeles como caracteres
informativos. El numero de haplotipos por poblacion (h) varia de dos a cuatro (Ilustracion
5). El haplotipo 5 fue el mas frecuente con una frecuencia de 19 secuencias y se le puede
encontrar en 4 poblaciones diferentes mientras que el haplotipo menos frecuente fue el 9

con una frecuencia de 1 secuencia (Apéndice 3).

La diversidad nucleotidica total (m) sin considerar indeles fue de 0.27366 +
0.02425, donde la poblacién con mayor diversidad nucleotidica fue Masiaca con 0.2990 y
la menor Tosalibampo con 0.00069. La diversidad haplotipica global sin considerar
indeles (Hd) fue de 0.855 + 0.024 donde los valores mas altos se compartieron entre dos
poblaciones (Altata y Cerro de Alamos) con 0.7330 y la poblacion con el valor més bajo

fue Tosalibampo con 0.4670 (Tabla 2).
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Tabla 2 Diversidad genética de Pholisma culiacanum. Numero de haplotipos (%),
diversidad haplotipica (Hd), numero de haplotipos considerando indeles (ki), diversidad
haplotipica considerando indeles (Hdi), diversidad nucleotidica (1), desviacion estandar

).

Localidad h Hd hi Hdi T
ALTATA 3 0.73300 10 1.00000  0.25957
CULIACAN 4 0.72200 8 0.97222 0.12660
TOSALIBAMPO 2 0.46700 9 0.97778 0.00069
SAN BLAS 3 0.60000 9 0.97778 0.28244
HERACLIO
SANB 3 0.66700 6 0.84444 0.26463
MASIACA 2 0.53600 8 1.00000 0.29903
CERRO DE
ALAMOS 4 0.73300 10 1.00000 0.29605

0.855+ 0.27366 =
TOTAL 11 0.024 57 0.99367 0.02425

El analisis de variabilidad molecular se muestra en la tabla 3. El analisis de

AMOVA muestra que la mayoria de las diferencias genéticas de acuerdo al modelo

estudiado se debe mds a las diferencias dentro de las poblaciones (86.51%) que a las que

se presentan entre poblaciones (13.49%).
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Tabla 3 Analisis de la varianza molecular.

AMOVA
Método de distancia: Tajima & Nei
Fuep te. fie G.L Suma de cuadrados Varianza Porc1f3nto de
variacion varianza
Entre 6 2247257 2344503 Va 13.49
poblaciones
Dentro de 60 9021.418 150.3569 Vb 86.51
poblaciones
Total 66 11268.675 173.80201

Incide de diferenciacion genética Fst=0.13490
Test de significancia 1023 permutaciones

Va and Fst : P(Valor rand. > valor obs.) = 0.01173
P(Valor rand. = valor obs.) = 0.00000
Valor de P = 0.01173+-0.00304

Referencia: Weir, B.S. and Cockerham, C.C. 1984. Excoffier, L., Smouse, P., and
Quattro, J. 1992. Weir, B. S., 1996.

Tabla 4 Matriz de pares de distancias; sobre la diagonal distancias

genéticas y bajo la diagonal distancias geograficas (Km).

POBLACION AL CU TO SB HS MA CA
ALTATA (AL) * 0.554 0.515 0.596 0.467 0.639 0.647
CULIACAN (CU) e * 0.119 039 0.554 0.424 0.443
TOSALIBAMPO (TO) 18927 227.15 - * 0.344 0.517 0.392 0.418
SAN BLAS (SB) 172.61 202.95 36.59 8 0.59 0.493 0.501
HERACLIO SB (HS) 201.54 220.59 7487 472 * b2 0,639
MASIACA (MA) 264.66 293.17 842 92.07 7998 * 0497

CERRO DE ALAMOS (CA) 297.34 232.63 118.14 124.83 10546 343 *

El coeficiente de correlacion de Pearson entre las distancias genéticas y las distancias

(Tabla 4) geograficas no es significativo (p=0.825) y su valor es negativo de -0.051268.
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Tlustracién 5 Regresion lineal. Relacion entre las distancias genéticas y las distancias
geograficas entre poblaciones de Pholisma culiacanum.

El modelo de regresion lineal simple sobre las mismas variables no es
significativo (p=0.825) y el valor del coeficiente de r cuadrada también es bajo = 0.0026.
Los valores anteriores indican que no existe evidencia del aislamiento por distancia, con
un flujo génico principalmente entre poblaciones cercanas.

4. Distribucién de haplotipos

La Tlustracién 6 muestra la distribucién geografica de los haplotipos sin
considerar indeles de la region trnL. 5° for — trnF (GAA) en las poblaciones de Pholisma

culiacanum.
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[lustracién 6 Distribucién de haplotipos (sin considerar indeles) de Pholisma
culiacanum. ALTATA (AL), CULIACAN (CU), TOSALIBAMPO (TO), SAN BLAS
(SB), HERACLIO SB (HS), MASIACA (MA) y CERRO DE ALAMOS (CA).

El haplotipo 5 se encuentra presente en las poblaciones nortefias de Tosalibampo,
Masiaca, San Blas y Cerro de Alamos, sin embargo aunque es el de mayor frecuencia
(19), no es el haplotipo mas distribuido 6 que se presenta en mas poblaciones, ese puesto
corresponde al haplotipo 6 presente en cinco de las 7 poblaciones (Culiacan, San Blas,
Heraclio Sb, Masiaca y Cerro de Alamos).

Existen cuatro poblaciones que cuentan con haplotipos tnicos que no se presentan

en otras poblaciones;

- Altata esta4 compuesta por tres haplotipos de los cuales uno (haplotipo 1) es
tnico, los otros dos estan compartidos con tres poblaciones mas. En términos

porcentuales el 30% de los haplotipos de Altata es inico.
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- Culiacan estd compuesta por cuatro haplotipos de los cuales tres son unicos
(haplotipos 3, 9 y 11) y uno compartido con otras cuatro poblaciones. En términos

porcentuales el 88.9% de los haplotipos de Culiacdn son unicos.

- Tosalibampo esta compuesto por dos haplotipos de los cuales uno (haplotipo 10)
es unico y el otro es compartido por tres poblaciones mas. En términos porcentuales el

30% de los haplotipos de Tosalibampo es tnico.

- Cerro de Alamos est4 compuesto por cuatro haplotipos de los cuales dos son
unicos (haplotipo 2 y haplotipo 8) el resto se encuentra compartido por 5 poblaciones

mas. En términos porcentuales el 70% de los haplotipos de Cerro de Alamos son tnicos.

El resto de las poblaciones (Masiaca, San Blas y Heraclio Sb) estdn compuestas

en su totalidad por haplotipos presentes en otras poblaciones (haplotipos 4, 5, 6 y 7).
5. Red de haplotipos

En la Ilustracién 7 se muestra la red de haplotipos generada por el programa
Network. En la imagen cada haplotipo esta representado por un circulo color azul cuyo
tamafio es proporcional a la frecuencia de las secuencias que lo componen y junto a ellos
se encuentra escrito con letra el nimero del haplotipo. En circulos color rojo, se
encuentran representados los vectores medios que fueron generados por el programa para
unir haplotipos distantes, estos vectores medios pueden ser pasos mutacionales,
subespecies extintas o no muestreadas. Los haplotipos y vectores medios estan
conectados por una serie de lineas que en su conjunto representan la red, en ellas se
encuentra un circulo color gris de tamafio constante donde se indica con un numero el
total de mutaciones que existen entre un haplotipo /vector medio y otro.

33




@

o SF B
Hi@ 1+ H2@ @
11‘ 1\.
108 H11@  Hoe

H_4‘
1
1@
20

%
;@QE

! |
,21" 21 -
T—Ql—“‘lsu UMVETSidad Autbnoma
& H_12{ Lennoa de Sinaloa
i Al v
rainacion go pog
& & Cuhacan,Sina!oa,MégxriiZo
T"-zs»mw !
2'2 45
H__T‘ ‘
H 6
1
H 3@

Ilustracién 7 Red de haplotipos. Generada con el programa Networks (Bandelt et al.,
1998).

El programa network gener6 una red de haplotipos considerando a Lennoa como

la raiz, de la cual surgen tres grandes grupos de haplotipos:

1.- a 51 pasos mutacionales de Lennoa se encuentran los haplotipos 1 y 4

separados por un paso mutacional entre ellos.

2.- a 160 pasos mutacionales de Lennoa se encuentra un grupo formado por los

haplotipos 2, 3, 5,9, 10 y 11 separados a tres 0 menos pasos mutacionales entre ellos.

3.- a 207 pasos mutacionales de Lennoa se encuentra un grupo formado por los

haplotipos 6, 7 y 8.
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6. Filogenia de haplotipos

La Tlustracion 8 muestra el arbol filogenético de los 11 haplotipos de la region
intergénica del Trn-T al Trn-F de Pholisma culiacanum utilizando como grupo externo a

Lennoa madreporoides.

El arbol generado por el método de Neighbor-Joining del software Mega
reconocié 4 grandes grupos; 1) grupo externo (Lennoa), 2) los haplotipos 1 y 4 como el
grupo mas basal de Pholisma culiacanum y mas cercano a Lennoa, 3) una rama que se
bifurca en dos grandes grupos (con 80% de soporte), por un lado los haplotipos mas
cercanos a los basales 6, 8 y 7 (con 100% de soporte) para finalizar con 4) una rama (con
100% de soporte) donde se encuentran los haplotipos 2, 3, 5, 9, 10, 11 con valores de 30-

50% de soporte entre ellos.

U . . —%
mver;,sndad Auténoma
e Sinaloa
FACULTAD pf AGRONOMIA
COQrdinacién de Posgrado
Culiacan, Sinaloa, México.
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X. DISCUSION

1. Amplificacion de secuencias.

En la busqueda de las regiones de ADN de cloroplasto que presentaran los niveles

adecuados de variacion genética se dividi6 en 3 grupos:

1.- Regiones que no se lograron amplificar ni secuenciar nada (rps432-trnL

[UAA], trnT [GGU]-trnE [UUC], atpB-rbcL).

2.- Regiones que se lograron amplificar y secuenciar pero los niveles de variacion
genética detectadas no fueron adecuados (rpl32F — trnL [UAG], tmmT [UGU] —

trnL [UAA]).

3.- Regiones que se lograron amplificar, secuenciar y que mostraron los niveles de

variacion genética necesarios (trnL 5° for — trnF [GAA]).

El resultado del grupo uno se debe a dos razones principalmente; la primera es la
mala calidad del ADN extraido y la segunda a la reduccion del tamafio del cloroplasto o
la perdida de fragmentos de genes de cloroplasto al igual que otras plantas parasitas

(Bungard 2004).
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Ilustracion 8 Filogenia de haplotipos de Pholisma culiacanum sin considerar indeles

utilizando el método Neighbor Joining con el programa Mega (Tamura et
al., 2007). Los valores de soporte de bootstrap son usando 1,000 replicas.

Las secuencias analizadas en el grupo dos no presentaron niveles apropiados de
variacion genética por dos razones; 1) tamafio pequefio de amplificado y niveles bajos de
variacion genética (trnT [UGU] — trnL [UAA]), y 2) espacio intergénica pequefio y
niveles bajos de variacion genética debido a secuencias conservadas (rpl32F — trnL
[UAG]) este gen (rpl32) codifica proteinas ribosomales 60S que se ha observado se
conserva entre especies parasitas (Funk et al., 2007).

El grupo 3 pertenece a una regiéon de cloroplasto conocida como trnT (UGU) al
trnF (GAA) que consta de los genes que codifican trn (trnT UGU, trnl. UGA, trnL. UAA
y trnF GAA), dos regiones intergénicas (trnT-trnl y trnL-trnF) y el intrén TrnL
(Tlustracion 9). La longitud esperada de este fragmento era de 1330 pares de bases,
nuestro amplificado fue de aproximadamente 700 pares de bases, aqui al igual que en el

grupo uno el caracter parasitario y la reduccion del tamafio del cloroplasto explican la
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diferencia entre en tamafio de los amplificados.

La presencia de 323 sitios polimorficos con informacién de parsimonia, en un
amplificado de 735 pares de bases se explica si analizamos su estructura. El amplificado
estda formado por dos regiones de ADN de cloroplasto; 1) dos regiones no codificantes
(intrén TrnL y spacer trnL-trnF), y 2) tres regiones codificantes (trnL. UAA 5’exon, trnL
UAA 3’exon y trnF GAA) (Ilustracién 9). Como se observa en la ilustracién la mayor
parte del amplificado esta formado por regiones no codificantes donde la frecuencia de

las mutaciones suele ser mayor.

Region trn T-L-F de Cloroplasto

trnL 5' rev trnL 3' rev trnf rev
PR R o
trnL trnL
(UAA) (UAA) trnF
5' exon 3' exon (GAA)

trnT-trnL trnk intron trnL-trnF
spacer spacer
. 438 l 557 773 '

trnT
(UGU)
£ el e = ]
trnT for trnL 5' for trnl 3'for

Ilustracién 9 Region del trn T-L-F de cloroplasto. En rojo se muestra el tamafio
amplificado y los valores esperados de pares de bases (Nickrent., 2006)

2. Analisis de variabilidad.

En general la diversidad genética de Pholisma culiacanum es alta, muestra de ello

es que las 7 poblaciones estan formadas por mas de un haplotipo y aunque existen
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poblaciones con solo dos (Masiaca y Tosalibampo) se puede considerar que todas las

poblaciones son polimorficas.

La diversidad nucleotidica total es baja si la comparamos con la diversidad
haplotipica; existe una cierta concordancia entre los datos analizados ejemplo de ello es
el caso de Tosalibampo que por una parte es la poblacion que presenta tanto la menor
diversidad nucleotidica como la menor diversidad haplotipica con 7=0.00069 y Hd=

0.4670.

Los andlisis de la diversidad genética considerando indeles deberian de ser
tomados con cautela, la cantidad de haplotipos se dispara de 11 a 57 asi como la
diversidad haplotipica donde 3 poblaciones muestran valores de cercanos a 1 es decir la

mayoria de los individuos en las poblaciones son diferentes.

El valor de Fst (0.1349, p<0.05) indica un nivel moderado de diferenciacion
genética entre las poblaciones estudiadas. La mayoria de la variacion genética observada
se debe a diferencias dentro de las poblaciones (86.51%) al igual que en otros estudios de
plantas parasitas (Jerome et al., 2002; Amico et al., 2009). Lo anterior es de esperarse
dado los valores observados (tabla 2) de diversidad haplotipica (Hd) de las poblaciones
dénde la mayoria de los valores son superiores a 0.5 (excepto Tosalibampo) ya que altos
niveles de varianza molecular dentro de poblaciones tiene como consecuencia altos

niveles de diversidad haplotipica.

Dados los valores del andlisis de correlacion y regresion lineal entre las distancias
génicas y las distancias geograficas de nuestro estudio no se puede afirmar que exista

flujo génico principalmente entre poblaciones cercanas de Pholisma culiacanum ya que
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los valores obtenidos son muy pequefios; este resultado coincide con los encontrados en
otros estudios en plantas parasitas. Las poblaciones estan aisladas pero no es, 0 no
solamente por el factor de distancia, si esto fuera asi existiria un valor alto de correlacion
entre los valores de distancias genética y geografica. (Jerome et al., 2002%; Mutikainen et

al., 2002; de deVega et al., 2008; Holzapfel S et al., 2002).

3. Distribucion de haplotipos

Los haplotipos no compartidos en las poblaciones de nuestro estudio, pueden ser
consecuencia de mutaciones asociadas a eventos de colonizaciéon de nuevos nichos
ecoldgicos de la planta parésita 6 bien, debido a la expansion de los hospederos a nuevos

territorios y la posterior colonizacion del parasito (deVega et al., 2008).

El alto porcentaje de variacion dentro de las poblaciones de Pholisma culiacanum
puede ser entendida como consecuencia del flujo génico dentro de las poblaciones
(Garcia-Franco et al., 1998); esto contrasta con otros estudios de especies parasitas y de
otras especies dependientes donde la mayoria de la variacion genética encontrada fue
entre poblaciones donde se plantea que estas plantas se caracterizan por una distribucion
fragmentada o distribucion por parches, de la dependencia de las especies parasitas de sus
hospederos (de Vega et al., 2009), de la historia de vida tanto del parasito y del

hospedero, los eventos geograficos y estocasticos (cuellos de botella y evento fundador).

4. Redy Filogenia de haplotipos

Por lo general el haplotipo mas frecuente suele ser también el de mayor

distribucién; sin embargo en nuestro estudio el haplotipo més frecuente es el 5 y el de
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mayor distribucién es el haplotipo 6 que se encuentra presente en 5 de las 7 poblaciones

muestreadas.

La red de haplotipos detecta al igual que la filogenia de haplotipos 3 grandes
grupos a partir del grupo externo Lennoa, 1) haplotipos 1 y 4 mas cercanos a Lennoa
(parafilético) sin un antecesor comun inmediato claro, 2) haplotipos 6, 7 y 8
(monofilético) con un antecesor comun, 3) haplotipos 2, 3, 5, 9, 10 y 11 (monofilético)

con un antecesor comun.

El aspecto morfolégico de las poblaciones varia geograficamente. Existen dos
grandes grupos que se diferencian facilmente, el primero formado por las poblaciones de
Altata y Heraclio Sb, el segundo por poblaciones de Culiacan, Tosalibampo, San Blas,
Masiaca y Cerro de Alamos. El primer grupo se caracteriza por tener tallos delgados
{inicos o ramificados que se originan en un solo haustorio més parecidos a los de Lennoa,
mientras que el segundo grupo se caracteriza por tener tallos unicos gruesos mayores a 1
cm de didmetro. Estas observaciones visuales coinciden con la evidencia molecular
producto de los andlisis de filogenia y red de haplotipos que ubica a la mayoria de los
haplotipos pertenecientes a las poblaciones del grupo uno alejados de los del grupo dos.
En el caso de la red de haplotipos se observa una gran cantidad de pasos mutacionales
entre los haplotipos que en su mayoria estan formados por individuos que corresponden a
las poblaciones de Altata y Heraclio Sb (Haplotipos 1, 4, 6, 7 y 8) y el resto de las
poblaciones. De igual manera la filogenia de haplotipos ubica a estos mismos haplotipos
de poblaciones morfologicamente diferentes més cercanos a Lennoa. Otro aspecto que es
importante y se registro en campo fue que el suelo en cual se encontraron estas dos

poblaciones es diferente al resto de las otras poblaciones; dunas costeras (Altata) suelo

41




arenoso (Heraclio Sb) y suelos arcillosos pertenecientes al bosque tropical

subcaducifolio. Si revisamos la literatura observamos que Pholisma arenarium 'y
Pholisma sonorae comparten estos tipos de suelos (Tabla 1). Lo anterior sugiere que €s
posible que estas poblaciones de Pholisma culiacanum pertenezcan a otra especie del
genero Pholisma o a una sub especie de Pholisma culiacanum. Estas observaciones
sugieren que son necesarios mas analisis comparativos para determinar el porqué de estas

diferencias.
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XI. CONSERVACION

Dados los altos niveles de diversidad genética haplotipica se recomienda
establecer zonas de conservacion en las areas de distribucion de Pholisma culiacanum de
las poblaciones de Culiacan, Cerro de Alamos y Altata. Conservando estas tres
poblaciones se abarca casi la totalidad de la diversidad genética de la especie, ademas se
aseguraria que la mayoria de los haplotipos tnicos queden dentro de las areas
conservadas, mismas que son las 4reas de distribucion mas afectadas por las actividades

antropogénicas mencionadas anteriormente.

Con fines de explotacién in situ se recomienda la zona de distribucion de la
poblacién de Tosalibampo por dos razones; los indices de diversidad genética y
haplotipica son los més bajos ademds de tener solo 2 haplotipos y aunque no se realizo el

estudio correspondiente a abundancia en campo resulto ser la poblacién mds abundante.
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Xil. CONCLUSION

Se localizaron 7 poblaciones diferentes de Pholisma culiacanum distribuidas en

los estados de Sonora y Sinaloa.

El fragmento amplificado de la region intergénica del cloroplasto trnT-L al trnT-F
presenta la suficiente variabilidad genética para realizar estudios de genética de
poblaciones, filogeografia y filogenética cuyo tamafio es de aproximadamente 735 pares

de bases.

Las 7 poblaciones de Pholisma culiacanum son polimérficas. Se encontraron 11
haplotipos diferentes. El haplotipo més grande fue el 5 y el mds distribuido fue el

haplotipo 6.

La diversidad nucleotidica total sin considerar indeles fue de 0.27366, la
poblacién con mayor diversidad nucleotidica fue Masiaca y la menor Tosalibampo. La
diversidad haplotipica global sin considerar indeles fue de 0.855 con los valores més altos

en las poblaciones de Altata y Cerro de Alamos y el menor en Tosalibampo.

El AMOVA muestra que la mayoria de la diversidad genética es explicada por las
diferencias genéticas dentro de las poblaciones con un 86.51% y solo un 13.49% debido

a las diferencias entre poblaciones.

El valor de correlacion entre las distancias genéticas y las distancias geograficas
es muy bajo -0.051268. No se puede asegurar que exista flujo génico principalmente
entre poblaciones cercanas de Pholisma culiacanum, se plantea la posibilidad de

aislamiento por mas mecanismos que el de la distancia geografica.
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En la red de haplotipos los haplotipos 1 y 4 son los mas cercanos al grupo externo
Lennoa, situacion que corroboran los anélisis filogenéticos donde los haplotipos maés
basales y cercanos al grupo externo son los haplotipos 1y 4 que contienen en su mayoria

a individuos pertenecientes a las poblaciones de Altata y Heraclio Sb.

Las areas idoneas para conservacion dados sus niveles de diversidad haplotipica

son Altata, Culiacdn y Cerro de Alamos. Y los de explotacion in situ Tosalibampo.
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X1, RECOMENDACIONES

Los resultados obtenidos en este estudio representan una primera aproximacion de
entender la diversidad genética de Pholisma culiacanum. Aunque los resultados no son
del todo concluyentes muestran una amplia perspectiva que contribuye a resolver

cuestiones relevantes sobre la historia evolutiva de esta especie endémica de México.

A partir de esta investigacion surgen algunos aspectos que se pueden considerar
para lograr la comprensién de los analisis de genética de poblaciones, filogeografia y
filogenética en plantas parasitas. Estos proveen buenas medias para conocer la estructura
de genética de las poblaciones, la formacion de razas, la distribucion de los haplotipos en
las poblaciones de la especie y las relaciones filogenéticas entre ellas. Sin embargo la
informacion que pueden proporcionar se ve limitada dada las caracteristicas evolutivas de
las plantas pardsitas y por la técnica utilizada para realizar los andlisis, en nuestro caso,
secuencias. El incluir otro tipo de andlisis como AFLPs o ampliar el anélisis a otras
regiones genéticas del cloroplasto puede brindar informacion adicional. Ademds es
necesario un analisis similar al presente de los hospederos de esta planta parasita, al
compararlo con la distribucion de la diversidad genética de Pholisma culiacanum
arrojaria mejores resultados que nos ayudarian a comprender mejor los procesos
biologicos y evolutivos que dieron origen a la diferenciacién y distribucion de los

patrones genéticos de Pholisma culiacanum.

A nivel filogenético y filogeografico es necesario un analisis del género Pholisma

que incluya a las 3 especies que lo conforman, con ello se puede aclarar cudl de las tres
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especies que componen el género es el mas basal y corroborar o no la teoria de George

Yatskievych quien plantea que Pholisma culiacanum es la especie basal del genero.

En nuestro estudio pudimos constatar un grado alto de fragmentacién del area de
distribucion de esta especie como consecuencia de dos fenomenos; 1) la deforestacion y
2) el cambio de uso de suelo. El segundo se da en varios aspectos; con fines de
produccion agricola (Culiacan), de produccion acuicola y desarrollo de zonas
habitacionales o turisticas (poblaciones cercanas a la costa de Altata). Es necesario un
estudio del estado de las areas de distribucidn de la especie y la asignacion de éareas de

conservacion.

Desde la publicacion de la revision de la familia Lennoaceae por parte de George
Yatskievych se plantearon una serie de estudios pendientes para el género Pholisma entre

ellos estudios de ecologia poblacional.

Ya que el género Pholisma esta reportado como una planta comestible, se sugiere
realizar los andlisis correspondientes para determinar el perfil nutricional y nutraceutico

de la especie y asi verificar la pertinencia de su domesticacion.
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APENDICE

1. Extracciéon de ADN de tejido de una planta parasita (Pholisma culiacanum).

1.- Bufer de extraccion [incluye CTAB
0.04 g/ml, NaCl 3 mol/L, acido
ethylendiaminetetracetico (EDTA) 20
mmol/L, Tris-HCl 100mmol/L (pH 8.0),
y PVP-40 (polivinylpyrrolidona, peso
molecular 40 000) 0.025 g/ml].

1.1~ B—mercaptoethanol 3% (adicionar
justo antes del uso),

2.- Cloroformo: Alcohol iso-amilico

24:1 (V/v).

Protocolo.

3.-Etanol al 70% y 80%.
4.-Acetato de Sodio 3 mol/L.
5.-RNAsaa 10 mg/ml.
6.-Proteinaza K 1 mg/ml.

g -Bufer TE [incluye Tris-HC1 10
mmol/L.  (pHb8.4), EDTA 1mmol/L

(pHS.5)].

(1) Calentar el bufer de extraccion a 65%B0C en bafio maria.

(2) Cortar de 0.01 2 0.02 g de tejido interno.

(3)Colocar el tejido en un mortero estéril que esté a temperatura ambiente, adicionar 30
ul de B-mercaptoethanol directamente a la muestra.

(4) Afiadir 1 ml de bufer de extraccion ¥y

consistencia acuosa, s1 €S necesario adhiera mas

macerar con fuerza hasta obtener una
buafer de extraccion.

(5) Transferir el macerado a un tubo eppendorf de 1.5ml y llene maximo hasta 0.75 ml,
invertir los tubos fuertemente y mezclarlos utilizando vortex. Incubar a 65°C en bailo
maria de 60-80 min. agitando con vortex cada 10min.

(6) Afadir un volumen de Cloroformo: Alcohol iso-amilico 24:1'y mezclar fuertemente

invirtiendo los tubos.

(7) Centrifugar a 7600 rpm por 15 min a temperatura ambiente.
(8) Transferir cuidadosamente el sobrenadante a un tubo nuevo y desechar la fase

organica remanente.

(9) Repetir los 3 pasos anteriores (dos o tres veces seglin sea Necesario).

(10) Afadir 1 ml de Isopropanol frio (ad4°C) y mezclar suavemente invirtiendo los
tubos. Depositar los tubos a -20°C de 15 a 30 min.

(11) Centrifugar a 9700 rpm por 10 min. a temperatura ambiente Yy desechar el

sobrenadante.

(12) Lavar el pellet dos o tres veces con etanol al 70%.
(13) Invertir los tubos en una toalla de papel secante y dejar secar los pellets a

temperatura ambiente.

(14) Re suspender ol ADN en 200 pul de bufer TE, agregar RNAsa (1 ul por cada 20 ul

de solucion) e incubar a 37°C por 2 hrs.

(15) Agregar un volumen de Cloroformo: Alcohol iso-amilico 24:1'y mezclar mediante

inversion.



(16) Centrifugar a 7600 rpm por 10 min. a temperatura ambiente y transferir el
sobrenadante a un tubo nuevo.

(17) Afiadir un volumen 1/10 de NaCl 3 mol/L o un volumen de 1/10 de Acetato de
Sodio 3 mol/L, mezclar y precipitar el ADN con dos volimenes de Etanol 100%
congelado (4°C).

(18) Centrifugar a 9700 rpm por 10 min. a temperatura ambiente, desechar el
sobrenadante y lavar el pellet con etanol al 70%.

(19)Invertir los tubos en una toalla secadora y dejar secar los pellets a temperatura
ambiente, una vez secos resuspender en 25 pl de bufer TE y guardar en refrigeracion.

2. Sitios con informacién de parsimonia.

Dos sustituciones;

2932373940

41 42 43 44 49 50 53 5657 60 61 63 64 65 68 77 79 80 81 82
84 86 8890 91 94 9596 101 123 125127 128 129 134 138
139 140 141 146 147 148 149 150 151 152 153 154 155 156
165166 167 168 169 171 174 176 178 179 180 182 183 184
186 187 189 191 192 193 197 199 200 201 202 204 206 207
208209 211 213 219227 230 231 233 242 244 245 246 248
252 253 254 260 263 265 268 269 270 271 273 275 276 277
278 279 281 283 284 285 290 293 294 297 298 301 302 303
304 307 309 311 314 317 321 322 324 326 328 332 333 334
336 337 346 347 349 350 355 360 362 366 369 372 376 378
383 388 389 391 392 401 402 404 405 406 410 412 414 416
417 421 424 427 429 431 435 436 437 441 444 445 448 453
454 455 457 459 460 461 462 465 467 468 469 470 473 475
478 484 485 486 490 492 493 494 496 504 505 507 508 509
510 519 525 527 529 530 531 532 534 536 537 538 539 541
545 546 547 549 551 552 563 564 567 570 571 572 578 579
580 581 583 586 587 588 589 590 592 593 595 597 611 612

Tres sustituciones;

3689130 131 132136 137 142143 172 173 175 181

185 215 228 232 247 258 259 262 274 280 286 287 288 296
299 300 310 325 329 335338 351 354 363 367 371 375 384
387 400 403 409 413 428 433 434 446 450 451 452 458 464
476 479 480 491 503 506 523 553 565 566 573 594 596 613

Cuatro sustituciones:
282 442 456
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3. Haplotipos y Frecuencias.

Hap 1:3 [10AL SAL 8AL]

Hap 2:5 [10CA 3CA 4CA 5CA 7CA]

Hap 3:5 [10CU 1CU 2CU 5CU 9CU]|

Hap 4:12 [10HS 1HS 2HS 3AL 4AL SHS 6HS 7AL 7HS 8HS 9AL 9SB]

Hap 5: 19 [1I0OMA 10TO 1TO 2CA 2SB 2TO 3MA 3SB 4MA 4TO 5SB 5TO 6SB
7MA 7SB 7TO 8MA 8SB 8TO]

Hap 6: 10 [10SB 1SB 4SB SMA 6CA 6CU 6MA 8CA 9HS 9IMA]

Hap 7:5 [1AL 2AL 3HS 4HS 6AL]

Hap 8:2 [1CA 9CA]

Hap 9:1 [3CU]

Hap 10:3 [3TO 6TO 9TO]

Hap 11:2 [4CU 7CU]
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