
UNIVERSIOAO AUTONOMA CHAPINGO 

DEPARTAMENTO DE FITOTECNIA 

(Physalis ixocarpa, Brot) 
CCON ACr-. .L)E\t1fCA 

. TO. DE SERVIC()S ESCO!.ARES 
INA DE EXAMEM:s PROFEStONALE~ 

T E S I S 

QUE COMO REQUISITO PARCIAL PARA 
OBTENER EL GRADO DE: 

MAESTRO EN CIENCIAS EN HORTICULTURA 

PRESENTA 

LOU ROES rONTAL VO HERNANDEZ 

0 '' 

CHAPINGO, ESTADO DE MEXICO SEPTIEMBRE 1998 



CARACTERIZACION MOLECULAR Y MORFOLOGICA DE TOMATE DE 

CASCARA (Physalis ixocarpa, Brot.) 

Tesis realizada par Lourdes Montalvo Hernandez bajo Ia direcci6n del Comite 

Asesor indicado, aprobada par el mismo y aceptada como requ isite parcial para 

obtener el grado de: 

MAESTRO EN CIENCIAS EN HORTICUL TURA 

o Peria Lomeli 

ASESOR: 

ASESOR: 

M.C. Alejandro Manzo Gonzalez 

3 305\) 

II 



CARACTERIZACION MOLECULAR Y MORFOLOGICA DE TOMATE DE 

CASCARA (Physalis ixocarpa, Brot.) 

El jurado que revis6 y aprob6 el examen de grado de Lourdes Montalvo 

Hernandez autor de Ia presente tesis de Maestrfa en Ciencias en Horticultura 

estuvo constituido por: 

ASESOR: 

ASESOR: 

M. C. Alejandro Manzo Gonzalez 

iii 



DEDICATORIA 

A MIS PADRES: 

Camerina Hernandez Villa 

y 

Eduardo Montalvo Martinez 

Par su amor inmenso e incondicional apoyo 

A MIS HERMANOS: 

Domingo 
Oscar 

Raul 
Jesus 

Eduardo 
Oralia 

Como un pequerio reconocimiento al carina y respecto que siempre nos 
ha unido 

A MIS CUNADAS: 

Cecilia Renata 
Rosalba Eudelia 

A MIS SOBRINOS: 

Eduardo Luis Jordy Raul 
lrais Xareni Isis Bianca 

Y A Tl JUAN. GRACIAS POR TODO. 

1\" 



AGRADECIMIENTOS 

- AI CONACYT par haberme brindado el apoyo econ6mico necesario para 

realizar mis estudios de Maestrfa 

- A Ia Universidad Aut6noma Chapingo par haberme dado Ia oportunidad de 

realizar mi formaci6n profesional 

- A los integrantes del Comite Asesor: 

Dr. Aureliano Peria Lomeli 

Ora. H. Susana Azpiroz Rivero 

M. C. Alejandro Manzo Gonzalez 

Par todas las sugerencias y apoyo proporcionado en Ia realizaci6n de1 

presente trabajo de tests 

- AI Dr. Agustin Lopez Herrera par su apoyo y preocuparse que todo marche de 

Ia mejor manera en Ia Maestrfa en Horticultura 

-AI Bi61ogo Victor Montero Tavera y M.C. Onecimo Grimaldo Juarez par las 

sugerencias y apoyo en el analisis estadfstico del presente trabajo 

-AI M.C. Domingo Montalvo Hernandez par los consejos y apoyo econ6mico 

recibido en Ia presentaci6n del trabajo de tesis 

- AI lng. Juan Medina Cristales, par el apoyo econ6mico proporcionado 

-A comparieros y amigos: Victor, Carmen, Martfn, Gerardo. Y los que apoyaron 

de alguna forma Ia realizaci6n del trabajo de tesis y par espacio no son citados. 



DATOS BIOGRAFICOS 

La autora es originaria del estado de Veracruz; ingres6 a Ia Universidad 

Aut6noma Chapingo (UACH) en el aria de 1988 y concluy6 Ia carrera de 

lngeniero Agr6nomo Especialista en Fitotecnia en 1995, con promedio general 

de 9.0. El trabajo de tesis de licenciatura fue realizado en aspectos de manejo 

agron6mico en tomate de cascara, por lo cual fue otorgada menci6n honorffica 

en el examen de grade. Obtuvo varies reconocimientos por Ia destacada labor 

academica como estudiante: cinco cuadros de honor, tres estfmulos 

econ6micos y diplomas. En 6o aria fue elegida para asistir a un Programa de 

lntercambio Academico con Espana, a Ia Universidad Politecnica de Madrid 

particularmente en el Departamento de Fitotecnia, en el area de Cultivos 

herbaceos. 

En Enero de 1996 ingres6 a Ia Maestrfa en Ciencias en Horticultura del 

Departamento de Fitotecnia en Ia UACH, concluyendo en Diciembre de 1997 

con Ia realizaci6n del trabajo de tesis en aspectos Biotecnol6gicos en tomate 

de cascara. 

VI 



RESUMEN 

"Caracterizaci6n molecular y morfol6gica de tomate de cascara 

(Physalis ixocarpa, Brot.)" 

Lourdes Montalvo H. Maestria en Ciencias en Horticultura. Universidad Aut6noma Chapingo. 

(Baja Ia direcci6n del Dr. A. Peria L.) . 

·' 

La presente investigaci6n se realize en el Laboratorio de Biotecnologfa 

Aplicada UACH-INIFAP ubicado en el Campo Experimental del Valle de Mexico 

(CEVAMEX). Se estudiaron diez variedades de tomate de cascara (Physalis 

ixocarpa, Brat.), con el fin de monitorear Ia variabilidad genetica dentro y entre 

poblaciones, y esclarecer las relaciones geneticas entre las mismas, utilizando 

una tecnica molecular (RAPD) y caracteres morfol6gicos. 

El patron de bandas de ADN fue obtenido a traves de Ia amplificaci6n 

par Ia PCR de los fragmentos de ADN de cada genotipo de las variedades de 

tomate de cascara estudiadas. Se emplearon cinco iniciadores (OPAE-19, 

OPB-06, OPD-11 ,OPI-09 y OPV-06) de Operon Technologies y Ia tecnica 

RAPD. Los productos amplificados se separaron en geles de agarosa al 1.4%, 

estes se tirieron con bromuro de etidio para ser visualizados con luz UV se 

documentaron en fotograffas. 

La metodologfa de analisis empleada permiti6 obtener una matriz de 

valores de las distancias geneticas entre pares de poblaciones, y de esta se 
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-- f' construy6 el dendograma. de eg~upaifliento correspondiente, el cual mostr6 una 
- •. ~-

· · 6 

division de cuatro grupos generales: 1) Mejorados, 2) Manzano, 3) Milpero y 4) 

Silvestres; el primero se organize en cinco subgrupos con seis variedades. El 

tipo Silvestre autofertil se mantuvo alejado de las demas poblaciones, 

exhibiendo las distancias geneticas mas amplias con diferentes variedades 

(0.460 a 0.878). 

El agrupamiento de las mismas poblaciones con base en caracteres 

morfol6gicos origin6 un dendograma que agrup6 a las variedades de tomate de 

cascara de manera similar con los datos moleculares, obteniendose tres 

grandes grupos: 1) Mejorados, 2) Mi lpero-Arandas-Tamazula, y 3) Silvestres. 

Ambos agrupamientos coinciden con otros propuestos en investigaciones 

anteriores, realizadas en base al estado evolutivo y de domesticaci6n de las 

poblaciones. 

El fnd ice de variabilidad genetica (IVG) calculado en cada variedad 

permiti6 conocer Ia alta diversidad genetica existente dentro de estas 

poblaciones. Los valores de IVG fluctuaron de 0.2864 para Ia poblaci6n menos 

variable (Tamazula), a 0.3896 para Ia poblaci6n mas heterogenea 

(Salamanca). En general las variedades que mostraron los mayores IVG fueron 

en arden: Salamanca, Rendidora, Manzano, Silvestre autoincompatible y 

Puebla; las de variabilidad intermedia fueron: Milpero, CHF1-Chapingo y 

Arandas; y las de menor variabilidad fueron: Silvestre autofertil y Tamazula. 

PALABRAS CLAVE: RAPD's, variabilidad genetica, Physalis ixocarpa, tomate de 

cascara, marcadores moleculares 
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ABSTRACT 

L. Montalvo H. 

"Molecular and morphological characterization of husk tomato 

(Physalis ixocarpa, brot.)" 

September, 1998. 

(Under the direction of A. Peria L.) . 

This investigation was carried out in the Laboratory of Biotechnology 

UACH-INIFAP located in "Campo Experimental del Valle de Mexico" 

(CEVAMEX). Ten varieties of husk tomato (Physalis ixocarpa, Brat.) were 

studied, in order to monitor the genetic variability within and among populations, 

and clarify the genetic relationships between them, utilizing molecular 

techniques (RAPD's) and morphological characters. 

The patron of DNA bands was obtained through of the amplification for 

PCR of DNA fragment of each genotip of the varieties of husk tomato studied. It 

was employed five primers (OPAE-19, OPB-06, OPD-11, OPI-09 and OPV-06), 

from Operon Technologies, and RAPD's technique. The amplified products 

were separated in gels of agarose at 1.4%, they were tinted with EtBr to be 

viewed with UV light and they were documented in photographies. 



.. 
.. ~·· The analysis allowed to get a matrix of genetic distances between the 

·-· 
pairs of populatio~·s and the dendrogram of cluster showed a division of four 

- ~~ 

general groups: 1) Improved, 2) Manzano, 3) Milpero and 4) Wilds, the first was 

organized in five subgroups with six varieties. The type Wild self-fertile was 

distant from the others populations, exhibiting the widest genetic distances with 

other varieties studied (0.460 to 0.878-). 

The clustering of populations in base of morphological characters 

originated a dendrogram that assembled the varieties of husk tomato that was 

comparable with the molecular datas; dividing in three big groups: 1) 1m proven, 

2) Milpero-Arandas-Tamazula, and 3) Wild . Both husk tomato clustering 

coincide with other investigations carried out in base to the state evolutive and 

domesticacion of varieties. 

The index of genetic variability (IGV) calculated in each varieties allowed 

to know the high genetic variability existent within these populations. Values of 

IGV fluctuated of 0.2864 for the fewer variable populations (Tamazula) to 

0.3896 for more heterogeneous population (Salamanca). In general, the 

varieties with greatest IGV were in order: Salamanca, Rendidora, Manzano, 

Wild selt-incompatible and Puebla; with intermediate variability were: Milpero, 

CHF1-Chapingo and Arandas; and the less index was obteined with: Wild self-

fertile and Tamazula. 

INDEX WORDS: RAPO's, genetic variability, Physalis ixocarpa, husk tomato, 

molecular markers 
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I. INTRODUCCION 

El tomate de cascara ( Physalis ixocarpa, Brot.) es una especie hortfcola 

de importancia en Mexico por su amplio consume en Ia alimentaci6n de Ia 

poblaci6n, con amplias perspectivas de mejorar dicha importancia al 

incrementarse el rendimiento y el consume per capita, lo que por consecuencia 

aumentarfa los ingresos econ6micos al mejorarse Ia productividad, 

industrializaci6n y exportaci6n. Se cultivandose en 26 de los 32 estados de Ia 

Republica Mexicana y ocupa el quinto Iugar en superficie sembrada con 

especies olerfcolas (SARH, 1993; SAGAR, 1996). 

Por ser considerado como centro de origen, distribuci6n y 

domesticaci6n; Mexico es poseedor de una amplia diversidad genetica de 

tomate de cascara , misma que ha sido agrupada en ocho razas: Silvestre, 

Milpero, Arandas, Tamazula, Manzano, Rendidora, Salamanca y Puebla (Peria 

et a/., 1992). Parte de esta diversidad se atribuye a que Ia especie presenta 

autoincompatibilidad gametofftica, lo que ocasiona que sea al6gama obligada, 

originando poblaciones heterogeneas y heterocig6ticas; las cuales presentan 

dificultad en su clasificaci6n debido a esta heterogeneidad, asf como a Ia 

presencia de poblaciones intermedias y con diferente estado evolutivo 

(silvestres, toleradas, fomentadas, cultivadas y domesticadas). Esta diversidad, 
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aunque de manera limitada se ha aprovechado en los programas de 

mejoramiento genetico de Ia especie, existiendo a Ia fecha solo dos variedades 

mejoradas: Rendidora y CHF1-Chapingo, esta ultima producto del programa 

regional de mejoramiento genetico llevado a cabo en Ia Universidad Aut6noma 

-
Chapingo (Pefia, 1998a). 

El mejoramiento genetico es un proceso a largo plaza, sabre todo con el 

uso de las metodologfas tradicionales, por lo que es necesario recurrir al apoyo 

de las nuevas tecnicas desarrolladas en Biologfa Molecular y Biotecnologfa 

basadas en el uso del material genetico o ADN. lncursionando en esta area de 

Ia investigaci6n y con Ia intenci6n de apoyar el proceso anterior, se utilize una 

de las herramientas mas prometedoras de Ia Biotecnologfa: los marcadores 

geneticos moleculares, mismos que son desarrollados por gran numero de 

metodologfas, como: RFLP, VNTR, tecnologfa de Ia PCR, AFLP, etc. 

Por Ia amplia diversidad genetica que compone al genera Physalis, es 

importante contar con una herramienta de identificaci6n y caracterizaci6n 

varietal rapida y eficiente. Los marcadores geneticos moleculares, a diferencia 

de los morfol6gicos, presentan Ia ventaja de no estar influenciados por factores 

externos o ambientales, por lo que han demostrado ser buena herramienta para 

los fines anteriores. A Ia vez, tambien aportan Ia posibilidad de conocer el 

fndice de variabilidad genetica (IVG) existente a nivel intra-poblacional en las 

diferentes poblaciones en estudio, en este caso en las variedades de tomate de 

cascara, lo que significa un valioso conocimiento que puede apoyar Ia 
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organizaci6n y utilizaci6n objetiva y clara de estas poblaciones, como fuente de 

germoplasma en los programas de mejoramiento genetico de Ia especie. 

Investigaciones realizadas con base en caracteres morfo-fisiol6gicos y 

evolutivos, han agrupado las diversas poblaciones de tomate de cascara en 

ocho razas ya mencionadas, proponiendo este orden de acuerdo al grado 

evolutivo presentado (Peria, 1998b). 

De acuerdo con las consideraciones expuestas, en Ia presente 

investigaci6n se plantearon los siguientes objetivos: 

a) Realizar Ia caracterizaci6n molecular y morfol6gica de diez 

variedades importantes de tomate de cascara utilizando Ia tecnica de 

los RAPD's y caracteres morfol6gicos; asf como, Ia comparaci6n 

global de dichos resultados obtenidos con ambas metodologfas. 

b) Calcular el fndice de variabilidad genetica con elfin de monitorear Ia 

diversidad genetica existente dentro de las poblaciones estudiadas 

de tomate de cascara. 

c) Establecer las condiciones adecuadas de obtenci6n de los 

marcadores RAPD's. 
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II. REVISION DE LITERATURA 

2.1. lmportancia, origen y distribuci6n del tomat~ de cascara 

En Ia actualidad, el tomate de cascara se ubica entre las primeras cinco 

especies olerfcolas cultivadas en Mexico. La superficie dedicada a este cultivo 

junto con el rendimiento por hectarea han sufrido grandes cambios, en los 

ultimos 35 arias se reporta un incremento del 1 030 y 400%, respectivamente 

(Montalvo, 1995). La superficie cultivada reportada para 1993 fue de 35 000 ha 

aproximadamente y el rendimiento de 11 .5 ton ha-1 (SARH, 1993), para 1996 

fue de 33 000 ha y 12.2 ton ha-1 el rendimiento (SAGAR, 1996), al respecto 

diversas investigaciones reportan un potencial productive de 40 ton ha-1 

(Peria, 1998a). 

El consume per capita tambien ha sufrido importantes cambios, 

actualmente el promedio nacional es de 3.5 kg, registrandose el mas elevado 

en Ia zona Centro del pafs, con un consume promedio de 18 kg para Ia region 

de Texcoco, Edo. de Mexico (Gomez, 1991 ). 

El tomate de cascara es una especie nativa del territorio mexicano, 

conocida y utilizada por los Aztecas y Mayas desde epocas Precolombinas. En 

Ia actualidad se encuentra en forma silvestre o cultivada a lo largo del pals, 

bajo diversas condiciones naturales, en altitudes que van desde los 8 hasta los 
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3350 msnm, asociadas a cuatro tipos climaticos [ Ac, Amy Aw; BS; Cb, y A(C), 
' 

(A)Ca, y (A)Cb], sobresaliendo el BS con un 33%. Las formas silvestres -se 
' • 

distribuyen en una franja de Ia Vertiente del Pacffico que va desde Guatemala 

hasta California. De hecho, Guatemala y Mexico son considerados los centres 

de diversidad, aunque es en este ultimo donde se encuentra el mayor 

porcentaje de dicha diversidad (Santiaguillo y Lopez, 1991 ). Las evidencias 

arqueologicas y Ia variabilidad genetica de Ia especie, sugieren que el centro 

de origen mas probable es el territorio mexicano (Santiaguillo eta/., 1997) 

Gran parte de las especies de tomate de cascara se localizan en las 

zonas tropicales y templadas de America, y solo algunas en el Este de Asia, 

India, Australia, Europa y Africa tropical (Menzel, 1951, citado par Santiaguillo 

eta/., 1994). 

2.2. Diversidad genetica de Physalis 

Se ha estimado que dentro de este genera existen alrededor de 1 00 

especies de amplia distribucion, y es en Mexico donde se encuentra mas del 

70% en forma cultivada o en poblaciones con diferente estado evolutivo 

(silvestres, toleradas, fomentadas , cultivadas y domesticadas), distribuidos en 

26 entidades del pals, aunque no se conoce con precision su variabilidad y 

disponibilidad (Lopez et a/., 1994). Parte importante de esta diversidad 

genetica se atribuye a Ia condicion de Ia especie, ya que presenta 

5 



• '. ":It 
autoincompatibilidad gametofftica, lo cual ocasiona que sea alogama obligada, 

• $ 

dando origen a poblaciones heterogeneas y heterocigoti~a,s . 
. ' 

:./ 

El genera Physalis presenta amplia variabilidad geri€Hica. AI respecto se 

han realizado varios estudios con el proposito de caracterizar dicha diversidad, 

a continuacion se citan algunos de estes trabajos: 

En 1992, Ayala et a/. mediante metodos numericos y analisis cluster, 

efectuaron Ia caracterizacion de germoplasma de tomate de cascara colectado 

en diez estados de Ia Republica Mexicana, y evaluaron 64 colectas con el 

proposito de seleccionar material sobresaliente para su uso en el mejoramiento 

genetico. El metoda de taxonomfa numerica empleado permitio agrupar estas 

colectas en siete grupos definidos. Los materiales del grupo cinco presentaron 

Ia mayor expresion en tamario de fruto, por lo que fueron considerados como 

promisorios para ser incluidos en el programa de mejoramiento genetico de Ia 

especie. Otro trabajo similar fue realizado por Santiaguillo y Lopez en 1991 . 

Peria (1998b) ha real izado varias publicaciones al respecto y 

actualmente se encuentra en revision para su publicacion un trabajo sabre Ia 

variabilidad genetica en tomate de cascara (Physalis ixocarpa , Brot.) , en donde 

hace referencia a varies aspectos que han generado controversia sabre el 

tema. 

Santiaguillo y otros autores publicaron en 1997 el articulo "lmportancia 

de los recursos fitogeneticos del tomate de cascara (P. ixocarpa) en Mexico", 

donde destacan Ia importancia de conocer, colectar y preservar Ia mayor 

variabilidad existente de Ia especie, asl como Ia intensificacion de trabajos 
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tanto basi~os como tecnol6gicos tendientes a Ia colecta, . conservaci6n, 
. . _, . 

caracterizaci6n y evaluaci6n de dichos recursos geneticos. Los mismos autores 
~ .... , 

• . ! 

en ese ano publicaron otro estudio, titulado "EI tom.~te milpero (Physalis 

ixocarpa, Brot.) como recurso fitogenetico" , los objetivos fueron profundizar en 
f 

el conocimiento del tomate milpero como recurso vegetal de origen mexicano, 

plantear las bases de su utilizaci6n en un programa de fitomejoramiento y 

reunir Ia mayor diversidad genetica posible en este tipo de tomate (Santiaguillo 

eta/., 1997). 

Santiaguillo y Pena (1997) describen las razas mas importantes de 

tomate de cascara en base a sus caracteres morfol6gicos y fisiol6gicos, 

resumidas en el Cuadro 1. La diversidad genetica referida ha side abordada en 

el area de recursos geneticos de Ia lfnea de investigaci6n de tomate de cascara 

del Programa Nacional de lnvestigaci6n en Olericultura de Ia Universidad 

Aut6noma Chapingo (UACH). Los estudios efectuados a Ia fecha en relaci6n a 

los recursos geneticos, han constatado Ia existencia de multiples variantes 

geneticas en Ia especie. lntentos por sistematizar Ia riqueza genetica colectada 

condujeron a Ia diferenciaci6n de algunas razas, logrado en base a 

caracterizaciones de las colectas recurriendo al agrupamiento de materiales 

con caracterfsticas fisiol6gicas y morfol6gicas similares. De forma esperada, 

los grupos formados correspondieron con las poblaciones (razas) diferenciadas 

en Ia practica como Rendidora, Salamanca, Tamazula, Puebla, Manzano, 

Arandas, Milpero cultivado, Milpero no cultivado y las variedades mejoradas. 

Las tres primeras son las mas importantes y estudiadas, sobre todo Rendidora. 
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Entre las caracterfsticas 'que diferencian una raza de otra estim el habito de 

.. ·l ' 
, . ... , ·. : 

crecimiento, ciclo reproductive, rendimiento; color, tamario, forma y firmeza de 

fruto , rasgos de caliz y numero de semilla por fruto (Santiaguillo y Peria , 1997). 

Otras investigaciones relacionadas con el tema han incluido estudios a 

nivel cromos6mico (Garda, 1977 y Rao eta/. , 1987; citados por Peri a, 1998b; y 

mas recientemente Grimaldo, 1997), reportando resultados interesantes. 

Cuadro 1. Caracterfsticas descriptivas de las variedades de tomate de 

cascara (Physalis spp.). 

Rendidora rastrero precoz muy rend . Media no 

Salamanca erecto tardio rendidora grande verde verde 
intense clara 

Tamazula erecto precoz rendidora media no morado verde a 
morado 

Puebla rastrero a precoz rendidora grande verde verde con 
semierecto intense nervaduras 

moradas 
Manzano rastrero a tardfo rendidora grande amarillo-a- verde 

semierecto nara ado 
Arandas erecto precoz poco rend . Media no verde a morado a 

morado verde 
Milpero rastrero a tardio muy poco pequerio verde a verde a 
cultivado erecto rendidora mora do morado 

Milpero no rastrero a tardio muy poco muy verde- verde 
cultivado erecto rendidora uerio amarillo 
CHF1- rastrero a muy mucho media no verde verde 
Chapingo semierecto precoz muy limon 

rendidora 

Fuente: Santiaguillo y Peria (1997) con modificaciones realizadas por el autor. 
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Grimaldo ( 1997) ·esludTo ·Ia relacion entre el grado de domesticacion y 

las caracterfsticas citologicas y morfologicas de flares y frutos de 10 razas de 

tomate de c~scara (Physalis spp. ). Las diferencias enconJradas en los 
.. .; :-

cromosomas y comportamiento citologico entre poblaciones, fueron 

independientes al grado de domesticacion o mejoramiento genetico que tenfan 

estas y a Ia variacion del tamano de flares y frutos. 

2.3. lmportancia de Ia diversidad vegetal 

La biodiversidad es Ia totalidad de genes, especies y ecosistemas de 

una region; tambien Ia han llamado como Ia variacion de genes dentro de 

especies producto de millones de anos de evolucion o domesticacion; siendo Ia 

mutaci6n, seleccion, migracion y Ia hibridacion las principales fuentes de 

variacion (Montes, 1989). 

La variabilidad genetica vegetal es Ia materia prima y Ia base para el 

mejoramiento genetico de las plantas, que sustenta Ia produccion agricola del 

mundo, en Ia actualidad dicha variabilidad se ha vista seriamente amenazada 

par un sin numero de circunstancias naturales y Ia intervencion del hombre, 

acelerandose el avance del proceso de erosion genetica; razon par Ia cual se 

considera que Ia investigacion al respecto no debe posponerse. 

La forma principal de aprovechar el patrimonio de una especie vegetal 

es mediante Ia generaci6n de variedades mejoradas, para lo cual se debe 
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contar con el mayor acervo de ;-conocimientos ace rca de Ia especie y de los 

metodos de mejoramiento genetico. 
.· 

En parte, el fitomejoramiento tiende a eliminar variabilidad al tratar de 

hacer a los cultivos mas manejables para el hombre; sin embargo, en 

ocasiones esa uniformidad se convierte en desventaja, per ejemplo cuando el 

material es susceptible a algun pat6geno. 

De acuerdo con Smith y Smith (1992) Ia diversidad puede dar Ia 

oportunidad de evitar poner en peligro Ia base genetica con respecto a 

dificultades impuestas anualmente con el manejo, medic ambiente, plagas y 

enfermedades. Desafortunadamente solo Ia percepci6n permite determinar que 

tipo o nivel de diversidad genetica es suficiente. 

Un estudio integral de los recursos fitogeneticos implica Ia aplicaci6n y 

desarrollo de una serie de disciplinas del conocimiento basico como Ia 

botanica, hasta Ia caracterizaci6n con marcadores moleculares, incluyendo Ia 

genetica, evoluci6n, estadfstica, etc.; asf, Ia aplicaci6n de las tecnicas de Ia 

biologfa molecular ubicadas en este contexte alcanzan el mas alto impacto. A 

Ia fecha Ia tecnica que parece ser mas util para el mejoramiento genetico de los 

cultivos es el usc del polimorfismo de marcadores geneticos que pueden ser 

morfol6gicos, bioqufmicos o moleculares (Castillo, 1993). 
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2.4. Tecnicas utilizada~. en Ia clasificaci6n varietal 

Real izar clasificaciones implica designar nombres descriptivos para 

ilustrar variedades de plantas, lo que llega a ser de suma importancia para 

identificar fuentes de semillas y plantas en campo, incluso los productores y 

consumidores finales tambien se interesan por conocer Ia identidad varietal. 

En el mejoramiento de plantas se requiere describir las variedades 

cultivadas porque representan el producto final del proceso de mejoramiento; y 

el germoplasma por ser Ia base de este. 

Los patrones de diversidad genetica se han estudiado utilizando una 

gran variedad de caracteres morfol6gicos, bioqufmicos y moleculares 

(marcadores) . Por ella, es necesario conocer Ia utilidad de los diferentes 

metodos para reconocer y esclarecer las relaciones de las especies. Esto 

implica conocer Ia distancia genetica relativa entre individuos o poblaciones 

que son utilizados en los programas de mejoramiento y permiten Ia 

organizaci6n del germoplasma, proveen un muestreo mas eficiente de 

genotipos y es factible conocer Ia similaridad genetica entre estos, facilitando Ia 

selecci6n de los individuos por cruzar en las combinaciones hfbridas para 

optimizar Ia expresi6n de Ia heterosis (Ahmad eta/., 1996). 

Los marcadores son las caracterfsticas distintivas de un organismo o 

una poblaci6n que se manifiestan de manera constante. En este aspecto se 

basa Ia selecci6n de individuos deseables en el fitomejoramiento, dichos 
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m·arcadores pueden ser _rnor:fol6gicos y moleculares, incluyendo los 
.• -

bioqufmicos y gen~ticos (Rivera eta!. , 1991 ). 

2.4.1. Marcadores morfol6gicos 

Las caracterfsticas morfol6gicas de los organismos son el primer 

indicador visible para Ia identificaci6n y diferenciaci6n de genotipos. Los datos 

morfol6gicos para describir cultivares tienen mucha popularidad como 

descriptores; sin embargo, su validez para Ia identificaci6n y caracterizaci6n de 

cultivares y usos relacionados es cuestionada, sabre todo porque en Ia 

actualidad se requiere calcular las distancias geneticas entre cultivares, lo que 

es imposible conocer con estos datos. 

El alto numero de plantas mejoradas cercanamente relacionadas, 

liberadas en Ia actualidad, hace diffcil lograr una identificaci6n unica y valida. 

Este problema se acentua en cultivos con niveles limitados de diversidad 

genetica de materiales elite o cuando se practica selecci6n de materiales muy 

similares. Lo mismo puede suceder en poblaciones de plantas con amplia 

diversidad genetica. 

La morfologfa refleja no solo Ia constituci6n genetica del cultivar, sino 

tambien Ia interacci6n del genotipo par el ambiente (GxA). Los descriptores 

basados en datos morfol6gicos son fundamentalmente defectuosos en Ia 

habilidad para proveer informacion real para el calculo de Ia distancia genetica 

o Ia validaci6n de pedigrfes, sabre todo en materiales colectados en diferentes 
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arias y/o localidades. La-'Variaci6n morfol6gica tj.ene una medida inconsistente 
,, ·• 

~ 

debido a los efectos d~ lc:r interacci6n GxA y los pequefios ef€ctos ·de· 
- .. ;.·.:. 

. . . . .... . . 

numerosos genes cuantitativos. Existen otras consideraciones al respectd en el 

sentido de que un numero considerable de variaciones morfol6gicas se han 

eliminado, con Ia consecuencia de que muchas variedades son aparentemente 

similares. Para gran cantidad de caracterfsticas morfol6gicas, el control 

genetico es desconocido; se sabe tambien que genotipos diferentes pueden 

dar fenotipos aparentemente similares (Smithy Smith, 1992; Lee, 1995). 

2.4.2. Marcadores moleculares 

Los marcadores moleculares se han utilizado ampliamente en los ultimos 

20 arias, dentro de estos existen varies tipos como: los bioqufmicos 

(isoenzimas y protefnas) y geneticos (basados en fragmentos de ADN). 

2.4.2.1. Bioquimico.s 

A. lsoenzimas 

Las isoenzimas, tambien llamadas aloenzimas, fueron definidas 

original mente par Markert y Moiler en 1959 ( citados par Soltis y Soltis, 1989), 

como diferentes variantes de una misma enzima o multiples formas 

moleculares de enzimas, con funciones similares y presentes en el mismo 

individuo. Su funci6n es regular Ia acci6n de los genes en el desarrollo y Ia 
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diferenciaci6n en plantas y animaJe~;_:· Algunas de estas se distinguen por su .. 

presencia en distintas parte? de Ia misma planta, y a diferentes 

. concentraciones. 

El principia de su uso en estudios de poblaciones como marcadores 

moleculares parte de dos caracterfsticas: Ia proporci6n de loci enzimaticos, 

para lo cual cada poblaci6n es polim6rfica; y el principal numero de loci , para el 

que los individuos son heterocig6ticos. Un locus isoenzimatico se define como 

el gene estructural para una enzima capaz de catalizar una reacci6n 

bioqufmica especffica. Las enzimas en su totalidad son protefnas y pueden 

reflejar directamente alteraciones en Ia secuencia del ADN. 

Se han utilizado ampliamente en el mejoramiento genetico para Ia 

evaluaci6n y selecci6n de genotipos deseables, en estud ios de evoluci6n en 

plantas cultivadas; localizaci6n, numero y naturaleza de los genes que 

contribuyen a patrones de herencia cuantitativa (QTLs) , medici6n de Ia 

variabilidad genetica en poblaciones de plantas, entre otras. 

Son enzimas que tienen un sustrato en comun, pero difieren en Ia 

movilidad electroforetica y son reveladas cuando los geles se sumergen en 

soluciones que contienen colorantes especfficos a Ia enzima. Los datos 

obtenidos de los geles electroforeticos consisten del numero y relativa 

movilidad de varies productos enzimaticos, los cuales con un apropiado 

analisis proveen un metoda ampl iamente usado en Ia evaluaci6n de las 

diferencias geneticas entre grupos de plantas. El patron de bandas resultante 

es el fenotipo electroforetico, que consiste de una o mas bandas coloreadas (1 
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a 15) para cada individuo analizado, y varfa en su complejidad dependiendo 

·.' 

del tejido, enzima analizada, numero de genes codificantes, su estado alelico 

(homo o heterocigosis) y estructura cuaternaria de los productos proteicos 

(Soltis y Soltis, 1989; Brown, 1990). 

Un trabajo representative con isoenzimas es el realizado par Montero 

(1996) al estudiar hfbridos dobles de maiz H-28 y H-30 procedentes de INIFAP 

. y PRONASE para conocer su diversidad genetica y las distancias geneticas 

entre si y sus progenitores, los cuales tienen un bajo nivel de endogamia. 

B. Proteinas 

Las protefnas son el producto de Ia transcripci6n primaria del ADN. El 

perfil de estas en semillas se ha utilizado para identificar cultivares de 

diferentes especies, a traves de Ia tecnica llamada SDS-PAGE (del ingles 

Sodium dodecil sulfate polyacrylamide gel electrophoresis). Aun cuando esta 

tecnica no diferencia a cultivares cercanamente relacionados, provee evidencia 

para identificar algunos de ellos (Krishnan y Sieper, 1997). 

Las protefnas son moleculas con carga electrica neta que es afectada 

por el pH, y pueden ser separadas por electroforesis con base en su carga 

electrica neta, peso molecular, punto isoelectrico o combinaciones de estos 

criterios, asf como por cromatograffa. 

Las protefnas se visualizan por diferentes tecnicas de tinci6n, Ia mas 

sensible incluye nitrate de plata y Ia incorporaci6n de aminoacidos radioactivos 

dentro de las protefnas. Estas ultimas son utilizadas como antfgenos para 
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generar anticuerpos, _ l~ . si~ilar(dad entre variedades puede estimarse par Ia 

"' ., ,;: •· : ·-· ~ . - ,_,_, 
. _, -· .· - ·. :. -- ~~ . .. 

medida del grade de respuesta .. entre antfgeno y aumento de anti cuerpos' por 
I ' 

otros antfgenos. -' 

Es posible que los factores del ambiente afecten los niveles cualitativos 

y cuantitativos de protefna en semillas, los cuales tambien interaccionan con 

otros compuestos de 6rganos como rafz, hojas y tuberculos, asf como par el 

estado de desarrollo de Ia planta, etc. Es probable que esta interacci6n 

perturbe Ia reproducibilidad del perfil proteico, par ella, las semillas son Ia 

mejor fuente de protefnas (Smith y Smith, 1992). 

Par estas y otras razones, en Ia actualidad existen fuentes (marcadores 

geneticos) mas confiables para realizar estudios de identificaci6n y 

caracterizaci6n varietal. 

2.4.2.2. Marcadores Geneticos 

Un marcador genetico es una banda de ADN que puede estar asociada 

con un caracter agron6mico si se habla de plantas; o tambien, es cualquier gen 

cuya expresi6n permite un efecto fenotfpico detectable facilmente, por ejemplo 

un gene que ocasiona resistencia para alguna plaga o enfermedad, factor 

ambiental adverso, etc. (Valadez y Kahl, 1997). 

Los avances en bioqufmica, genetica y biologfa molecular, entre otras 

ciencias han provefdo descriptores o marcadores basados en el ADN. La 

utilizaci6n de fragmentos del ADN cromos6mico como marcadores geneticos 
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refleja diferencias tangibles entre las secuencias hom61ogas del ADN de los 
.... 

organismos. Todo organismo diploide contiene dos capias de cada cromosoma, 

uno que proviene del padre y otro de Ia madre, las cuales son parecidas 

excepto por alguna diferencia pequeria que se encuentra en Ia secuencia del 

ADN de ambos progenitores, llamada polimorfismo del ADN . Estos 

polimorfismos son Ia base molecular· que determina geneticamente las 

diferencias fenotfpicas entre los individuos (Berumen, 1993), y son el producto 

de cambios o rearreglos entre los pb (nucle6tidos), que van desde simples 

cambios de un nucleotide en Ia secuencia de ADN , hasta traslocaciones, 

inversiones, o inserciones de segmentos de ADN. 

Los marcadores geneticos moleculares consisten en Ia caracterizaci6n 

detallada del patron de bandeo obtenido al finalizar cualquiera de las tecnicas 

desarrollada para tales fines. Este perfil de bandas es tambien conocido como 

huellas gen6micas (son bandas que identifican de forma similar que el c6digo 

de barras de las mercancias en los supermercados) , una traducci6n del ingles 

DNA fingerprinting. 

La utilidad del diagn6stico basado en marcadores de ADN se 

fundamenta en una extensa tecnologfa utilizada para definir los polimorfismos 

del ADN (Tingey y Tufo, 1993). Dichas tecnologfas estan basadas en un sin 

numero de principios y metodologfas; tales como, corte del ADN con enzimas 

de restricci6n , clonaci6n, hibridaci6n, tinci6n, y ultimamente Ia PCR (citada mas 

adelante), entre otras. 
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2.4.2.3. Aplicaci6n de los marcadores geneticos en plantas 

AI inicio, Ia aplicacion e investigacion del ADN se enfoco a resolver 

problemas sobre Ia salud del hombre; sin embargo, en Ia actualidad es en Ia 

agricultura donde hay mayor desarrollo de estas tecnicas (marcadores 

moleculares e ingenierfa genetica), particularmente en el fitomejoramiento, 

donde Ia principal aplicacion esta representada por Ia identificacion varietal 

(Rafaslki et at. , 1991 ; Iglesias y Rojas, 1992; Lee, 1995; Sahagun, 1997; 

Valadez y Kahl, 1997) y otras como: 

- Medida de Ia variabilidad genetica 

- ldentificacion de recursos geneticos como fuente de mejoramiento 

(evaluacion de germoplasma) 

- Estimacion de Ia tasa de entrecruzamiento 

- Analisis de paternidad o determinacion de parentescos 

- Calculo de Ia heterogeneidad en lfneas como fuente de germoplasma y 

desarrollo de lfneas puras mejoradas 

- ldentificacion de hfbridos 

- Determinacion de Ia pureza genetica de lotes de semilla 

- Proteccion y patente de variedades 

- ldentificacion de algunos patogenos, como virus 

- Busqueda eficiente de ciertos genes en las poblaciones mejoradas 

(seleccion indirecta de genes blanco) 
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- ldentificaci6n de individuos transformados despues de someterlos a 

transformaci6n genetica 

- Analisis filogeneticos 

- Predicci6n de grados de heterosis mediante Ia medici6n de divergencia 

- Construcci6n de mapas de ligamiento 

- Mapeo de .loci de caracteres cuantitativos o QTLs. Con esta tecnica se 

tiene mayor grado de resoluci6n en el estudio de caracteres cuantitativos, por 

lo que se emplea en monitorear que segmentos cromos6micos se conservan en 

cruzas amplias, identificar y localizar genes de caracteres cuantitativos. 

- Mapeo comparado para determinar homologias del genoma. Permite 

emplear sondas generadas de una especie particular para trabajar con otras 

diferentes, asi como el acceso a sondas utilizables en aquellas especies cuya 

posicion de mapa puede predecirse a partir del mapeo de otra. 

2.5. El material genetico: ADN 

2.5.1. Propiedades basicas del ADN 

El ADN es un polimero formado por dos cadenas complementarias de 

acidos nucleicos, dispuestas una junto a Ia otra en forma de doble helice. Cada 

una constituida de nucle6tidos que son Ia unidad estructural de los acidos 

nucleicos. Estos estan conformados por dos bases puricas y dos pirimidicas 

(guanina, citocina, adenina y timina en el ADN, o uracilo en Iugar de timina en 
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el ARN), un azucar (2' desoxirribosa en el ADN o ribosa en el ARN) y un grupo 

fosfato. La union continua de los acidos nucleicos conforman el ADN o acido 

desoxirribonucleico y ambas cadenas se unen entre si mediante puentes de 

hidrogeno entre los pares de bases. Siempre se parea adenina (A) con timina 

(T) y guanina (G) con citocina (C) (Maldonado y Loren, 1989; Freeland, 1981 ). 

La caracteristica distintiva de los sistemas biologicos de generar una 
\ 

descendencia con caracteristicas similares a las de sus progenitores es un 

fenomeno llamado herencia y tiene su localizacion en los cromosomas o ADN, 

constituidos por los acidos nucleicos, en cuya secuencia de bases esta 

contenida Ia informacion genetica. Es necesario que esta informacion sea 

copiada y transmitida de padres a hijos, a fin de preservar las caracteristicas de 

cada especie. A este proceso de sintesis de ADN se le conoce como 

replicaci6n. Un gene, en su secuencia de nucleotidos, tiene Ia informacion para 

que en los ribosomas se lleve a cabo Ia sintesis de proteinas especificas de 

cada organismos; sin embargo, para que esto ocurra se requiere previamente 

que Ia secuencia del gen sea copiada en Ia forma de ARN, el cual es por lo 

menos de tres tipos: ribosomal, de transferencia y mensajero. Los tres 

participan en Ia sintesis de proteinas pero, es este ultimo el que lleva Ia 

secuencia de codones que serviran para dirigir Ia incorporacion secuencial de 

aminoacidos en Ia sintesis de proteinas. A este proceso de sintesis de ARN se 

le conoce como transcripcion (Davis eta/., 1986). 

Los procesos descritos son universales y esenciales en todos los 

sistemas biologicos, mismos que se dividen en dos grandes grupos: sistemas 
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biol6g icos de tipo procariote (bacterias, bacteri6fagos, virus y plasmidos) y 

sistemas de tipo eucariote (celulas y organismos superiores). Ambos grupos se 

diferencian entre si por Ia organizaci6n de su genoma. En los cromosomas de 

eucariotes los genes estan separados unos de otros por secuencias de ADN no 

codificanfe llamado ADN espaciador, el cual tiene una longitud varias veces 

mayor que los genes que se encuentran dispersos en el. Si bien este hecho no 

esta totalmente~ \comprendido, se piensa que refleja mayor potencial de 

recombinaci6n genica que en los sistemas procariotes. No obstante que no se 

ha definido Ia funci6n de este ADN espaciador, tambien debe replicarse junto 

con los genes, durante Ia fase de su sintesis en las celulas. Otras 

caracteristicas del ADN relacionadas con las anteriores son las siguientes: 

Complementariedad. La complementariedad de las dos cadenas del 

ADN , debida a Ia union especifica entre los pares de bases G-C y A-T es 

sumamente importante para Ia duplicaci6n del material genetico. 

Antiparalelismo. Las dos cadenas pol inucleotidicas de Ia doble helice 

del ADN son antiparalelas; es decir, el extrema 3'-0H de una de las hebras es 

adyacente al extrema 5'-P (5'-fosfato) de Ia otra, siendo esta caracteristica a Ia 

que se atribuye Ia alta estabilidad de Ia molecula. 

Desnaturalizaci6n y renaturalizaci6n. Por su estructura, el ADN 

permite con cierta facilidad que las dos cadenas se separen para formar dos 

cadenas sencillas, mismas que se reasocian al someterlas a condiciones 

particulares de temperatura o compuestos. A temperatura alta (mayor a 50°C) 

los puentes de hidr6geno (H) existentes entre las bases pareadas se rompen. 
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Esto depende del contenido de pares de bases A-T en las regiones de las 

hebras, pues aqui existen solo dos enlaces de H y en las uniones G-C son 

triples. Un ADN de cadenas sencillas se reconstruye a una temperatura 

alrededor de 25°C (Watson, 1983). 

2.5.2. Desarrollo de su estudio 

Existen dos principios fundamentales que rigen el caminar de muchas 

ciencias biol6gicas y son Ia base de los conocimientos que actualmente se 

tienen sabre el ADN y su empleo en los marcadores geneticos moleculares: 1) 

La aceptaci6n de Ia teoria Darwiniana de Ia evoluci6n, Ia cual sugiere que en 

todas las formas vivientes existen los mismos principios basicos de Ia vida; y 2) 

La teoria celular de Schleiden y Schwann, Ia que originalmente propene que 

todas las plantas y animales estan formados por unidades fundamentales 

llamadas celulas . Sin embargo, existe un nivel mas basico que trasciende las 

estructuras celulares, y que fue estudiado por el microbi61ogo norteamericano 

Avery y sus colaboradores Macleod y McCarty del Institute Rockefeller en 

1944, quienes demostraron que las propiedades patogenicas de los 

pneumococos podian modificarse mediante Ia adici6n de ADN de alto peso 

molecular, sugiriendo que esta macromolecula podria ser Ia responsable de 

transmitir caracteres hereditarios. A raiz de estas investigaciones, el interes por 

el estudio de los acidos nucleicos cobr6 un auge excepcional que alcanz6 uno 

de sus puntas maximos con los descubrimientos claves de Watson y Crick en 
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1953, quienes dilucidaron Ia estructura del ADN y propusieron un mecanisme 

coherente para explicar una de las caracteristicas fundamentales del material 

genetico que habfa mantenido confundidos a los genetistas por muchos alios: 

Ia autoduplicaci6n del gen (Freeland, 1981; Rivera eta/., 1991 ). 

~C6mo estaba codificada Ia informacion en Ia molecula de ADN? ~Que 

papel juega el ARN?. Estas y muchas otras interrogantes ll~varon a bi61ogos, 

qufmicos y ffsicos a interesarse por los fen6menos moleculares que se llevan a 

cabo dentro de Ia celula. Asf se inici6 lo que actualmente conocemos como 

Biologia Molecular, herramienta basica en el desarrollo de Ia tecnica de los 

marcadores geneticos moleculares y otras areas (lngenieria genetica, Cultivo 

de tejidos, etc.) que conforman Ia Biotecnologia moderna (Galindo, 1988). 

2.5.3. La Biologia Molecular y Ia Biotecnologia 

Las investigaciones en estas areas, conducidas por Watson y Crick 

durante el periodo de 1940-1970, estuvieron dirigidas fundamentalmente a 

esclarecer los mecanismos mediante los cuales se podia replicar el ADN ( y por 

lo tanto el gene). Se estudi6 el funcionamiento de Ia transcripci6n y Ia 

naturaleza detallada de Ia clave genetica; asi como las bases estructurales y 

bioquimicas mediante las que un ARNm da origen a un polipeptido, y se 

describi6 los sistemas de reparaci6n del ADN en las celulas (Berumen, 1993). 

A pesar de los avances significativos de Ia Biologia Molecular, fue hasta 

inicios de los 70's cuando algunos investigadores se dieron cuenta de una 
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nueva posibilidad que cambiaria Ia direcci6n y concepcion de esta disciplina y 

que ademas, tenia un potencial enorme de influir en Ia sociedad; las 

herramientas de Ia Biologia Molecular no s61o permitian el estudio fino del 

genoma de los organismos vivos sino, incluso, Ia manipulaci6n a voluntad de 

este genoma y Ia transferencia de caracteres geneticos trascendiendo las 

barreras naturales de las especies (Rivera eta/., 1991 ). 

Los avances en bioquimica, genetica, biologia molecular y biotecnologia 

han proveido descriptores basados en proteinas (incluyendo isoenzimas) y 

ADN, estas moleculas son universales en el reino animal y vegetal, y ahora son 

utilizadas como herramientas en diversos estudios de estas disciplinas (Smith y 

Smith, 1992). 

2.6. Tecnicas para generar marcadores geneticos 

La elecci6n de Ia tecnica para generar alguna clase de marcador 

genetico para un proyecto en particular depende de muchos factores, primero 

considerar los objetivos y/o alcances del trabajo, incluyendo el tipo de 

poblaci6n a evaluar; cantidad de material biol6gico disponible; genetica del 

caracter y del organismo a ser estudiado; el costo o recursos econ6micos 

disponibles y equipo; incluso, considerar Ia complejidad de cada tecnica, con el 

fin de seleccionar Ia mas adecuada para el cumplimiento de los objetivos de Ia 

investigaci6n. 
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2.6.1. RFLP 

Los RFLP (del ingles Restriction Fragment Length Polirnorphisms) son 

polimorfismos en Ia longitud de fragmentos de ADN cortqcios con el'lzimas de 

restricci6n. Fueron utilizados por vez primera par Grodzicker et at. en 197 4 

como un instrumento para el analisis genetico de un mutante de adenovirus 

sensible a Ia temperatura. Posteriormente Botstein et a/. en 1980 ( citados por 

Iglesias y Rojas, 1992) descubrieron Ia base te6rica de este metoda para el 

mapeo de genes asociadas con diversas enfermedades en el hombre, 

iniciandose asi Ia mayoria de los trabajos con marcadores, siendo hasta 1983 

cuando Burr, eta/. descubrieron Ia posibilidad de emplear esta metodologia en 

plantas, principalmente enfocada a su mejoramiento. 

El primer paso en Ia obtenci6n de los RFLP, asi como gran parte de los 

marcadores, implica Ia extracci6n y purificaci6n del ADN de los individuos en 

estudio y Ia posterior digestion de este con enzimas de restricci6n, 

obteniendose una mezcla de fragmentos de restricci6n, que difieren en longitud 

de acuerdo con una distribuci6n especial de sitios de corte a lo largo de Ia 

moiEkula de ADN. Ya que las variaciones a nivel de ADN entre los individuos 

son monitoreadas como cambios en Ia longitud de fragmentos definidos de 

ADN, se le ha dado el nombre al polimorfismo o diferencias asi reveladas 

(Iglesias y Rojas, 1992). 

Los fragmentos de ADN de individuos procariotes pueden ser separados 

segun su tamario o peso molecular par Ia tecnica de electroforesis en gel de 
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agarosa, en el que migran dichas moleculas, las de menor peso molecular se 

moveran con mas facilidad que las de mayor peso. 

Posteriormente, es posible visualizar los fragmentos de ADN sometidos · 

a electroforesis mediante sustancias fluorescentes irradiadas con luz UV, 

como el bromuro de etidio (BrEt). Para ella, los geles se sumergen 

directamente en una soluci6n de este compuesto, el cual se intercalara entre 

las dos helices del ADN, y asf las bandas de ADN se observaran de color 

blanco-naranja al irradiar el gel con luz UV. 

En organismos eucariotes no es posible diferenciar los patrones de 

distribuci6n de los fragmentos de longitud de ADN gen6mico directamente, 

debido al gran numero de fragmentos que producen solo una serie de manchas 

continuas cuando son separadas en el gel; par esto, los fragmentos se 

transfieren del gel a un media de soporte como Ia membrana de nylon o filtro 

de nitrocelulosa, segun Ia tecnica descrita por Southern (1975) citada par Smith 

y Smith (1991). 

Posteriormente, los fragmentos transferidos son visualizados par 

hibridaci6n empleando sondas de ADN marcadas apropiadamente de forma 

radioactiva con /a.- 32P/ dATP, o de forma no radioactiva diseriada mas 

recientemente para suprimir el problema de manejar Ia radioactividad. Esta 

tecnica se basa en reacciones enzimaticas, dos de elias son Ia colorigenica y 

Ia luminogenica (Bronstein eta/., 1989). 

Despues de que los fragmentos de ADN hibridizan (AON-ADN) con 

dichas sondas, pueden ser visualizados par autoradiograffa, apareciendo las 
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bandas sabre el film (Salinas et a/.,1996; Ri.vera et a/. , 1991; Smith y Smith, .... 

1991 ). 

Los RFLP son marcadores codominantes y bastante confiables en 

analisis de ligamiento y mejoramiento. Ademas es posible determinar si el 

caracter ligado esta presente en estado heterocigote u homocigote en un 

individuo, lo cual es importante conocer en caracteres recesivos (Wintery Kahl , 

1995). 

2.6.2. VNTR 

Los VNTR ( Numero Variable de Secuencias Repetidas en Serie, del 

ingles Variable Numerical Tandem Repeat) es otra tecnica basada en el uso de 

las enzimas de restricci6n y el metoda de hibridaci6n tipo Southern Blot. Una 

desventaja de esta y otras tecnicas es que requieren alta cantidad de ADN 

(cuando menos 60 ng) de alto peso molecular, par lo que no se puede utilizar 

en muestras con escaso ADN o degradado. Para establecer los patrones de 

identidad tipo VNTR se emplea Ia tecnica de hibridaci6n mencionada, con Ia 

que se detectan los fragmentos de ADN de un locus especifico producidos par 

las enzimas de restricci6n, las cuales cortan el ADN de doble cadena en 

secuencias especificas de 4 a 6 nucle6tidos, estos fragmentos son separados 

mediante Ia electroforesis en gel de agarosa. Estos pasos son comunes a 

todos los marcadores geneticos. Asf que, para distinguir las bandas que 

contienen los marcadores polim6rficos que se buscan para identificar a cada 
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individuo, es necesario transferir el ADN a un filtro de nylon y realizar Ia 

hibridaci6n del ADN , mediante sondas radiactivas del marcador genetico en 

cuesti6n (Berumen, 1993). Una modalidad de esta tecnica es Ia citada par Zhou 

et a/. (1997) a Ia cual llam6 DAMD (del ingles Direct amplification of 

minisatellite-region DNA), amplificaci6n directa de regiones de minisatelites en 

el ADN. 

2.6.3. Reacci6n en Cadena de Ia Polimerasa (PCR) 

La reacci6n en cadena de Ia polimerasa (del ingles Polimerase Chain 

Reaction) fue descrita par Kary B. Mullis en los 80's como un proceso que 

-
permite sintetizar un numero ilimitado de capias de cualquier gene. Desde 

entonces varies campos de Ia investigaci6n han tornado las ventajas de esta 

tecnica y reemplazado, en gran parte, a Ia clasica y laboriosa clonaci6n del 

ADN , que consiste en clonar o introducir una pequefia secuencia de ADN de 

interes en ADN de un plasmido, las bacterias al reproducirse clonaran dicho 

plasmido (Coperias, 1995). 

La PCR consiste en Ia amplificaci6n de secuencias especificas de ADN 

a partir de una mezcla compleja de secuencias como es el ADN gen6mico. Se 

usan primers (iniciadores) sinteticos para iniciar Ia sintesis de una cadena 

complementaria del ADN con ayuda de una enzima polimerasa termoestable 

(Taq I polimerasa) obtenida de una bacteria termofilica ( Thermus aquaticus) . 
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Los productos de las secuencias amplificadas son aislados, caracterizados y 

util izados directamente como marcadores moleculares (Clegg y Durbin, 1990). 

La PCR es un procedimiento que se realiza en tres pasos (Figura 1 ): el 

primero es una desnaturalizaci6n que sirve para separar Ia cadena doble de 

ADN en dos sencillas mediante alta temperatura (94°C); en el segundo, Ia 

temperatura se reduce para permitir el alineamiento de las moleculas 

iniciadoras o "primers" a Ia secuencia blanco o secuencia original del ADN; en 

el tercer paso se !leva a cabo Ia elongaci6n o extension (polimerizaci6n) de Ia 

molecula iniciadora, momenta donde interviene Ia enzima Taq polimerasa que 

anexa a esta molecula los desoxirribonucle6tidos necesarios para formar Ia 

nueva cadena de ADN ; esta enzima tolera activa hasta 72°C de temperatura. AI 

termino de dichos pasos se realiza un ciclo de amplificaci6n y estos se repiten 

en un aparato !!amado termociclador, el cua l es un incubador pre-programado 

que cicla automaticamente. Las secuencias de ADN son amplificadas 

exponencialmente in vitro y pueden visualizarse por tecnicas de tinci6n 

convencionales. En cada ciclo Ia cadena se duplica con respecto al ciclo 

previa; asf, Ia concentraci6n de moleculas de ADN de doble cadena colocadas 

inicialmente en el aparato seran 2n moleculas, donde n = al numero de ciclos 

realizados (Liaca, 1992). 

En general, el procedimiento de trabajo en el laboratorio se debe 

efectuar con estricta precauci6n, sabre todo al preparar Ia mezcla de reacci6n, 

trabajar en un Iugar limpio y de preferencia en Ia campana de flujo laminar para 

no contaminar Ia reacci6n con algun ADN extrafio debido a Ia capacidad de 
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Figura 1. Secuencia de pasos realizados en Ia Reacci6n en Cadena de 

Ia Polimerasa (PCR). 

Fuente: Valadez y Kalh, 1997 
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esta tecnica de sinteti.z.ar millones de capias, lo que ocasionarfa un problema 

claro. Probablemente Ia mayor virtud de Ia PCR es Ia sensibilidad para 

amplificar concentraciones bajas de ADN (nanogramos) en Ia reaccion, e 

incrementar estos niveles a concentraciones altas a las cuales trabajan 

efectivamente las metodologfas de los marcadores. Esta sensibilidad permite 

no solo el uso de cantidades pequenas de ADN, sino tambien de ADN 

degradado o impure. Un ejemplo serfa Ia deteccion de virus en millones de 

celulas en un tejido, o estudios con ADN de muestras fosiles o viejas. 

Otras ventajas de Ia PCR son que es mas economica y rapida que otras 

tecnicas (RFLP, AFLP, etc.) y no incluye el uso de radioactividad, porque las 

moleculas marcadas con fosforo (32P) presentan dificultades de manejo y 

sfntesis, ya que tienen una vida media corta (14.3 dfas) y gran energfa en su 

radiacion !3, altos costas de produccion (Urena y Davila, 1983); tampoco 

requiere de hibridacion, clonacion molecular, etc. 

2.6.3.1. Componentes de Ia PCR 

Primer o molecula iniciadora: son secuencias cortas de ADN 

(oligonucleotides) de una sola cadena, con pares de bases complementarias a 

una region pequena del genoma, capaces de imitar in vivo e in vitro el 

comportamiento del ADN natural, y cuyo extreme final de Ia cadena tiene un 

enlace 3'-0H libre requerido porIa ADN polimerasa para adicionar nucleotidos 

e iniciar Ia formaci6n de Ia nueva cadena. Los iniciadores pueden generarse 
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artificialmente utilizando un sintetizador de AON y son de tamario pequeno 

(alrededor de diez pares de bases de longitud); aunque se sintetizan de 

cualquier tamario, de 6 a 150 nucleotidos de longitud, se diserian de acuerdo 

con Ia necesidad de cada trabajo. En ocasiones llevan nucle6tidos con bases 

modificadas y generalmente van sin el grupo fosfato 5' terminal, lo que es 

importante porque con procedimientos sencillos pueden acoplarse a este 

extrema sustancias fluorescentes o radioactivas (Maldonado y Loren, 1989). La 

concentracion a utilizar varfa entre 0.05 y 1.0 J...t.M para 100 J...tl de reaccion , para 

25 J...tl de reaccion Ia concentracion optima esta en 0.2 J...t.M . El usa de 

concentraciones mayores favorece Ia amplificacion de regiones inespecfficas y 

Ia formacion de dfmeros de oligonucleotides. 

ADN polimerasa: es una enzima que cataliza el ensamble de 

desoxirribonucleotidos (dNTP's) en forma de trifosfatos (dATP, dGTP, dCTP y 

dTTP) a las moleculas iniciadoras o primers. Las mas comunes se obtienen de 

bacterias termoestables como Thermus aquaticus resistentes a altas 

temperaturas (> 90°C) a las cuales trabaja el termociclador. Se utilizan, ademas 

en de procesos de amplificacion en Ia PCR, en trabajos de secuenciacion y 

marcaje de ADN . A Ia fecha se han identificado par lo menos tres polimerasas 

diferentes, par mucho tiempo se creyo que Ia ADN polimerasa I era Ia enzima 

principal encargada de Ia union mutua de los dNTP's. Ahara se sabe que Ia 

ADN polimerasa Ill es un agente polimerizante importante (Watson, 1983). La 

concentracion de enzima comunmente usada en PCR es alrededor de 2.5 

unidades par 100 J...tl de reaccion, cantidades menores limitan los productos 
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amplificados y el exceso produce amplificaciones no especificas (Saiki, 1992 

citado por Avendano, 1997). Lo importante es probar Ia cantidad adecuada a 

emplear en cada trabajo. 

ADN: es extrafdo de cada organismos en estudio por diferentes metodos 

y se coloca en Ia mezcla de reaccion a una cantidad que varia entre 25 y 70 

ng, incluso mas, esto depende de Ia especie u organismo de trabajo y Ia pureza 

y calidad del mismo. Este ADN se conoce con nombres diferentes como ADN 

genomico, templado, molde o blanco. La cantidad requerida por Ia PCR esta 

sujeta a factores como su naturaleza (repetitive, ADNcp, ADNmt, ADNsc), 

tamafio del genoma, calidad y pureza (alto peso molecular y libre de 

contaminantes como protefnas, ARN, y compuestos utilizados durante Ia 

extraccion), entre otros (Liaca, 1992; Freyre, 1994 ). 

Mezcla de desoxirribonucle6tidos (dNTP's): toda reaccion de PCR 

requiere de los nucleotidos que Ia ADN polimerasa incorporara a Ia molecula 

iniciadora, estos son: dATP, dCTP, dGTP y dTTP; los cuales se manejan a una 

concentracion que varfa de 50 a 200 11M de cada uno. Es probable que 

concentraciones altas provoquen falsas incorporaciones par Ia polimerasa; Ia 

optima de dNTP's depende de Ia concentracion de MgCb, iniciador, y numero 

de ciclos de Ia PCR. Lo comun es de 200 11M par reacci6n . 

MgCb: Ia enzima para funcionar requiere una concentracion optima de 

1.5 mM de iones de magnesia en Ia PCR; aunque puede variar de 0.5 a 5 mM. 

Es importante realizar pruebas empfricas de diferente concentracion en Ia 
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mezcla de reaccion , a fin de determinar Ia optima. Este compuesto a veces 

viene incluido en el buffer de Ia enzima polimerasa. 

Amortiguador: el amortiguador estandar para Ia PCR contiene 1.5 mM 

de MgCI2 (no siempre viene incluido), 10 mM Tris-HCI, 50 mM KCI , 100 mg mr1 

de gelatina y un pH de 8.4. 

El pH de Ia reaccion tambien es importante, ya que el optima al que 

trabajan las enzimas esta entre 7 y 8.3. 

2.6.3.2. Condiciones del termociclado 

Cada paso o ciclo de termociclado requiere del tiempo y temperatura 

conveniente para llevarse a cabo Ia amplificacion completa de los fragmentos 

del AND, asf como una mezcla de reaccion adecuada con los componentes y 

concentraciones mencionados. El numero de ciclos aplicado al proceso de 

amplificacion varfa dependiendo de Ia especie en estudio, pero en Ia mayorfa 

de los trabajos programan entre 35 y 50 ciclos en total. A continuacion se 

mencionan las condiciones apropiadas para cada paso del proceso de PCR: 

Desnaturalizaci6n 

Durante este paso las dos cadenas del ADN se separan al romperse los 

puentes de H que las une, esto sucede a temperatura entre 90-95°C par un 

tiempo de 1 a 5 minutos, Ia comun es 4 minutos a 94°C en un termociclador 

automatico. 



Alineamiento 

Con Ia temperatura adecuada que va entre 36 a 60°C los iniciadores se 

alinean a Ia cadena del ADN molde. La temperatura conveniente de alineado 

depende de Ia longitud y el contenido de GC en los iniciadores. 

Extension 

La temperatura de extension que generalmente se utiliza es 72°C. La 

duraci6n de este perfodo depende principalmente de Ia longitud y 

concentraci6n de Ia secuencia que se amplificara (Saiki, 1988, citado par 

Avendano, 1997). El tiempo utilizado generalmente es de 2 a 5 minutes. 

2.6.4. Tecnicas basadas en Ia PCR 

A partir de Ia PCR se han diseriado un gran numero de metodologias 

para detectar los marcadores del ADN, como los citados a continuaci6n: 

2.6.4.1. Micro, mini y macrosatelites 

En 1985, Alec J. Jeffreys y otros investigadores del Departamento de 

Genetica de Ia Universidad de Leicester en Gran Bretaria, descubrieron 

secuencias cortas de ADN de diferente tamario (2 a no mas de 100 pb) 

repetidas varias veces en el genoma de eucariotes, lo que confiere 

polimorfismo suficiente a los organismos (Berumen, 1993; Jeffreys eta/., 1985 
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citados par Lu et a/. , 1996), ya que Ia unidad basica de estas repeticiones 

seriadas consiste de una cantidad pequeria de bases, las cuales esfan 

conectadas entre sf y forman una cadena de unidades repetidas. El 

polimorfismo mencionado esta dado par el numero diferente de unidades 

basicas conectadas. A estas regiones del genoma se les llama satE31ites: 

microsatelites, minisatelites y macrosatelites. Estas pequerias secuencias de 

bases se repiten n Veces en forma aleatoria a Ia largo de los cromosomas; los 

microsatelites no sobrepasan los cinco pares de bases, los minisatelites tienen 

entre 1 0 y 20 pb, y los macrosatelites poseen mas de 20 pb. Los genetistas han 

conseguido reconocer varias de estas secuencias y sintetizar a partir de elias 

sondas radioactivas que son capaces de identificar estas secuencias 

hipervariables en el ADN y obtener las huellas genicas de los individuos en 

estudio a traves de diferentes metodos (Coperfas, 1995). 

Los marcadores moleculares provenientes de este tipo de secuencias se 

han denominado como: secuencias simples repetidas (SSR del ingles Simple 

Sequence Repeats), secuencias repetidas en serie (STR del ingles Sequence 

Tandem Repeats) o incluso como STMS (Sequence Tagged Microsatellite 

Sites). Se han reportado muchas tecnicas para revelar estos polimorfismos; 

algunas guardan similitudes entre sf, aunque, dentro de las mas relacionadas 

se tienen a los SSR-PCR, ISSR-PCR (Inter- SSR), MP-PCR (PCR iniciada par 

microsatelites) y STS-PCR. 

La tecnica MP-PCR utiliza secuencias de microsatelites para amplificar 

regiones gen6micas entre dos sitios que tienen unidos dos iniciadores 
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complementarios a los microsatelites. Permite Ia amplificaci6n de esta region 

de ADN localizada entre dos microsatelites. Los productos amplificados son 

separados par electroforesis, son patrones altamente estables y reproducibles, 

pero muestran menos polimorfismos con respecto a las huellas generadas 

cuando se amplifican microsatel ites como sondas (Valadez y Kahl, 1997). 

Los ISSR-PCR y STS-PCR son modificaciones a Ia tecnica anterior. Los 

ISSR es un metoda desarrollado par Zietkiewiez et a/. (1994) en el cual Ia 

secuencia simple repetida es el iniciador para Ia PCR, un iniciador espedfico 

terminal se ancla a un SSR particular utilizado para amplificar el ADN entre dos 

SSRs opuestos, los polimorfismos ocurren cuando un genoma tiene ausente 

uno de los SSRs o tiene una inserci6n-deleci6n que modifica Ia distancia entre 

repeticiones (Ramakrishna et a!., 1995 y Yang et a!., 1996). Es mas 

recomendable para estudios de microevoluci6n y no para clasificaci6n varietal. 

Los STS fueron reportados y aplicados par Olson et a/. (1989) , Talbert et a/. 

( 1994) y Chen et a/. ~ 1994 ); igual consisten en desarrollar primers basados en 

secuencias de sitios marcados de Ia especie en estudio. Un STS es una 

secuencia corta y unica, ampl ificada por Ia PCR que identifica una zona 

conocida en un cromosoma, frecuentemente consta de 20 nucle6tidos, par lo 

que es mas estable y menos afectada par las condiciones de reacci6n o 

amplificaci6n. 

Los SSR-PCR son microsatelites del genoma que se componen de un 

grupo repetido de 2 a 5 nucle6tidos, como: (AT)n, (GT)n, (ATT)n, etc., y son 

una fuente abundante de marcadores de ADN que son codominantes siguiendo 
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Ia herencia Mendeliana. Estos son amR!ificados par Ia PCR utilizando primers 

flanqueadores de esos microsatel ites (Senior et a/., 1996). La variaci6n en el 

numero de series repetidas (n) es lo que da como resultado los productos de 

diferente tamario o el polimorfismo buscado para identificar a los individuos. El 

usa de los SSR se ha incrementado sabre todo para proyectos de mapeo en 

plantas, porque son altamente pol im6rficos, son codominantes y abundantes en 

el genoma de plantas (Beckmann y Soller, 1990; Roder eta/., 1995). 

Las desventajas de trabajar con marcadores basados en secuencias 

satelites son el requerimiento de librerfas gen6micas y clones secuenciados 

para diseriar dichas sondas que permitiran su amplificaci6n en el genoma (Hartl 

y Seefelder, 1998). Tambien se tiene problema cuando Ia cantidad de ADN 

disponible es escasa y poco puro; aunque con el usa de Ia amplificaci6n 

enzimatica del ADN o de Ia PCR, este aspecto puede solucionarse. En general 

estas metodologfas requieren de secuenciar la(s) zona(s) que se desee 

amplificar para diseriar los iniciadores apropiados para cada especie u 

organismo de estudio. 

2.6.4.2. RAMPO 

La tecnica RAMPO significa amplificaci6n aleatoria del polimorfismo de 

microsatelites, del ingles Random Amplified Microsatellite Polymorphisms, fue 

descrita par Morjane et a/. ( 1994) y Richardson et a/. ( 1995). Comb ina a los 

RAPD (tecnica que utiliza moleculas iniciadoras aleatorias y sinteticas) con 
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hibridaci6n de microsatelites como sondas, para producir varias huellas 

geneticas polim6rficas e independientes en un unico gel electroforetico. La 

tecnica inicia con Ia amplificaci6n del ADN gen6mico con un iniciador aleatoric 

sintetico (RAPD). Despues se separan electroforeticamente y se tirien los 

productos de Ia PCR, el gel se seca o se transfiere a una membrana de naylon, 

y una subsecuente hibridaci6n con una sonda de oligonucle6tidos 

complementario al microsatelite. La autoradiograffa obtenida es una huella 

genica polim6rfica y reproducible, Ia cual no corresponde a los patrones 

teriidos en el gel y puede ser diferente al usar sondas distintas. 

Con esta prueba se generan patrones de bandas que revelan huellas 

genicas variables entre genotipos cercanamente relacionados. 

2.6.4.3. AFLP 

El procedimiento para generar los AFLP (Amplified Fragment Length 

Polymorphisms) es un metoda que combina tres metodologfas: Ia de PCR, 

RFLP y RAPD, y consiste en Ia amplificaci6n de una subserie de fragmentos de 

restricci6n seleccionados del genoma total digestado y detectados par 

ampl ificaci6n usando Ia PCR. 

El ADN se corta con Ia combinaci6n de dos enzimas de restricci6n (una 

de corte precise y Ia otra de corte discontinue) y las terminaciones de estos 

fragmentos de ADN se ligan a adaptadores especiales o secuencias de bases 

especfficas. De esta manera, Ia secuencia de los sitios de restricci6n ligados 
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sirve como sitio obligatorio para Ia subsecuente amplificacion a los mismos 

fragmentos de restriccion, utilizando iniciadores que son homologos de estos 

adaptadores. 

Para disminuir Ia cantidad de bandas reveladas ( 1 0 a 100 fragmentos 

dependiendo del contexte de Ia secuencia del nucleotide selective) y facilitar su 

interpretacion, a los iniciadores se les adiciona de una a tres bases o 

nucleotidos selectivos en el extrema 3' y asf se realizara un amplificacion 

tam bien selectiva (Caetano - Anolles et at., 1991; Hartl y Seefelder, 1998). 

Los AFLP son una tecnica nueva de marcadores con gran potencial para 

detectar un alto nivel de polimorfismo, obtener mapas genomicos mas rapido 

debido a que puede analizarse gran cant idad de marcadores en un tiempo 

corto, y el perfil de bandeo obtenido es reproducible . La mayorfa de los autores 

Ia han utilizado para estudios de filogenie. Lu et at. (1996) citan otra variante a 

Ia que !Iaman AFLP-microsatelites, y Ia proponen para estudios de diversidad 

genetica. Las desventajas mas claras son el alto costa de Ia tecnica y lo 

laborioso de Ia misma. 

2.6.4.4. RAPD 

Los trabajos iniciales basados en Ia PCR mostraron Ia limitante de 

requerir conocer al menos una minima cantidad de datos de Ia secuencia 

genomica del loci de interes, que permita Ia sfntesis de los iniciadores 

apropiados. Estas limitaciones fueron superadas con Ia nueva tecnica de 
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amplificaci6n aleatoria de ADN: RAPD (del ingles Random Amplified 

polymorphic DNA), que es una amplificaci6n enzimatica diferencial de 

fragmentos pequerios de ADN con iniciadores de oligonucle6tidos de 

secuencia de pb arbitraria en Ia PCR. 

En 1990, dos grupos independientes simultaneamente describieron Ia 

tecnica de estudio de los polimorfismos de ADN. Un grupo de DuPont defini6 

las aplicaciones del mapeo genetico y llam6 al metoda RAPD (Williams eta/., 

1990). Otro grupo de California (Rafaslki et a/., 1991) del lnstituto de 

Investigaciones Biol6gicas enfocaron Ia investigaci6n al estudio de las huellas 

gen6micas y Ia denominaron tecnica con primers arbitrarios PCR (AP-PCR) 

Ambos metodos se basan en los mismos principios y son mas conocidos como 

RAPD. La tecnica es rapida, facil de realizar, comparativamente barata, y se 

aplica a diferentes organismos. 

Procedimiento 

El_procedimiento de los RAPD es relativamente rapido y sencillo, solo se 

emplean pequerias cantidades de ADN sin que necesariamente sea puro (15-

25 ng), no requiere de manejo de radioactividad, ni de Ia transferencia tipo 

Southern como los RFLP. 

La tecnica se basa en una secuencia simple y corta de oligonucle6tidos 

sinteticos (iniciadores o primers) seleccionados al azar. Cuando se mezclan 

con el ADN gen6mico y Ia polimerasa termoestable, y son sometidos a Ia 
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reacci6n de PCR, se inicia Ia amplificaci6n de varies de estos fragmentos. Los •. 
productos de Ia amplificaci6n se separan en geles de agarosa estandar par 

electroforesis y visualizados con tinci6n de bromuro de etidio bajo luz UV. 

La naturaleza de los fragmentos amplificados depende de Ia secuencia 

del iniciador y del ADN del genoma en estudio. Un iniciador generalmente 

amplifica varias bandas localizadas en diferente Iugar del genoma. Los 

iniciadores utilizados para esta tecnica son los que tienen 10 oligonucleotides 

de longitud con un contenido promedjo de 50% de bases G y C (Freyre eta!., 

1995; Johnson eta!., 1994). 

Los RAPD suceden cuando dos o mas muestras distintas tienen 

patrones diferentes. El polimorfismo obtenido es utilizado como un marcador 

molecular para diferentes prop6sitos. 

La naturaleza molecular exacta de los polimorfismos detectados en Ia 

secuencia del ADN con RAPD no ha sido conocida, pero se cree que los 

cambios localizados en Ia secuencia del ADN (polimorfismos) se deben a 

inserciones o deleciones de pequerios segmentos de bases en el genoma. 

Comparaci6n de los RAPD con otras tecnicas basadas en el ADN 

En Ia mayorfa de las tecnicas como RFLP, AFLP, VNTR, etc. se practica 

el marcage radioactive del ADN y Ia hibridaci6n, lo cual requiere de varies 

miligramos de ADN digestado con endonucleasas de restricci6n ; y el manejo de 

radioactividad como el 32P, el cual presenta problemas en su almacenado, ya 
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que se debe realizar bajo condiciones especiales, de lo contrario se inactiva 

facilmente, ademas de ser sumamente peligroso para el hombre. 

A diferencia, los RAPD no requieren del usa de primers especificos, Ia 

cantidad de ADN gen6mico necesario es 100 veces menor que con AFLP. Las 

bandas amplificadas no son cortadas con una endonucleasa de restricci6n y 

se observan directamente en los geles de agarosa teriidos, con bromuro de 

etidio (el cual es cancerfgeno pero mas facil de manejar y almacenar) y se 

archivan electr6nicamente o con fotograffa. 

limitantes de Ia tecnica 

Los marcadores RAPD requieren que una cantidad considerable de 

individuos y loci muestreados, comparados con marcadores codominantes tales 

como RFLP e isoenzimas; y ademas Ia baja homologia entre fragmentos co­

emigrantes de diferentes especies, es probable que limite su aplicaci6n en 

estudios filogeneticos a nivel interespecifico (Chan y Sun, 1997). 

Hallden et a/. (1996) citan como limitantes las siguientes: La 

reproducibilidad de los patrones de bandas es baja, debido a que Ia tecnica es 

sensible a Ia variaci6n de las condiciones experimentales. Los marcadores 

generados son comunmente dominantes. Tienen baja informacion comparados 

con marcadores codominantes en analisis de ligamiento de poblaciones F2. 

Skroch y Nienhuis (1995) evaluaron el impacto del grado de error y 

reproducibilidad de los datos RAPD en las estimaciones de Ia distancia 
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genetica, y reportaron un 2% de error, y una reproducibilidad del 76% 

(porcentaje de bandas RAPD manifestadas y replicadas en otras 

amplificaciones), este porcentaje lo atribuyeron a Ia fuerte dependencia de Ia 

uniformidad a las condiciones de amplificaci6n entre experimentos. Para 

mejorar Ia reproducibilidad de los datos se debe seleccionar los iniciadores con 

base en Ia reproducci6n de Ia informacion que elias generen. 

Trabajos realizados con los RAPD 

De Bustos et at. (1998) estudiaron Ia variaci6n genetica de 102 

poblaciones de cebada silvestre nativas de Espana, incluyendo un material 

anual y uno perenne. Realizaron analisis con RAPD entre y dentro de 

poblaciones, especies y subespecies. Los iniciadores originaron un total de 

250 productos amplificados. El nivel de polimorfismo detectado varia entre 

unidades taxon6micas dependiendo de los iniciadores incluidos y el sistema 

reproductive de Ia planta. En general, Ia mayor variaci6n fue entre especies 

al6gamas. Los resultados demostraron diferencias en el grado de similaridad 

entre unidades taxon6micas. Las poblaciones se dividieron en tres grupos. 

Martinez (1997) investig6 las diferencias y semejanzas geneticas de seis 

materiales de mafz a nivel molecular, utilizando las huellas gen6micas de cada 

material generadas par Ia tecnica de los RAPD con cinco iniciadores. Encontr6 

Ia formaci6n clara de grupos separados de acuerdo al control de Ia polinizaci6n 

en los materiales. 
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Lerceteau et a/. (1997) emplearon los marcadores RAPD y RFLP para 

evaluar las relaciones geneticas dentro de especies de T. cacao y valoraron Ia 

organizaci6n de esta diversidad genetica. La variabilidad genetica se estim6 

con 18 primers y 43 sondas para los RFLP en 155 arboles de cacao 

pertenecientes a grupos morfol6gicos y orfgenes geograficos diferentes. La 

matriz de distancias geneticas, mostr6 estimaciones de acuerdo con las 

relaciones de parentesco entre genotipos. 

Ruse II et a/. ( 1997) determinaron las relaciones geneticas entre 18 

materiales de cebada cultivada, a traves de los RFLP, AFLP, RAPD y SSR y 

compararon los resultados con las relaciones de pedigree. Las cuatro tecnicas 

difirieron en Ia cantidad de polimorfismos detectados. Los 13 primers SSR 

fueron polim6rficos, y cerca del 54% de los fragmentos generados mediante 

AFLP fueron monom6rficos. La distancia genetica mayor se observ6 con los 

AFLP (0.937) y las mas bajas con RFLP (0.322). 

Chan y Sun (1997) examinaron Ia diversidad y relaciones geneticas de 

23 especies cultivadas y silvestres de amaranto con marcadores RAPD e 

isoenzimas. Detectaron un total de 30 loci con 15 enzimas y fueron polim6rficos 

a nivel interespecifico. Los grados mas altos de diversidad genetica inter 

poblacional se encontraron dentro de especies. De los 600 fragmentos RAPD 

generados con 27 primers, 39.9% fueron polim6rficos entre poblaciones dentro 

de cada especie cultivada. 

Lakshmi eta/. (1997) utilizaron los RAPD y RFLP para evaluar variaci6n 

genetica intra e inter especifica en especies de mangle . Los 48 genotipos 

45 



estudiados representaron 8 poblaciones diferentes. Se detect6 un bajo nivel de 

polimorfismo intra-poblacional con ambos marcadO'res. A nivel inter­

poblacional , fueron polim6rficos 25 de 73 loci RAPD (34%) detectados por 13 

iniciadores, y 44 de 96 loci RFLP (45.8%) revelados con 15 combinaciones 

sonda-enzimas. 

Golembiewski et a/. (1997) evaluaron el potencial de los marcadores 

RAPD para Ia identificaci6n de 13 cultivares sinteticos de pasta rastrero; ocho 

de los 50 iniciadores probados produjeron fragmentos polim6rficos que 

identificaron 11 de los 13 cultivares de pasta y concluyeron que los RAPD son 

una herramienta importante para Ia identificaci6n de cultivares sinteticos. 

Tatineni eta/. (1996) estudiaron Ia diversidad genetica en germoplasma 

elite de algod6n determinada par caracterfsticas morfol6gicas y RAPD, en 16 

genotipos derivados de hibridaci6n interespecffica y a nivel fenotipico definido 

por caracteres morfol6gicos estables y altamente heredables. La clasificaci6n 

basada en los dos metodos origin6 resultados similares con una correlaci6n de 

0.63 entre distancias geneticas y taxon6micas. 

Lee et a/. (1996) detectaron Ia diversidad genetica en 39 colectas de 

sandia usando RAPD y analisis de azucares. Se originaron 4 grupos y cada 

uno fue diferenciado e identificado con caracteres morfol6gicos y geneticos. La 

concentraci6n de azucares se midi6 con HPLC (cromatografia de liquidos de 

alta resoluci6n). Concluyeron que los RAPD proveen un marcador alternative 

para identificar genotipos y caracteres cuantitativos. 
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Lu et a!. (1996) realizaron un analisis comparative de Ia diversidad 

genetica en 1 0 genotipos de chicharo evaluados par RFLP y metodos basados 

en Ia PCR (RAPD, AFLP, AFLP-Microsatelite, e ISSR). Los metodos basados 

en Ia PCR fueron mas informativos que los RFLP con ADNc. 

Ahmad et a/. ( 1996) estudiaron las relaciones geneticas en lenteja y 

determinaron el parentesco de sus hibridos interespecificos usando 

marcadores RAPD. Utilizaron 14 iniciadores que generaron 158 fragmentos. El 

estudio revelo que el nivel de variaci6n genetica intraespecifica en lentejas 

cultivadas es mas corta que en especies silvestres. 

Maa0 y Klaas (1995) utilizaron las isoenzimas y marcadores RAPD para 

analizar y estructurar una colecci6n de 300 accesiones de ajos (Allium ssp.) y 

propusieron una clasificaci6n intraespecifica de 4 grupos principales. El origen 

y distribuci6n del cultivo Ia discutieron de acuerdo con Ia distribuci6n 

geografica y a las distancias geneticas de las accesiones. 
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Ill. MATERIALES Y METODOS 

3.1. Localizaci6n del area de trabajo 

La presente investigaci6n se llev6 a cabo en las instalaciones del 

Laboratorio lnterinstitucional de lnvestigaci6n en Biotecnologfa Aplicada 

UACH-INIFAP, ubicado en el Campo Experimental del Valle de Mexico 

(CEVAMEX), perteneciente al Institute Nacional de Investigaciones Forestales 

y Agropecuarias (INIFAP). 

3.2. Material vegetal 

El material vegetal estudiado consisti6 de diez variedades de tomate de 

cascara (Physalis ixocarpa, Brat.). Provenientes del programa de Mejoramiento 

genetico del Departamento de Fitotecnia de Ia Universidad Aut6noma 

Chapingo (UACH). 

1. Silvestre autocompatible 

2. Silvestre autoincompatible 

3. Milpero 

4. Manzano 

5. Arandas 

6. Tamazula 

7. Rendidora 

8. CHF1-Chapingo 

9. Salamanca 

10. Puebla 
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La investigaci6n se realiz6 en dos fases: una de campo (invernadero) 

ubicado dentro de Ia Universidad (UACH) y Ia otra en el laboratorio de 

Biotecnologfa. 

3.3. Fase de campo 

3.3.1. Siembra y cuidado del material vegetal 

Esta primera parte de Ia investigaci6n consisti6 en obtener el tejido 

vegetal (hojas) sana para extraer Ia mejor calidad de ADN para su posterior 

an.alisis en el laboratorio. Par lo que se procedi6 a realizar Ia siembra y cuidado 

del material vegetal en el invernadero ubicado en Ia Universidad Aut6noma 

Chapingo, donde se efectuaron las actividades siguientes: 

- La siembra se llev6 a cabo el 13 de octubre de 1996 en germinadores 

de poliestireno de 200 cavidades, una variedad en cada charola. El sustrato 

utilizado fue Peat-moss. 

- El trasplante se realiz6 el 23 de noviembre, 40 dfas despues de Ia 

siembra, en balsas de polietileno de 6 kg disenadas para cultivo en sistema 

hidrop6nico, colocando una planta par balsa y 30 plantas o macetas par cada 

variedad de tomate de cascara, el sustrato empleado fue tezontle rojo. 

- Manejo. Las charolas se regaron diariamente, 20 dfas despues de Ia 

siembra se le proporcionaron 4 riegos con soluci6n nutritiva y una fertilizaci6n 

foliar. Posterior al trasplante los riegos se realizaron con Ia soluci6n nutritiva 

cada tercer dfa. El control de plagas y enfermedades se efectu6 

constantemente hasta que las plantas y el follaje desarrollaron lo suficiente 
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para llevar a cabo Ia colecta de las hojas, esto sucedi6 mes y media despues 

del trasplante. 

3.3.2. Colecta del material vegetal 

Esta actividad se realiz6 durante dos semanas, e inici6 el 15 de enero 

de 1997. Consisti6 en colectar por separado las hojas j6venes y sanas de cada 

planta, las que se cortaron de Ia base o peciolo con tijeras y se guardaron en 

balsas de malla de fibra de vidrio previamente etiquetadas, identificadas por 

planta y variedad; estas balsas se doblaron y amarraron con Iigas, para 

transportarlas al laboratorio en una hielera donde se cuid6 que no hubiera 

contacto directo del tejido con el hielo para evitar quemaduras de este. Era 

importante mantener las muestras frfas hasta congelarlas, ya que el ADN es 

degradado rapidamente par enzimas endonucleasas que se encuentran 

naturalmente en las celulas y enseguida de que el tejido se cosecha, estas 

entran en acci6n (Salinas eta!., 1996). 

3.4. Fase de laboratorio 

Esta fase inici6 con el almacenado y congelado del material vegetal y 

finalize con Ia obtenci6n de las fotograffas correspondientes al patron de 

bandas de cada material vegetal estudiado. 
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3.4.1. Congelado del material vegetal 

Las muestras de tejido vegetal se conservaron congeladas con nitr6geno 

lfquido (detiene los procesos fisiol6gicos sin causar dario), lo que se realiz6 en 

una hielera de unicel de tamario medic. Dentro se colocaron aproximadamente 

20 muestras y se bariaron con el nitr6geno lfquido procurando que se 

impregnaran lo mejor posible; al final se guardaron dichas muestras en cajas 

de carton y colocaron dentro del ultracongelador a -70°C, donde 

permanecieron hasta el liofilizado. 

3.4.2. Liofilizado 

Este es un proceso de deshidratado del tejido por sublimaci6n. Las 

muestras congeladas se transfirieron al liofilizador, el cual debe encenderse 

con anticipaci6n, para tener Ia camara a temperatura baja ( -55°C) y producir un 

vacfo adecuado de ~ 100 micrones. El deshidratado se llev6 a cabo en tres 

dfas, despues el aparato se dej6 enfriar un dfa para volver a utilizarlo. Es 

importante saturar los frascos del liofilizador. Una vez deshidratadas las 

muestras se guardaron en balsas de plastico para evitar que se humedecieran 

y se volvieron a colocar en el ultracongelador hasta Ia molienda. 

3.4.3. Molienda 

La molienda se realiz6 en un molino electrico (marca THOMAS 

CIENTIFIC, Serie: 900501) hasta obtener un polvo fino, entre mas fino mayor 

sera Ia cantidad de ADN obtenido. Cada muestra se moli6 de forma individual y 
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se envas6 en frascos de cristal tipo vial previamente lavados, etiquetados y 

esterilizados. El tejido asi obtenido se guard6 nuevamente en refrigeraci6n (± 

4°C). 

3.4.4. Extracci6n y aislamiento del ADN gen6mico 

El procedimiento de extracci6n del AON se cita completo en el Anexo 1 A 

y Ia preparaci6n de los reactivos utilizados en el Anexo 2A. Se extrajo el ADN 

del tejido liofilizado de cada una de las 30 plantas colectadas par material de 

tomate de cascara ; Ia tecnica empleada fue Ia modificada par Edwards et a/. 

(1991 ). 

Durante Ia separaci6n del ADN de los otros componentes celulares, 

primero hay que permitir su salida de Ia celula sin que sea dariado, para lo cual 

Ia membrana celular se desestabiliza aplicando soluciones con propiedades 

detergentes como el SDS, quelatos como el EDTA y el EGTA. El ADN sale 

acompariado de ARN, otros organelos y sustancias; para purificarlo se aplic6 

un buffer de extracci6n con CTAB como componente, el cual se pega al ADN y 

desplaza las proteinas. Este compuesto se removi6 del ADN con lavados de 

cloroformo. Tambien se aplic6 cloruro de sodio (NaCI), que en cierta 

concentraci6n destruye los enlaces electrostaticos entre proteinas y el ADN. El 

ARN acompariante se hidroliz6 con Ia enzima ARNasa agregada a Ia muestra. 

3.4.5. Cuantificaci6n de Ia concentraci6n y pureza del ADN 

Despues de Ia extracci6n del ADN se evalu6 Ia pureza y Ia 

concentraci6n de los acidos nucleicos de cada muestra obtenida ya que si este 
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va contaminado los resultados no son confiables. La cuantificaci6n de Ia 

pureza del ADN se realiz6 con luz UV a traves de su absorbancia per los 

acidos nucleicos (espectrofotometria), dicha medici6n se efectua a una 

absorbancia de 260 nm. 

La relaci6n entre Ia lectura de 260 y 280 nm, aporta una estimaci6n de Ia 

pureza de los acidos nucleicos. Las preparaciones mas puras de ADN y ARN 

tienen valores de 1.8 a 2.0. Si existe contaminaci6n con protefnas o fenol, los 

valores citados son diferentes. 

Para este trabajo Ia evaluaci6n se efectu6 en un espectrofot6metro DU-

65 de Beckman disenado para Ia cuantificaci6n de un numero considerable de 

muestras, el cual se encuentra en el Laboratorio de Biologfa Molecular del 

CIMMYT en Texcoco, Estado de Mexico. El procedimiento se cita en el anexo 

del manual del Laboratorio de Genetica Molecular Aplicada del CIMMYT 

(Hoisington et a!., 1994). Las muestras se diluyeron con TE a 0.3 !lg 1-1r
1 de 

ADN, despues de diluir estas muestras se formaron alfcuotas de cada una a 

concentraci6n de 20 ng 1-11"1 de ADN para su usc definitive. 

3.4.6. Estandarizaci6n de las condiciones de PCR 

Es importante efectuar diversas pruebas antes de llevar a cabo las 

amplificaciones definitivas para generar los RAPD, con el fin de economizar 

tiempo y reactivos, asf como adquirir suficiente destreza en el manejo del 

equipo y material que son delicados. El procedimiento general de los RAPD se 

cita en el Anexo 3A. 
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Uno de los aspectos mas importantes de cuidar es Ia asepsia, pues 

cualquier contaminante por mfnimo que sea puede interferir seriamente en Ia 

amplificaci6n o evitar que esta suceda. Por ello, se esteriliz6 el material (tubes, 

puntas, aceite mineral, etc.) y los reactivos se prepararon con agua bidestilada 

esterilizada previamente en Ia autoclave, ademas de emplear guantes de 

cirujano a lo largo del proceso. 

Se evaluaron diversos programas de termociclaje (Cuadra 2), diferente 

numero de ciclos, temperaturas apropiadas y tiempos de duraci6n, para buscar 

el que proporcionara los mejores productos amplificados (bandas mejor 

diferenciadas y nftidas). El termociclador utilizado fue de Ia marca TECHNE, 

PHC-2. 

La concentraci6n del ADN gen6mico, enzima Taq polimerasa y MgCI2 

son especfficos para cada especie de plantas, por lo que se realizaron 

experimentos para probar diferentes concentraciones de cada componente. En 

el Cuadra 5 del apartado de resultados, se muestran pruebas realizadas con 

tres marcas de enzima (Perkin Elmer, Bioselec y Fisher) variando solo los 

componentes mas importantes; estas pruebas se llevaron a cabo utilizando 

como testigo muestras de frijol y enzima de Ia marca Perkin Elmer, con las 

cuales ya se habfan obtenido amplificaciones en experimentos previos. 

La enzima Taq usada para este trabajo fue de Ia marca Bioselec, ya que 

es una de las mas econ6micas que existen en el mercado. Se prob6 Ia totalidad 

de los lotes que se adquirieron (ya que se requiere ajustar los componentes de 

Ia mezcla de reacci6n con base tambien en Ia marca y lote de enzima que se 
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disponga), encontrando que uno de los cinco no produjo amplificaciones. Las 

concentraciones probadas fueron de 0 .15, 0.18, 0.20, 0.25, 0.28, 0.30 y 0.40 

unidades por 1-11 (U !lr\ 

Cuadra 2. Programas probados en el termociclador para realizar 

Ia amplificaci6n de los fragmentos de ADN par Ia PCR. 

09-VI-97 

10-VI-97 

11-VI-97 

12-VI-97 

14-VI-97 

18-VI-97 

23-VI-97 

2-VII-97 

1 ciclo 
3 " 
31 " 
1 

94°C/3 min 
94°C/1 min, 35°C/1 min, 72°C/2 min 
94 oC/1 0 s, 40°C/20 s, 72°CI2 min 
72°C/5 min 

1 ciclo 94 oC/3 min 
34 " 94°C/1 min, 36°C/1 min, 72oC/2 min 
1 " 72°CI7 min 
1 ciclo 94 oc;s min 
34 " 94 oC/1 min, 36°C/30 s, 72°CI2 min 
1 " 72°CI2 min 
1 ciclo 94 oC/4 min 
40 " 94°C/1 min, 55°C/1 min, 72°C/2 min 
1 " 75°C/2 min 
1 ciclo 94 OC/2 min 
3 " 94°C/1 min, 35°C/1 min, 72°C/2 min 
32 " 94 OC/1 0 s, 35°C/30 s, 72°C/1 min 
1 " 72°C/5 min 
1 ciclo 94°C/1 min 
38 " 94°C/30 s, 35°C/30 s, 72°C/1.5 min 
1 " 94°C/15 s, 35°C/30 s, 72°C/1.5 min 
1 " 72oC/5 min 
1 ciclo 94 oC/3 min 
3 " 94°C/1 min, 36°C/1 min, 72oC/2 min 
38 " 94°C/10 s, 40°C/20 s, 72°C/2 min 
1 " 72°C/5 min 
1 ciclo 
3 " 
34 " 
1 

94°C/3 min 
94°C/1 min, 36°C/1 min, 72°C/2 min 
94°C/1 0 s, 40°C/20 s, 72°CI2 min 
72°C/5 min 

Abreviaturas: min = minute, y s = segundo 
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Las cantidades de ADN gen6mico (par planta o genotipo) probadas par 

muestra fluctuaron entre 20 y 160 ng en Ia mezcla de reacci6n. Las 

concentraciones de MgCI2 probadas fluctuaron entre 50 a 75 mM y Ia utilizada 

fue de 60 mM; su presentaci6n comercial es 30 mM. 

Se probaron 17 iniciadores: OPA-14, OPA-16, OPAC-16, OPAE-19, 

OPB-06, APD-11 , OPF-1 0, OPK-12, OPK-14, OPK-16, OPI-09, OPQ-09 y OPV-

06 de Ia marca y campania OPERON Technologies, con el fin de elegir los que 

mostraran mejor perfil de bandas y nitidez. Tambien se incluyeron algunos 

sintetizados en Ia UNAM, como UNAM-1, UNAM-4, UNAM-17 y UNAM-22. En 

el Anexo SA se describen las principales caracteristicas de los iniciadores 

elegidos. 

3.4.7. Mezcla o cocktel de reacci6n 

La mezcla de reacci6n es el conjunto de componentes necesarios para 

que el proceso de amplificaci6n del ADN se complete adecuadamente en el 

termociclador. AI respecto se realizaron diversos ensayos ya mencionados para 

probar las cantidades y concentraciones 6ptimas de estos componentes, las 

que se muestran en el Cuadra 4 de los resultados. El volumen total de reacci6n 

utilizado fue de 25 )ll par muestra. 

Una muestra es una mezcla de reacci6n individual que se somete a 

amplificaci6n y !leva Ia cantidad necesaria de ADN blanco correspondiente a 

una planta o genotipo de las 20 o 25 utilizadas par cada material vegetal 

estudiado; es importante aclarar que no todas estas muestras amplificaron. 
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3.4.8. Analisis de los productos amplificados 

A. Electroforesis 

Tan pronto como concluy6 el proceso de amplificaci6n de las muestras 

de ADN, se retiraron del termociclador y se guardaron en refrigeraci6n donde 

pueden permanecer par varios dfas sin sufrir alteraci6n alguna; o de lo 

contrario se sometieron al ultimo paso que es Ia separaci6n de los fragmentos 

amplificados (electroforesis) en un gel de agarosa de 12 x 14 em al 1.4% y 

posterior visualizaci6n con luz UV par tinci6n con BrEt. El procedimiento 

general de electroforesis se describe en el Anexo 4A. 

B. Tinci6n 

Cuando el colorante azul (buffer de carga) que sirve para monitorear el 

avance de los fragmentos del ADN se encontraba a una distancia de por lo 

menos un centfmetro de Ia orilla opuesta a los pozos del gel , se desconect6 de 

Ia fuente de poder y el portageles con el gel se retir6 para introducirlo en un 

recipiente, que contenfa bromuro de etidio a concentraci6n de 1 J..l.g mr1
, 

durante 20 minutes en oscuridad y agitaci6n suave constante. Oespues de este 

tiempo, el gel se enjuag6 en una charola con agua destilada esteril par diez 

minutes y se observ6 exponiendolo a Ia luz ultravioleta en el transiluminador. 

Par ultimo, esta informacion se archiv6, tomando Ia fotograffa correspondiente 

bajo condiciones especiales (citadas en el siguiente apartado y en resultados) . 
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Despues de esto el gel se desech6 en un Iugar especial para guardar residues 

t6xicos. Este paso se realiz6 con doble guante y careta de protecci6n. 

C. Fotografia 

Generalmente Ia informacion se archiva en fotograffas instantaneas tipo 

Polaroid, pero resulta costoso debido a que Ia pelfcula es cara y el rolla 

presenta pocas exposiciones; asi que, se efectuaron diversas pruebas (Cuadra 

3) para obtener fotograffas blanco y negro de revelado normal que son 

econ6micas, y se prob6 Ia velocidad de exposici6n, apertura de diafragma y 

tipo de papel para impresi6n; para Ia cual se utiliz6 una camara fotografica 

marca Minolta con lentil las de acercamiento del numero 4 y filtro color naranja. 

Cuadro 3. Condiciones probadas para Ia toma de fotograffas. 

4 1 

4 2 

6 1 

8 1 

8 2 

11 1 

11 2 
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3.5. Analisis estadistico 

3.5.1. Datos moleculares 

Para el analisis de los resultados moleculares se utilizo el paquete 

computacional es.pecialmente disenado para el analisis estadistico de trabajos 

con marcadores de ADN llamado RAPDistance Package, Version 1.04 (Gibbs 

eta/., 1995) obtenido del INTERNET, el cual contiene varies subpaquetes con 

diversas aplicaciones. Aqui se formo Ia matriz con los datos codificados en 

presencia (1) y ausencia (0) de las bandas de ADN amplificadas y se calculo Ia 

ftecuencia de aparicion de cada banda registrada, obteniendose asi Ia matriz 

de las distancias geneticas entre los materiales (Cuadra 6) utilizando el 

programa de similitud SIMGEND (Similaridad para datos geneticos) y 

coeficiente de Nei's (1978) con el paquete computacional llamado Numerical 

Taxonomy and Multivariate Analysis System (NTSYS-pc), Version 1.80 (Rolf, 

1993); por el metoda de agrupamiento NJOIN (Neighbor-Joining) se 

construyeron los dendogramas de agrupamiento correspondientes. 

La informacion vertida en RAPDistance se codifico en terminos 

numericos (codigo binario) . Estos datos se obtuvieron de Ia identificacion de 

cada banda por muestra de las 1 0 seleccionadas dentro de las que 

amplificaron en cada material vegetal (fotografia por gel); estas muestras se 

seleccionaron en base a Ia claridad y nitidez de sus productos amplificados. 
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3.5.2. Datos morfol6gicos 

Estos datos se obtuvieron de evaluaciones realizadas en diversas 

parcelas experimentales sembradas con el material vegetal estudiado, 

ubicadas en Ia zona aledaria a Ia Universidad (UACH). Para su analisis 

comparative de agrupamiento se utiliz6 el mismo paquete computacional 

NTSYS-pc, utilizando el metoda de agrupamiento SAHN (Sequential, 

Agglomerative, Hierarchical and Nested) con el que se construy6 el respective 

dendograma de agrupamiento, obtenido con el metoda UPGMA (Unweighted 

pair-group); basado en los promedios aritmeticos de los caracteres de Ia planta 

evaluados. 

Los datos promedio analizados fueron en base a caracteres de flor, fruto 

y semilla como: diametro y longitud de flares; peso, longitud, ancho y volumen 

de fruto ; numero de semilla por fruto, peso de cien semi lias; peso promedio de 

frutos por planta, numero de frutos totales por planta; rendimiento promedio por 

planta y grado de acidez de los frutos (Cuadra 7). 

3.5.3. Calculo del indice de variabilidad genetica intra-varietal 

El fndice de variabilidad genetica (IVG) es un indicador de Ia diversidad 

genetica existente dentro de cada poblaci6n de plantas; se calcul6 a partir de Ia 

matriz de c6digo binario obten ida de los datos moleculares con el paquete 

RAPDistance, a Ia que se aplic6 Ia siguiente formula propuesta por Montero et 

a/. (1998): 
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II 

hp=l 

p=l 

hp = --------------------------
2n-1 

Donde: hp= indice de variabilidad genetica de cada pob1aci6n por primer 

Hp= indice de variabilidad genetica promedio de cada poblaci6n 

para todos los primers 

p = Numero total de primers 

n = Numero total de individuos 

Vm = Cantidad menor de O's 61's en todos los individuos de una 

poblaci6n definidos para una banda de ADN dada 

VM = Cantidad mayor de O's 6 1 'sen todos los individuos de una 

poblaci6n definidos para Ia misma banda que Vm 

B = Numero total de bandas por primer 

61 



.It 

IV. RESULTADOS Y DISCUSION 

4.1. Resultados moleculares 

4.1.1. Estandarizaci6n de las condiciones de amplificaci6n 

En todo trabajo de investigaci6n donde se involucre el usa de Ia PCR es 

necesario realizar ensayos preliminares para determinar las condiciones 

6ptimas de amplificaci6n de los fragmentos de ADN, con el fin de garantizar Ia 

reproducibilidad de los resultados y economizar tiempo y reactivos que son de 

altos costas. 

En el Cuadra 4 se muestran las condiciones de reacci6n 6ptimas 

utilizadas en Ia amplificaci6n de los fragmentos de ADN en el proceso de PCR, 

el volumen total manejado en Ia mezcla de reacci6n fue de 25 J..!l, Ia cual se 

forma de siete componentes principales utilizando de estes las cantidades y 

concentraciones indicadas en dicho cuadro. En cualquiera de estes trabajos, 

primero se determinan y ajustan las concentraciones 6ptimas de enzima, MgCb 

y ADN native o gen6mico, lo que varfa en funci6n de Ia especie u organismo a 

estudiar; los otros componentes no representan problema utilizarlos a las 

cantidades recomendadas. En el Cuadra 5 se ilustran las primeras pruebas 

realizadas con el fin de determinar las condiciones anteriores, utilizando frijol 

con enzima Perkin Elmer como testigos; despues de ajustar las 

concentraciones de MgCI2 y ADN gen6mico se obtuvieron los primeros 

productos amplificados con Ia enzima Bioselec. Otras pruebas se efectuaron 
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para ajustar y minimizar estas primeras cantidades, principalmente de enzima 

que es uno de los reactivos mas cares utilizados, por lo que se probaron 

concentraciones de 0.15 a 0.40 U J .. tl-1 de enzima por reacci6n y en todas las 

pruebas se obtuvieron productos amplificados, por lo que se utilizaron las 

concentraciones mas bajas (0.18 y 0.2 U J..lr\ y entre 100 y 120 ng de ADN 

gen6mico, lo que se muestra en el Cuadra 4. 

Cuadra 4. Cantidad y concentraci6n optima de cada componente en 

Ia mezcla de reacci6n para Ia PCR. 

ddH20 10.8 

Buffer PCR 1 OX 1X 2.5 

MgCI2 20x (30 mM) 60mM 2.0 

dNTP's (2.5 mM) 200 J.!M c/u 2.0 

Primer: (1 0 J..LM) 15 J..LM 1.5 

ADN native (20 ng J..tl) 120 ng 6.0 

Taq Polim. (5 U J..lr ) 1 u 0.2 

Volumen Total 25 

A Ia parse probaron diferentes programas y ciclos de amplificaci6n en el 

termociclador con el fin de seleccionar el mejor a utilizar (el que originara los 

mejores productos amplificados o bandas mas claras y nltidas), en el Cuadra 2 
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del apartado 3.4.6 se muestran estos, obteniendose resultados positives con 

los dos ultimos programas probados y adoptados. 

Cuadro 5. Prueba de amplificaci6n con tres marcas de enzima y 

concentraci6n de ADN nativo en tomate de cascara y frijol. 

ddH20 (f.!l) 11 .7 11 .7 11 .7 11.7 6.7 

Buffer 1 Ox (f.! I) 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 

MgCI2 20x (30 mM) 2.4 2.4 2.4 2.4 2.4 2.4 2.4 

dNTP's (2 .5 mM) 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 

Primer: 

OPK-12 (10 f.!M) 0.6 0.6 0.6 0.6 0.6 0.6 0.6 

ADN native (ng 2.0 2.0 2.0 2.0 4.0 4.0 4.0 

Taq Polimerasa 

(U f.!r1
) 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.4 

Volumen Total (f.!l) 25 25 25 25 25 25 25 

Marca de enzima P. E. Bios. Bios. P. E. Bios. Fisher Fisher 

Result. De electrof. + + + + + 

Nota: - Las cantidades de los componentes estan expresadas en f.!l y en 
concentraci6n final por cada f.!l de mezcla de reacci6n. 
- En Ia ultima columna , los resultados de Ia electroforesis + 6 - significa 
si hubo productos amplificados o no. 

Las pruebas de fotograffa fueron de las ultimas realizadas y las mejores 

condiciones obtenidas fueron con impresi6n en papel ILFORD grado 3 y 

brillante, pelfcula blanco y negro tipo Tris X PAN ASA 400, abertura de 
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diafragma 8 y un segundo en tiempo de exposici6n; debe utilizarse lentillas de 

acercamiento y filtro color naranja para mejores resultados de nitidez de las 

bandas en Ia fotograffa. 

4.1.2. Resultados moleculares y analisis 

Se probaron 17 iniciadores, 11 de Ia marca OPERON Technologies y 4 

sintetizados en Ia UNAM (citados en materiales y metodos), de los cuales se 

seleccionaron los que originaron mejores productos amplificados, mayor 

numero de bandas amplificadas y mejor definidas; estos fueron OPAE-19, 

OPB-06, OPD-11, OPI-09 y OPV-06 descritos en el Cuadra SA del anexo. 

En total, estos iniciadores generaron 56 fragmentos amplificados de 

ADN, Ia mayoria fueron bandas monom6rficas (55%) y el 45% resultaron ser 

polim6rficas. OPAE-19 (Figura 6A) y OPB-06 produjeron el mayor numero de 

fragmentos de ADN ( 15 y 12, respectivamente ), de los cuales Ia mayorfa fueron 

monom6rficos, lo mismo ocurri6 con OPI-09 que produjo solo 9 bandas: dos 

iniciadores OPD-11 (Figura 8A) y OPV-06 (Figura 7 A) produjeron cada uno 10 

fragmentos y aportaron mas bandas polim6rficas. La cantidad de fragmentos 

polim6rficos generados par cada iniciador no es determinante en el valor de 

fndice de variabilidad genetica (IVG) detectada por cada uno de ellos, esto se 

discutira mas adelante en el apartado (4.3) . 

La cantidad de bandas polim6rficas amplificadas depende del ADN 

blanco y las secuencias de bases de que este formado el iniciador utilizado, ya 

que esta secuencia tendra que ser complementaria con parte o partes del ADN 
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blanco (de Ia planta) por lo cual, cuando el numero de bandas amplificadas es 

bajo, significa que el numero de regiones hom61ogas en el genoma del 

organismo con Ia del iniciador tambien es bajo y el nivel de polimorfismo 

detectado puede ser poco, sobretodo si Ia mayorfa de las bandas amplificadas 

son comunes en Ia mayor parte de las muestras (bandas monom6rficas). 

En el Cuadra 6 se muestra Ia matriz de valores de las distancias · 

geneticas entre pares de poblaciones de tomate de cascara, obtenidas del 

analisis conjunto de los resultados con los cinco iniciadores utilizando el 

coeficiente de Nei's (1978). Estas distancias fueron muy amplias (en general 

taman val ores entre 0 y 1 }, variando en un intervale de 0.199 entre los tipos 

con parecido mas cercano hasta 0.878 entre los mas distantes. Las distancias 

geneticas mas grandes se registraron entre el tipo Silvestre autofertil con 

Salamanca, Chapingo y Arandas (Cuadra 6}, lo que se relaciona con los 

trabajos de algunos investigadores al considerarlo como otra especie de 

Physalis (Peria eta!., 1992 y Santiaguillo eta!., 1997). En general entre los 

tipos mejorados, silvestres, milpero y Manzano se observa un comportamiento 

similar. Las distancias mas cortas se registraron entre los materiales 

mejorados, como: Chapingo con Puebla, Salamanca y Rendidora. 
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Cuadra 6. Matriz de valores de las distancias geneticas entre las poblaciones de tomate de cascara (Physalis 

ixocarpa Brat.) obtenida de los datos moleculares con cinco primers. 

0.527 0.0 

0.460 0.360 0.0 

0.507 0.411 0.298 0.0 

0.841 0.580 0.515 0.515 0.0 

0.683 0.472 0.359 0.521 0.307 0.0 

0.655 0.442 0.354 0.469 0.337 0.264 0.0 

0.878 0.360 0.415 0.375 0.364 0.302 0.284 0.0 

0.878 0.499 0.354 0.415 0.405 0.430 0.340 0.254 0.0 
I 

0.579 0.361 0.351 0.302 0.429 0.376 0.360 0.199 0.249 I 0.0 



Los valores de distancias geneticas reportados par varios autores que 

han utilizado esta tecnica , difieren a los aquf presentados, debido posiblemente 

a que han aplicado metodos de analisis distintos, y par consecuencia 

diferentes escalas de valores; sin embargo, esto no afecta las conclusiones 

obtenidas. 

De Ia matriz de distancias geneticas se deriv6 el dendograma mostrado 

en Ia Figura 2, donde se agrupan y separan las razas de tomate de cascara 

con base en Ia distancia genetica entre elias, obtenido par el metoda de 

agrupamiento NJOIN. Se puede observar Ia separaci6n de cuatro grandes 

grupos bien definidos; uno que incluye a las poblaciones silvestres, el segundo 

al Milpero cultivado, el tercero a Ia raza Manzano y el cuarto a los mejorados. 

Las poblaciones que se asocian mas cercanamente se ubican dentro del 

grupo 1, y son las razas Arandas y Tamazula (subgrupo 1.4), lo que resulta del 

hecho de compartir gran cantidad de fragmentos de ADN similares revelados 

par el conjunto de iniciadores utilizados. Este subgrupo, se une a un tercer 

material (Rendidora) para formar el siguiente subgrupo (1 .3) mejor relacionado. 

El subgrupo 1.2 se forma al unirse los dos primeros con Ia variedad CHF1-

Chapingo. El subgrupo 1.1 lo integran Ia raza Salamanca con el subgrupo 1.2, 

y a su vez todos estos unidos con Puebla conforman el grupo 1; estos cuatro 

subgrupos contienen los seis materiales (Arandas, Tamazula, Rendidora, 

CHF1-Chapingo, Salamanca y Puebla) con mayor parentesco entre elias y 

juntos se separan claramente de los tipos Silvestres, Milpero y Manzano; este 

ultimo material unido con el primer grupo se asocian aparte para formar el 
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Figura 2. Dendograma de agrupamiento de las diez variedades de tomate de 

cascara (Physalis ixocarpa, Brot.), obtenido a partir de los datos 

moleculares con los cinco iniciadores. 

grupo 2, que se une a mayor distancia con los grupos 3 y 4, lo que indica que 

Manzano difiere claramente con las demas razas cuando menos a nivel 

molecular. El Milpero cultivado al igual que Manzano forman grupos diferentes 

(grupos 2 y 3) unidos lejanamente con el grupo 4, el cual esta formado por los 

silvestres: Silvestre autofertil y Silvestre autoincompatible; sin embargo, estes 

se unen a una distancia genetica amplia entre ellos (0.527) y con las demas 

poblaciones, lo que significa que son materiales que difieren mucho a pesar de 
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estar en un mismo grupo, debido a que comparten menos fragmentos comunes 

de ADN. Este grupo 4 se une lejanamente con el 3 para unir Ia totalidad de las 

poblaciones de tomate estudiadas en un agrupamiento general (grupo 5). 

Otro agrupamiento (dendograma) de comportamiento similar al anterior 

se construy6 con los datos obtenidos del iniciador OPV-06 (Figura SA del 

anexo), los otros cuatro iniciadores originaron dendogramas de 

comportamiento variado, lo que significa que el analisis en conjunto de ellos 

para este case es lo mas recomendado y que el iniciador OPV-06 es el mejor 

indicador y determinante del resultado final de agrupamiento, a pesar de no 

originar el mayor numero de bandas. Para ilustrar mejor lo anterior con el 

iniciador OPV-06, se realiz6 Ia amplificaci6n de todas las variedades de tomate 

de cascara en conjunto, utilizando cuatro genotipos de cada material vegetal. 

En Ia Figura 3 se muestran las fotograffas correspondientes al gel con las 40 

muestras amplificadas, observandose como cambia el patron de bandeo 

obtenido para cada variedad, esta es una forma sencilla de distinguir e 

identificar Ia variabilidad existente entre las variedades . 

El agrupamiento de las variedades mostrado con datos moleculares 

(Figura 2) guarda similitud con trabajos citados anteriormente (Santiaguillo et 

a/., 1997 y Peria, 1998b) realizados de acuerdo al grade evolutivo determinado 

por caracteres geneticos, morfo-fisiol6gicos; origen y domesticaci6n del genera. 

Aunque cabe destacar que el Manzano no se ajusta totalmente a lo referido, lo 

que posiblemente se deba a que su domesticaci6n ha ocurrido principalmente 

en Ia zona de transici6n entre el clima templado y el calido seco. 
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Figura 3. Patron de bandas obtenido con el iniciador OPV-06 en todas las variedades de tomate de cascara estudiadas. lniciando 

de izquierda a derecha, caril 1: marcador de peso molecular <j> 17 4, carriles 2-5: Silvestre autofertil, carriles 6-9: Silvestre autoincompatible, 

carriles 10-13: Milpero, carril 14: <j> 174, carriles 14-18: Manzano, carriles 19-22: Arandas, carril 23: <j> 174, carril 24 libre. 2a. Fotografia, 

carril1: <j> 174, carriles 2-5: Tamazula, carriles 6-9: Rendidora, carriles 10-13: Chapingo, carril14: <1> 174, carriles 15-18: Salamanca, carriles 

19-22: Puebla y carril 23: <j> 17 4. 
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4.2. Resultados morfol6gicos 

La informacion fenotfpica se obtuvo de los mismos materiales evaluados 

en tres localidades diferentes, principalmente se evaluaron caracteres de 

flares, frutos y semillas (Cuadra 7); estos datos se sometieron a un analisis de 

agrupamiento para poder realizar una comparaci6n de este con el 

agrupamiento molecular. El analisis se realize con el paquete de c6mputo 

NTSYS-pc, version 1.80 par el metoda SAHN. 

El dendograma obtenido se muestra en Ia Figura 4, donde se observa Ia 

separaci6n de cuatro grupos bien definidos formados par los tipo silvestre; 

Milpero-Arandas-Tamazula; el grupo de los mejorados (Manzano, Rendidora, 

CHF1-Chapingo, Salamanca y Puebla) ; y separado un poco de este ultimo se 

encuentra Ia raza Puebla . 

Como materiales mas relacionados (con mayor parecido de acuerdo a 

los caracteres evaluados) aparecen los del grupo 1: Manzano y Rendidora 

(subgrupo 1.1 ), Chapingo y Salamanca (subgrupo 1.2) ; estos cuatro a su vez 

conforman el grupo mas grande y cercano (grupo 1) y unidos con Puebla 

forman el grupo 2 de los materiales mejorados; aquf se encuentran las 

poblaciones con mayor grado evolutivo, de domesticaci6n, incluso de 

mejoramiento (Grimaldo, 1997; Peria, 1998b), motivo par el cual exhiben el 

mayor parentesco. 

El tercer grupo Ia integran el Milpero, Arandas, Tamazula y unido 

lejanamente al grupo 2; los dos primeros conforman el subgrupo 3.2 (al igual 

que los del grupo 1, estan cercanamente relacionados) y unidos con Tamazula 
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componen el subgrupo 3.1 . Estos tres grupos se unen lejanamente con los 

silvestres (grupo 4), para formar el ultimo grupo general (grupo 5); estos 

silvestres son los materiales unidos mas lejanamente entre sf y con las otras 

razas. Este comportamiento es debido principalmente a que una de estas 

poblaciones silvestres es autogama, a diferencia de las otras poblaciones 

estudiadas que son autoincompatibles o alogamas obligadas. 

El agrupamiento anterior se sustenta por descripciones fenotfpicas 

reportadas en trabajos realizados con los mismos materiales a los aqul 

presentados, en donde los asocian de forma parecida. Estas investigaciones se 

realizaron con objetivos similares al presente y se basan principalmente en 

caracteres morfologicos y fisiologicos (Ayala eta/., 1992; Santiaguillo y Lopez, 

1991 ; Santiaguillo y Peria, 1997); algunos mas se fundamentaron en caracteres 

geneticos como caracterfsticas ffsicas de los cromosomas de cada material 

(Grimaldo, 1997). 

En general , este agrupamiento (Figura 4) muestra similitud al obtenido 

con los resultados moleculares (Figura 2); dicho comportamiento es razonable, 

ya que en ultima instancia Ia morfologfa y/o fenotipo de las plantas no es otra 

cosa que el reflejo de su genotipo en interaccion con el ambiente; de esta 

manera, las diferencias fenotfpicas observadas en los organismos, es posible 

detectarlas a nivel genetico o molecular para obtener informacion mas 

confiable en cuanto a Ia diferenciacion y clasificacion de las poblaciones; 

garantizando un trabajo y analisis adecuado de los resultados . Asf, con base 

en el agrupamiento hecho con datos moleculares (RAPD) y morfologicos, se 
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confirma que en general el arden evolutivo y/o de domesticaci6n del tomate de 

cascara es posiblemente el siguiente: Silvestre autofertil, Silvestre 

autoincompatible, Milpero, Arandas, Tamazula, Manzano, Rendidora, 

Salamanca y Puebla. 

10 8 6 4 2 

SILVESTRE AUT OF. 
4 

SILVESTRE INCOMP. 

MILPERO 
.2 

5 ARANDAS 

TAMAZULA 

MANZANO 
3 

RENDIDORA 

CHF1-CHAPINGO 

2 
SALAMANCA 

PUEBLA 

Figura 4. Dendograma obtenido con los datos morfol6gicos en las diez 

variedades de tom ate de cascara (Physalis ixocarpa, Brat.). 
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Cuadro 7. Promedio de los valores de caracteres morfol6gicos evaluados en las variedades de tomate de cascara 

(Physalis ixocarpa, Brot.) estudiadas. 

1.14 1.82 279 0.07 4.57 1.76 2.04 4.54 5.27 0.85 22.9 I 24.92 

1.31 I 1.94 376 0.05 6.89 1.93 2.36 6.45 4.55 7.04 38.43 246.91 

1.37 2.03 308 0.07 9.32 2.22 2.68 9.16 4.50 7.77 37.29 286.0 

1.39 1.99 315 0.09 14.89 2.53 3.16 14.30 4.65 9.76 36.71 320.71 

1.72 2.53 410 0.11 29.29 3.23 3.95 30.42 4.97 20.46 25.14 482.54 

1.86 2.94 406 0.12 33.50 3.03 4.18 35.18 4.5 21.41 18.90 444.46 

1.75 2.77 434 0.09 24.81 2.84 3.74 24.57 3.95 20.09 24.86 566.85 

1.74 2.65 460 0.10 23.34 2.92 3.70 25.54 4.42 16.58 24.35 407.22 

1.61 2.54 453 0.14 52.69 3.65 4.91 52.58 3.87 45.82 13.51 567.05 

Abreviaturas: Rto/pta = rendimiento de frutos por planta, Velum. = Volumen promedio de frutos par planta, No./fruto = Numero 

promedio de semillas par fruto. 
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4.3. indice de Variabilidad Genetica (IVG) 

El IVG permite conocer Ia diversidad genetica existente dentro de cada 

una de las poblaciones (variedades) de tomate de cascara estudiadas. 

Partiendo del analisis de un patron de bandas de ADN obtenido para cada 

individuo o planta par iniciador, se realiza una comparacion de todos los 

individuos que conforman una poblacion particular (hp) y se obtiene al final el 

indice pramedio calculado con todos los primers (Hp) utilizados. Este 

pracedimiento es propuesto par Montero et a/. (1998) como una adaptaci6n 

para ser aplicado a datos moleculares obtenidos con Ia tecnica RAPD. 

En el Cuadra 8 se muestran los valores de variabilidad genetica 

obtenidos para cada poblacion de tomate de cascara . Teoricamente esta 

variabilidad toma valores entre 0.0 y 1.0, sin embargo, es importante senalar 

que es dificil encontrar poblaciones con estos valores, ya que una poblaci6n 

seria cera si es homogenea y que su patron de bandas obtenido para cada 

individuo sea el mismo; y 1.0 para poblaciones con individuos totalmente 

disimilares (heterogenea) o que estos no compartan bandas comunes de ADN . 

En este caso, las poblaciones de tomate de cascara exhibieron valores que van 

de 0.2864 a 0.3896, los cuales se pueden considerar altos comparados con los 

valores reportados par otros autores (0 .088 a 0.242) en estudios de diversidad 

genetica en razas y lineas de maiz con isoenzimas (Montero, 1996 y Doebley 

et at. , 1985 citados par el primer autor) y esta especie es comparable con 

Physalis ya que ambas son especies alogamas. 
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El IVG mas bajo se registr6 en Ia variedad Tamazula (0.2864) y Silvestre 

autofertil (0.2896). El comportamiento de este ultimo puede explicarse por el 

hecho de ser una variedad autofertil, a diferencia de Ia mayorfa que son 

autoincompatibles, aspecto que induce al fen6meno de endogamia y que 

confiere baja variabilidad genetica por Ia ausencia de entrecruzamiento del 

material genetico entre los individuos o plantas. En las poblaciones 

autoincompatibles (al6gamas) sf existe dicho cruzamiento; a este tipo 

pertenecen en su mayorfa las diferentes variedades de tomate de cascara, por 

lo que presentan alta variabilidad genetica; en este caso fueron Salamanca 

(0.3896), Rendidora (0.3884), Manzano (0.3828), Silvestre autoincompatible 

(0.3756) y Puebla (0.3685), lo que significa que son materiales con amplia base 

genetica por explotar, sabre todo en los programas de mejoramiento genetico, 

ya que un alto IVG confiere entre otras casas amplia adaptaci6n de las 

especies a condiciones de cultivo variables, e incluso tolerancia a plagas, 

enfermedades y condiciones ambientales adversas. Esto no significa que las 

poblaciones con baja variabilidad genetica no posean estas tolerancias y 

puedan ser de utilidad en dicho proceso. 

Milpero, CHF1-Chapingo y Arandas presentan una variabilidad 

intermedia y de valores similares (0.3165, 0.3161 y 0.3080, respectivamente}. 

AI igual que Tamazula , son comparativamente de baja diversidad genetica 

aunque sean autoincompatibles; lo cual puede deberse (a excepci6n de CHF1-

Chapingo) a que son materiales de distribuci6n geografica localizada o regional 

y no conviven cercanamente con otras variedades, lo que ocasiona un bajo 
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cruzamiento entre genotipos; esto mismo puede ocurrir con otras poblaciones 

que sean sometidas a monocultivo. Sin embargo, el caso de CHF1-Chapingo 

se debe a que es una variedad mejorada derivada par selecci6n de Rendidora, 

motivo par el cual su variabilidad genetica es menor (0.3161 ), esto debido a 

que el mejoramiento genetico confiere homogeneidad a las poblaciones; aun 

asf, este valor sigue siendo alto comparado con el de otras poblaciones y 

especies, par Ia condici6n de incompatibilidad y a que proviene de una 

poblaci6n con alto IVG. 

Cuadro 8. indice de Variabilidad Genetica (IVG) en las poblaciones de 

tomate de cascara (Physalis ixocarpa, Brat.) estudiadas. 

VARIEDAD IVG 

Salamanca 0.3896 

Rendidora 0.3884 

Manzano 0.3828 

Silvestre autoincompatible 0.3756 

Puebla 0.3685 

Milpero cultivado 0.3165 

CHF1-Chapingo 0.3161 

Arandas 0.3080 

Silvestre autofertil 0.2896 

Tamazula 0.2864 
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Otro aspecto importante es Ia cantidad de informacion aportada por cada 

iniciador utilizado para el calculo del IVG por poblaci6n; asf, el OPB-06 y OPD-

11 originaron los valores promedio mas altos de diversidad genetica con 

0.3913 y 0.3870 respectivamente; por el contrario, OPV-06 y OPAE-19 

proporcionaron los valores mas bajos (0.2901 y 0.3128),. El iniciador OPAE-19, 

a pesar de haber producido Ia mayor cantidad de fragmentos amplificados ( 15 

bandas y solo 5 polim6rficas), no proporcion6 valores altos de variabilidad 

genetica, lo que significa que esto es un indicador de mayor aporte de 

polimorfismo y variabilidad genetica poblacional. El caso de OPV-06 es 

tambien interesante, ya que a pesar que de forma individual determine el 

agrupamiento molecular final (Figura 5A del anexo) aport6 el valor mas bajo de 

variabilidad genetica. 

4.4. Analisis general 

Los resultados generados en Ia presente investigaci6n representan Ia 

primer aplicaci6n de los marcadores geneticos (RAPD) para monitorear Ia 

diversidad y relaciones geneticas en un amplio grupo de genotipos de tomate 

de cascara. 

Las conclusiones reportadas en trabajos con objetivos parecidos 

realizados en Physalis guardan extrema concordancia con los resultados aquf 

reportados, lo que confiere cierto grado de confiabilidad requerida en toda 

investigaci6n. 
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Los dos agrupamientos (moleculares y morfologicos) obtenidos 

muestran similitud entre elias y con el arden citado en investigaciones previas 

(Santiaguil lo y Peria, 1997; Peria, 1998a y 1998b) realizadas de acuerdo a 

caracteres morfo-fisiologicos, geneticos, grado evolutivo y de domesticacion de 

las variedad~s reportadas. 

En los dos sistemas de agrupamiento (Figuras 2 y 4 ), se evidencia Ia 

division de tres grupos generales mas o menos definidos, uno que agrupa a los 

materiales mejorados (Rendidora, CHF1-Chapingo, Salamanca y Puebla), otro 

al Milpero y el tercero a los Silvestres; exhibiendo diferencias en el parentesco 

ylo en las distancias geneticas. 

Se observan algunas diferencias entre estos agrupamientos; en el 

molecular (Figura 2) el grupo uno incluye a seis materiales ubicados dentro de 

los mas cultivados y mejorados; en el cluster morfologico a este grupo lo 

integran cuatro de los anteriores materiales y Puebla aparece como un grupo 

aparte (grupo 2) , siendo aquf donde se observa Ia diferencia mas clara en 

ambas agrupaciones, ya que el grupo 2 en el agrupamiento molecular lo forma 

Ia raza Manzano separado del grupo de los mejorados. Este comportamiento 

quiza se deba a que Manzano y Puebla difieren fenotfpicamente (sabre todo en 

los caracteres evaluados) y por consecuencia genotfpicamente de los demas 

materiales. En el grupo tres del agrupamiento molecular, Milpero esta solo y en 

el morfologico se une con Arandas y Tamazula , lo que significa que son mas 

parecidos fenotfpicamente que a nivel molecular, incluso Peria (1998b) los 

ubica (Tamazula y Arandas) en una misma raza . 
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Existe Ia posibilidad de mejorar estes agrupamientos, utilizando y 

probando un mayor numero de iniciadores, pudiendo encontrar uno o mas que 

proporcione polimorfismo suficiente. Esto es, porque en Ia mayoria de los 

trabajos reportados utilizan al menos el doble de primers con el fin de explorar 

mejor el genoma (Lerceteau eta/., 1997; Rusell eta/. , 1997; Chan y Sun, 1997; 

y Lakshmi et a/., 1997); no se trata de usar muchos, sino probar el mayor 

numero posible y elegir aquellos que proporcionen mejor informacion. 

El case de las variedades CHF1-Chapingo y Rendidora es una muestra 

de como el mejoramiento cambia las poblaciones, en los dos dendogramas 

(Figuras 2 y 3) se observa como otros materiales (Arandas-Tamazula, 

Manzano-Rendidora y CHF1-Chapingo-Salamanca) se agrupan mas 

cercanamente que entre ellos; incluso se ubican a mayor distancia genetica 

(Cuadra 6) y poseen diferente IVG. 

Con respecto a este fndice (IVG), en general los valores fueron altos 

para todas las poblaciones de tomate de cascara analizadas; los materiales 

con mayor variabilidad genetica fueron Salamanca, Rendidora, Manzano, 

Silvestre autoincompatible y Puebla, lo que significa que son poblaciones 

bastante heterogeneas y de amplia base genetica, lo que indica que son 

interesantes en su aplicaci6n en los programas de mejoramiento de Ia especie; 

sin embargo esto no significa que las otras poblaciones de variabilidad menor 

(Silvestre autofertil y Tamazula) no sean importantes para tales fines, ya que 

pueden poseer caracteres interesantes; como tolerancia a condiciones 

adversas de cultivo, el caracter de autofertilidad del material silvestre, etc. 
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V. CONCLUSIONES 

De acuerdo con los resultados obtenidos se lleg6 a las conclusiones 

siguientes: 

- Segun Ia matriz de valores de las distancias geneticas Ia variedad 

Silvestre autofertil mostr6 las distancias geneticas mas amplias con respecto a 

las otras poblaciones, se agrup6 de forma diferente y mostr6 uno de los IVG 

mas bajos (0.2896), esto puede sustentar lo afirmado por varies autores al 

ubicarlo como otra especie del genera Physalis. 

- El dendograma obtenido con los datos moleculares (Figura 2), mostr6 

una organizaci6n general de 4 grupos: 1) Mejorados, 2) Manzano, 3) Milpero y 

4) Silvestres; el primero agrup6 a 6 poblaciones en 5 subgrupos bien definidos 

y a las distancias geneticas mas cortas, lo que significa que fueron los 

materiales mejor relacionados o enparentados. 

- El agrupamiento obtenido con los datos morfol6gicos (Figura 4), 

agrup6 a las poblaciones tambien en cuatro grupos bien definidos: 1) 

Mejorados, 2) Puebla, 3) Milpero y 4) Silvestres. La diferencia con el molecular 

es que el grupo 2 lo constituy6 diferente material , en este case fue Puebla y en 

el anterior Manzano. 
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Ambos agrupamientos guardan importantes similitudes con 

investigaciones previas (Santiaguillo y Peria, 1997; Peria, 1998b) realizadas de 

acuerdo a caracteres morfo-fisiol6gicos, y al estado evolutivo y de 

domesticaci6n de las poblaciones. 

- Los iniciadores que originaron el mayor polimorfismo fueron OPB-06, 

OPD-11 Y OPV-06, y el que mejor defini6 el agrupamiento final fue el OPV-06 

(Figura SA). 

- Salamanca, Rendidora, Manzano, Silvestre autoincompatible y Puebla, 

son las variedades que poseen el mayor fndice de variabilidad genetica a nivel 

intra-poblacional (0.3896 a 0.3685), ubicandolos como materiales de alto 

interes y potencial en el fitomejoramiento. 

- Los iniciadores que detectaron mayor IVG promedio fueron OPB-06, 

OPD-11 y OPI-09 (0.3913, 0.3870 y 0.3377, respectivamente) y los mas bajos 

fueron OPV-06 y OPAE-19 (0.2901 y 0.3128, respectivamente), lo que indica 

que los primers mas polim6rficos no confieren como consecuencia el mayor 

IV G. 
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Protocolos, cuadros y figuras del anexo 

1A. Protocolo de extraccion y aislamiento del ADN genomico 

El procedimiento de extracci6n y aislamiento del ADN gen6mico en 

plantas realizado en el Laboratorio se bas6 en Ia metodologfa modificada por 

Edwards eta/. (1991 ), y es Ia siguiente: 

Se puede utilizar tejido foliar fresco o seco (liofilizado y molido), debe ser 

lo mas sana y joven posible. Se cosecha con tijeras, guantes y se etiquetan 

correctamente las balsas o mallas de fibra de vidrio donde se guardan. Si es en 

fresco se realizan los pasos siguientes, y si es liofilizado, se usan de 30 - 100 

mg de tejido molido y se inicia par el paso 3: · 

1. Cortar 1 - 2 discos de hoja con Ia tapa de un tuba Eppendorf de 1.5 ml 

esteril. Almacenar a -2ooc hasta su usa (que no debe demorar mucho tiempo). 

2. Macerar el tejido con un molino esteril (Korites # K7 49520-000) para 

fisher, si se reusa debe lavarse y enjuagarse con alcohol etflico. 

Los pasos siguientes son comunes si se emplea tejido fresco o 

liofilizado: 

3. Adicionar 400 J..LI de buffer de extracci6n CTAB caliente a 65°C (se 

coloca en bano Marfa con una hora de anticipaci6n aproximadamente) . 

Macerar o agitar el tejido para que se impregne completamente. 

4. De inmediato agregar 4 J..LI de f3-mercaptoetanol luego del CTAB. 

5. Mezclar hasta que Ia soluci6n este homogenea, incubar los tubas a 

65°C par 20 minutes en el bano Marla. 
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6. Adicionar 400 Ill de cloroformo: alcohol isoamilico (24: 1 ). Mezclar en 

agitaci6n par 15 minutos. 

7. Centrifugar a 13 000 r.p.m. durante 8 minutos. 

8. Cuidadosamente transferir Ia capa superior (acuosa) a un nuevo tubo 

Eppendorf que contenga 400 Ill de isopropanol. Mezclar bien y dejar los tubas 

a temperatura ambiente durante 5 minutos. 

9. Centrifugar a 13 000 r.p.m. durante 8 minutos. 

1 0. Oesechar el sobrenadante. Dejar los tubas invertidos par 5 minutos 

para secar el pellet o pastilla de ADN. 

11. Resuspender el pellet en 100 Ill de TE0.1 y adicionar 4 Ill de ARNasa 

(1 0 mg/ml en soluci6n stock). 

12. Oejar los tubas a temperatura ambiente durante 15 minutos. 

13. Precipitar el ADN con 200 ~-tl etanol frio al 100% (se coloca al 

ultracongelador una media hora antes de usarse). 

14. Mezclar perfectamente y dejar los tubas a temperatura ambiente par 

5-10 min. 

15. Centrifugar a 13 000 r.p.m. durante 5 minutos. 

16. Desechar el sobrenadante y permitir que el alcohol etflico remanente 

se evapore (aprox. 5 min.). El pellet tambien puede secarse usando un "SPIN­

VAC" u otro tipo de camara de vacio. 

17. Resuspender el pellet en 1 00 ~-tl de TE0.1 . 

18. Guardar las muestras o tubas a -20°C. 
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2A. Preparaci6n de las soluciones y reactivos utilizados en el 

proceso de extracci6n del ADN. 

Para preparar 1 00 ml de soluci6n 

1. Amortiguador de extracci6n: 

Soluci6n concentrada Concentraci6n final 

- 28 ml de NaCI 5 M 

-4 ml de EDTA 0.5 MpH 8.0 

- 10 ml de Tris-HCI 1M pH 8.0 

- 10 ml de agua bidestilada (ddH20) esteril 

700mM 

50mM 

100 mM 

- Ajustar el pH a 8.0, aforar a 67 ml y esteril izar 

- 33 ml de CT AB 5% 1 % 

2. TE: 

- 1.0 ml de Tris-HCI 1M 

-0.2 ml de EDTA 0.5 MpH 8.0 

- Aforar a 1 00 ml con ddH20 esteril 

3. Cloroformo: alcohol isoamilico (24: 1 ): 

- 96 ml de cloroformo 

- 4 ml de alcohol isoamilico 

4. Enzima: 1 0 mg/ml de ARNasa 

10 mM 

1 mM 
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El NaCI 5 M para el buffer de extracci6n se prepara con 29.22 grs de 

NaCI disueltos en 100 ml de agua bidestilada (ddH20) Ia mezcla se esteriliza 

en autoclave. Para el EDTA 0.5 M con pH 8.0 se pesan 18.61 grs de este 

reactive y se afora a 100 ml con ddH20 . El CTAB al 5% se prepara con 5 grs de 

este en 100 ml de ddH 20 , Ia mezcla se calienta a una temperatura constante de 

65°C en agitaci6n para que se !ogre disolver. 

En Ia preparaci6n del buffer de extracci6n primero se mezclan las 

cantidades adecuadas del NaCI, EDTA, Tris-HCL y el ddHzO, se esteriliza en Ia 

autoclave y se agrega el CTAB. 

Sf se requiere preparar alguna otra cantidad de soluci6n o se tienen 

diferentes concentraciones de los reactivos (soluciones madres o 

concentradas), es importante y utilizar Ia formula siguiente: 

Donde: 

C1 = Es Ia concentraci6n inicial a Ia cual se encuentran los 

reactivos en Ia soluci6n madre o concentrada 

V1 = Es el volumen inicial que se tamara de cada reactive 

para preparar Ia cantidad de soluci6n requerida 

C2 = Es Ia concentraci6n final o a Ia que quedara Ia soluci6n 

a utilizar 

Vz = Es Ia cantidad o volumen total de soluci6n que se quiere 

preparar 
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3A. Protocolo de Ia tecnica de los RAPD 

1. Encender el termociclador con media hora de anticipaci6n. 

2. Preparar una soluci6n principal para Ia cantidad de reacciones que se 

colocaran en el termociclador (25 Ill para cada reacci6n), en este trabajo se 

amplificaron de 20 a 24 reacciones. La mezcla de reacci6n contenfa lo 

siguiente: 

ddH20 10.8 

Buffer PCR 1 OX 1X 2.5 

MgCI2 20x (30 mM) 60mM 2.0 

dNTP's (2.5 mM) 200 J.lM c/u 2.0 

Primer: ( 1 0 !J.M) 15 !J.M 1.5 

ADN native (20 ng ~d) 120 ng 6.0 

Taq Polim. (5 U 1-lr ) 1 u 0.2 

Volumen Total 25 

Nota: Las cantidades estan expresadas en concentraci6n y !J.I 

3. Se deben utilizar puntas y tubas nuevas y esteriles, despues de adicionar 

cada componente a Ia mezcla cambiar Ia punta de Ia micropipeta. Los 

reactivos y soluciones se deben trabajar en frio con hielo. 
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4. Cuando se tiene Ia soluci6n principal, mezclar o agitar suavemente, 

repartirla en partes iguales a cada microtubo previamente etiquetados y 

adicionar el ADN gen6mico. 

5. Posteriormente, centrifugar suavemente, colocar 30 1-11 de aceite mineral 

esteril a cada tuba, y volver a centrifugar. Esto se realiza con el prop6sito de 

evitar Ia evaporaci6n de Ia mezcla de reacci6n durante el proceso de 

amplificaci6n. 

6. Programar el termociclador con los tiempos y temperaturas elegidas y 

colocar en cada celda del aparato una gota de aceite mineral, con el fin de 

mejorar Ia distribuci6n del calor al contacto del tuba con Ia celda. 

7. Colocar los tubas bien tapados en cada celda alrededor del sensor, y correr 

el programa, el cual para este trabajo tuvo una duraci6n de 3.5 horas, pero 

existen programas con diversos tiempos de duraci6n. 

8. Despues de Ia amplificaci6n se llevara a cabo Ia electroforesis o separaci6n 

de los fragmentos de ADN amplificados (en caso de no realizar este paso, 

las muestras o tubas se guardan en refrigeraci6n hasta su corrimiento), 

removiendo cuidadosamente Ia fase inferior o mezcla de reacci6n sin 

contaminarla con el aceite mineral, y pipetearla a otro tuba que contenga 

amortiguador de carga, el cual contiene glicerol para aumentar el peso de Ia 

muestra, azul de bromofenol y cianol xilol como marcador de corrimiento. 

9. Mezclar por inversion 2 1-11 de amortiguador de carga con el producto de Ia 

reacci6n amplificada. 
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1 0. Antes ya se tiene preparado el gel de agarosa, que se cubre con 

amortiguardor TAE 1 X dentro de tanque de electroforesis entre 5 y 7 mm par 

encima del gel. 

11 . Colocar las muestras dentro de los pozos, evitando contaminar los 

adyacentes. En uno de estes colocar 2 ).11 de marcador de peso molecular 

(aproximadamente 0.1 ~tg ).lr1
) para tener idea del tamario de las bandas 

observadas 

12. lniciar Ia electroforesis a temperatura ambiente, con 90 voltios par 1.5 a 2 

horas. 

13. Cuando el color azul llega a 1 em del extrema posterior del gel, tenirlo en 

bromuro de etidio ( 1 ~tg mr1
) durante 20 minutes aproximadamente en 

oscuridad y agitaci6n constante, este tiempo puede variar de acuerdo a las 

veces que se haya utilizado Ia soluci6n de BrEt. Se llegan a teriir seis geles 

en promedio. 

14. Enjuagar el gel en agua destilada esteril durante 10 minutes, para retirar el 

exceso de BrEt. 

15. Observar el gel en el transiluminador y tomarle Ia (s) fotografia (s) 

correspondiente. 

Es importante tamar todas las medidas de precauci6n sugeridas para 

manejar sustancias t6xicas ya que el BrEt es un potente mutagenico; ademas 

de utilizar lentes o careta y bata para protegerse de los rayos UV al observar el 

gel. 
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4A. Protocolo de Ia electroforesis 

1. Cerciorarse que el equipo a utilizar este complete y limpio. 

2. Sellar los extremos del portage! con cinta adhesiva, insertar el peine 

adecuado y colocarlo en una superficie plana o mesa nivelada con un nivel 

porta til. 

3. Pesar 1.4 gramos de agarosa, colocarla dentro de un matraz de 150 ml, 

aforar a 100 ml con TAE 1 X, y derretirla completamente en un horno de 

microondas; el gel quedara al 1.4 % recomendado. 

4. Enfriar Ia mezcla hasta 60°C aproximadamente y vaciarla con cuidado dentro 

del portageles, remover las burbujas con una punta de micropipeta. 

5. En 20 minutos el gel se solidificara, entonces remover el peine y Ia cinta, y 

sumergirlo dentro de Ia camara de electroforesis con TAE 1 X hasta ser 

cubierto completamente. 

6. Colocar las muestras de ADN amplificadas con cuidado en cada pozo del gel 

junto con el amortiguador de carga. 

7. lncluir un pozo con marcador de peso molecular, para monitorear que Ia 

amplificaci6n se realice sin errores. 

8. T a par Ia camara de electroforesis y co nectar los electrodes a Ia fuente de 

poder. La terminal del catodo azul o negro es de donde partira Ia migraci6n 

de los fragmentos del ADN. 

9. Encender Ia fuente de poder y programarla a 90 voltios maximo, durante 1.5 

a 2 horas. 
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10. Teriir el gel por inmersi6n en el bromuro de etidio durante 20 minutos o mas 

tiempo, segun las veces que se haya utilizado con anterioridad Ia soluci6n 

de BrEt. 

11 . Observar el gel en el transilumidador de luz UV durante corto tiempo de 

exposici6n y de acuerdo a los resultados obtenidos, fotografiarlo. 

Tomar las medidas de protecci6n indicadas al contacto con el BrEt y los 

rayos UV. 
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Cuadra SA. Caracterfsticas de los primers o iniciadores util izados. 

OPB-06 TGCTCTGCCC 2946 6473 19.0 

OPD-11 AGCGCCGTTG 3019 5300 16.0 

OPI-09 TGGAGAGCAG 3108 4625 14.5 

OPAE-19 GACAGTCCCT 2979 5531 16.5 

OPV-06 ACGCCCAGGT 3004 5377 16.0 
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- Micropipetas de 20, 1 00, 200 y 1000 JJ.I 

- Gradillas de unicel para 25 y 1 00 tubas 

- Refrigerador a -4 y -20°C 

- Ultracongelador a -70°C 

- Fuentes de poder de 500 V 

- Potenci6metr0 

- Balanza analftica y semianalftica 

- lncubadora a 36°C 

-Autoclave 

- Maquina para hielo frappe 

- Centrffuga de 12000 rpm 

- Agitador orbital 

- Agitador magnetico 

- Horno de microondas 

- Campana de flujo laminar 

- Liofilizador 

- Molino Electrico 

- Frascos tipo vial 

-Tubas eppendorf de 0.2 y 1500 ml 

- Espectrofot6metro 

- Termociclador 

- Equipo de electroforesis: tanque, 

charolas, peines, fuentes de poder 

- Puntas para micropipetas 

- Agua bidestilada 

- Aceite mirieral 

- Transiluminador 

- Camara fotografica y rolla blanco 

y negro Tris X PAN ASA 400 

-Lentil las de acercamiento y filtro 

naranja 

- Papel para impresi6n de las fotos 

ILFORD grado 3 brillante 

- Careta y lentes de protecci6n 

- Reactivos diversos: cloroformo, 

alcohol isoamflico, isopropanol, 

EDTA, nucle6tidos, ARNasa, BrEt, 

etanol, enzimas polimerizadoras, 

iniciadores, CTAB, NaCI, Tris-HCI, 

agarosa, BrEt, marcador de peso 

molecular, buffer de carga, buffer 

de corrimiento para electroforesis 
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8.0 6.4 4 .8 32 1.6 

.--------SILVESTRE AUT OF . 

L------ SILVESTRE INCOMP . 

L__ ________ MILPERO 

L__ ___________ MANZANO 

r----- ARANDAS 

TAMAZULA 

RENDIDORA 

L..------CHAPINGO 

L__ ________ PUEBLA 

L..--------------SALAMANCA 

Figura SA. Dendograma de agrupamiento de las variedades de tomate de 

cascara (Physalis ixocarpa, Brat.) a partir de datos moleculares 

obtenidos con el iniciador OPV-06. 
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FIGURA 6A. Patron de bandas obtenido con el iniciador OPAE-19 en Ia variedad 

CHF1-Chapingo y Rendidora 
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FIGURA 7 A Patron de bandas obtenido con el iniciador OPV-06 en el 

material Puebla 
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FIGURA 8A. Patron de bandas obtenido con el iniciador OPI-09 en el 

material Puebla. 
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