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GLOSARIO

Acervo genético: El conjunto de la informacidn genética que llevan todos los miembros de una
poblacidn.

Coalescencia: Teoria que relaciona los patrones de ancestria comun entre una muestra de genes 'y
el tamafo y la estructura de la poblacidn total. Es decir, mientras mas individuos se agregan a la

muestra, es posible acercarse mds al tiempo de coalescencia de la poblacién.

Desnaturalizacidn: etapa en la que se separan las dos cadenas del ADN. Mediante el calentamiento
(94-95 °C) de la muestra, la temperatura a la cual se decide realizar la desnaturalizaciéon depende,
por ejemplo, de la proporcidn de guanina y citosina que contenga la cadena, como también del largo

de esta.

Diversidad de Nucledtidos: Se refiere a la probabilidad de que dos nucleétidos homdlogos tomados

al azar sean diferentes. Es equivalente a la diversidad génica a nivel de nucleétidos.

Diversidad Genética: es la variacidn hereditaria dentro y entre poblaciones de determinada especie
o grupo de especies. La diversidad genética se puede medir utilizando la diversidad de genes, la

heterocigocidad, o el nimero de alelos por locus.

Diversidad Haplotipica: mide el grado de polimorfismo dentro de una poblacidn.

DNA Barcode: Un Barcode se puede considerar como una secuencia corta de ADN, de una localidad

uniforme del genoma, usada para identificar especies.

Estructura génica: cantidad y distribucidon de la variacidn genética presente en la misma. La
estructura genética de una poblacidon se expresa en términos de frecuencias de esos alelos
(frecuencias génicas) y, consecuentemente, genotipicas. La variabilidad estd determinada por el

numero vy la frecuencia de los distintos alelos del conjunto de genes de una poblacion.
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Extension: o elongacion de la cadena, en esta etapa actua la polimerasa, tomando el ADN molde
para sintetizar la cadena complementaria y partiendo del cebador como soporte inicial necesario

para la sintesis de nuevo ADN.

Filogenia: estudio de la evolucidn de una determinada especie desde su origen hasta su
descendencia, analizando los aspectos moleculares y morfoldgicos a partir de los cuales es posible

encontrar relaciones entre distintas especies.

Fragmento amplificado: Secciones de ADN amplificadas por medio de la reaccién en cadena de la

polimerasa mediante un determinado oligonucleétido.

Gen: se considera la unidad basica de la herencia. Los genes se transmiten de los progenitores a la

descendencia y contienen la informacién necesaria para especificar los rasgos fisicos y bioldgicos.

GelRed: es un tinte fluorescente, de Biotium, para acidos nucleicos ultrasensible, extremadamente
estable y ambientalmente seguro, disefiado para reemplazar al altamente toxico bromuro de etidio

para la tincion de dsDNA, ssDNA o RNA en geles de agarosa o geles de poliacrilamida.

Haplotipo: conjunto de variaciones de ADN a lo largo de un cromosoma que tienden a ser heredados
juntos porque estdn muy préximos. También, puede ser unlocus, varios loci, o
un cromosoma entero dependiendo del nimero de eventos de recombinacidon que han ocurrido

entre un conjunto dado de loci.

Indigotina: compuesto quimico que constituye el tinte del afiil extraido de diversas especies de

plantas, entre ellas “Indigofera”.

Lisis: consiste en la rotura de la membrana celular mediante enzimas hidroliticas provocando la

salida del material celular, que puede ser por medios fisicos y quimicos.


https://es.wikipedia.org/wiki/Locus
https://es.wikipedia.org/wiki/Cromosoma
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Marcador molecular: son secuencias identificables de ADN que se encuentran en determinados
lugares del genoma y que estdn relacionadas con la herencia de una caracteristica o de un gen

vinculado a ésta.

Master Mix: mezcla que contiene los ingredientes (Tag DNA polymerase, dNTPs, MgCl2, ADN molde,
Reverse, forward y agua ultrapura) para llevar a cabo la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR),
las concentraciones de los reactivos que se colocan van en funcién de la cantidad de muestras a

amplificar.

Polimorfismo: es la presencia de dos o mas formas variantes de una secuencia especifica de ADN
gue puede producirse entre diferentes poblaciones. El tipo mas frecuente de polimorfismo implica
la variacidon en un nucledtido Unico (también denominado polimorfismos de nucledtido unico, o

SNP). Otros polimorfismos pueden ser mucho mds grandes y abarcar segmentos mas largos de ADN.

“Primer” o cebador: es un fragmento corto de ADN monocatenario utilizado para determinadas

técnicas de laboratorio, como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

Proteinasa K: es una proteasa de serina de amplio espectro. La enzima se descubrié en 1974 en
extractos del hongo Engyodontium album (antes Tritirachium album). La proteinasa K puede digerir

el cabello (queratina), de ahi el nombre de "proteinasa K".

Secuencia: sucesion de letras representando la estructura primaria de una molécula real o hipotética

de ADN o banda, con la capacidad de transportar informacién.

Secuenciacidon por electroforesis capilar: es una herramienta de separacién de biomoléculas;
presenta la versatilidad de poder separar aminodcidos, acidos organicos, iones inorganicos,
carbohidratos, esteroides, material genético, cuya finalidad es determinar el orden de los

nucledtidos en un oligonucleétido de ADN.



Sitios segregantes: son sitios que poseen mas de una variante nucleotidica de un conjunto de

secuencias dadas.

Tampon de extraccidn: solucion para la lisis quimica, que contiene sales y sustancias detergentes
para provocar el proceso de lisis celular y poder extraer el contenido celular para separar los dcidos

nucleicos de los demds componentes celulares.

Temperatura de Annealing: se refiere a la unidn de los primers (que se encuentran en muy altas
concentraciones) a la hebra del ADN monocatenario, al momento de descender la temperatura del
termociclador. La fase de extension la ADN polimerasa extiende el extremo 3 del primer y copia el

ADN correspondiente.

“Smear”: nivel de degradacién de una muestra de ADN en la que se observa la pérdida de Ia

definicion de la banda predominante y el acompafiamiento de una estela a lo largo del gel.

Variabilidad genética: cambios que se registran en los genes de una especie o de una poblacién.

Xiquilite: palabra ndhuat con el que los ancestros salvadorefios llamaban a la Indigofera suffruticosa.

Xi
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RESUMEN

Esta investigacidon representa un primer acercamiento al estado genético de la planta Indigofera
suffruticosa, que ademds de ser nativa, ha sido usada en épocas precolombinas y postcolombinas
para la produccién del colorante natural aiiil y fuente importante en la economia salvadorefia.
Siendo el objetivo principal analizar la variabilidad genética de dicha planta en estado de cultivo.
Para la realizacién de dichos analisis se tomaron muestras de tejido foliar de cinco cultivos,
distribuidos en el territorio salvadorefio en los Departamentos de: Santa Ana, La Libertad, Cuscatldn,
Usulutdn y San Miguel que representa un grupo control, los muestreos se realizaron en funcién de

la época de cosecha en los diferentes sitios entre los meses de julio, agosto, septiembre y octubre.

Las muestras recolectadas fueron debidamente lavadas y desecadas, luego se pulverizaron y
guardaron bajo refrigeracién, posteriormente se les aplicé un protocolo de extraccidon de ADN a cada
muestra registrada, recopilando un total de 49 muestras de ADN éptimas usadas en PCR para la
amplificacion del fragmento ITS2 que consta bdsicamente de 400 pb, mismos productos que fueron
evaluados mediante electroforesis para realizar la respectiva secuenciacion y analisis

bioinformaticos.

El analisis de las poblaciones estudiadas de /. suffruticosa de los diferentes sitios de muestreo reveld
mediante el método UPGMA (Unweighted Pair Group Method using Arithmetic) una historia
evolutiva en la que se diferencian dos grupos de nucledtidos de 31 y 16 respectivamente; una
diversidad genética baja con dos haplotipos, una diversidad haplotipica de 0.46 y diversidad
nucleotidica del 0.0044, siendo el Cantdn San Francisco en Usulutan el que aporté mayores valores
de diversidad genética que el resto de las poblaciones en los indices antes mencionados. Se identifica
una diversidad genética entre poblaciones predominantemente baja; por ejemplo, en el coeficiente
de diferenciacion genética (Fst) en sus conjugaciones de poblaciones (CB/HNA, CB/JB, HNA/IB, con
valores de 0.0; CB/CSF, CSF/HNA, CSF/JB con valores de 0.4); siendo que, en diez conjugaciones de
poblaciones, Gnicamente tres de ellas (CB/CPB, CPB/HNA, CPB/JB, con valores de 1.0) muestran una
notoria diferenciacion muy significativa. Se edificd una red de haplotipos en la que se distinguen
claramente dos haplotipos, concluyendo que este tipo de sistema de cultivo esta altamente

influenciado por la seleccidn artificial y altos procesos endogamicos.



1. INTRODUCCION

Se le asigna la palabra aiil al extracto del colorante azul indigo que se puede obtener de diferentes
variedades de plantas, pero cominmente se le ha asignado este nombre al grupo de fabaceas que
se utilizan en la agricultura, siendo las que predominan en los cultivos salvadoreios las especies /.
suffruticosa e I. guatemalensis por sus contenidos de indigotina, muy importantes para la industria
textil y la exportacion. La especie nativa I. suffruticosa, de la que trata esta investigacion, se
encuentra presente desde el Sureste de Estados Unidos a Argentina y en las Antillas, ya era
manipulada por los primeros pobladores y actualmente ha sido introducida en diversos paises del

mundo (CABI 2018).

Las investigaciones en este tipo de cultivos en El Salvador han estado enfocadas en la caracterizacion
de la sostenibilidad del aiiil, procesos de optimizacion de la extraccion del colorante, técnicas del
cultivo y estrategias de comercializacidon y como recurso etnobotanico para curar enfermedades, sin
embargo, se desconocen ciertos aspectos relacionados con el estado genético de la planta por el

hecho de ser utilizada para cultivos (Gonzéalez 2005).

Histéricamente esta planta ha sido cultivada en diferentes regiones del pais y recientemente existen
agricultores de zonas rurales que estan impulsando la practica para fortalecer sus economias, mucho
del germoplasma o semilla que se usa es del que se guarda de cada cosecha o del que se
intercambian entre agricultores, pero hay un grupo de agricultores que lo toman del medio silvestre
es decir no procedente de cultivo. Al verse incrementadas dichas actividades, la diversidad genética
de esta especie en cultivo podria estarse viendo incrementada, por lo que resulta indispensable la

evaluacion del estado genético actual.

Reconocer, salvaguardar y utilizar el potencial y la diversidad de la naturaleza son fundamentales
para la seguridad alimentaria y la agricultura sostenible. Ahuja and Jain (2015) especifican que, a
nivel de paisaje agricola, los sistemas de monocultivo y la simplificacion de los agroecosistemas
representan una de las amenazas que lleva a la erosidn genética; a nivel genético de poblacion, la
diversidad se mide como el numero vy la frecuencia de los alelos (es decir, diferentes formas de un

gen), la erosién se expresa como una reduccion en el nimero y la frecuencia de los alelos.



2. OBIETIVOS

2.1. OBIJETIVO GENERAL

Analizar la variabilidad genética mediante un marcador molecular universal, en cultivos de

Indigofera suffruticosa (Fabaceae) en El Salvador.

2.2. OBIJETIVOS ESPECIFICOS

Describir las distancias evolutivas usando el método de grupos de pares no ponderados con
media aritmética (UPGMA) de 47 individuos pertenecientes a los diferentes grupos

poblacionales de cultivares de /. suffruticosa.

Estimar la diversidad genética en cultivos de /. suffruticosa mediante las variaciones dentro
y entre poblaciones, incluyendo los indices de diversidad haplotipica, nucleotidica, sitios

polimérficos y el nimero de diferencias nucleotidicas entre pares de secuencias.

Representar graficamente las distancias génicas mediante arbol filogenético, la relacion
geografica de la distribucién haplotipica y genealdgica de las diferentes poblaciones de

cultivos de I. suffruticosa mediante redes de haplotipos.

Determinar la estructura génica y diferenciacion genética de las cinco poblaciones de
cultivos de 1. suffruticosa mediante el analisis de varianza molecular (AMOVA) y el uso del

indice de fijacidn por pares de poblacion (FsT).



3. MARCO TEORICO

3.1. ANTECEDENTES

3.1.1. Estudios similares mediante técnicas moleculares.

Otao et.al. (2016), en su estudio sobre el desarrollo y caracterizacion de 14 marcadores
microsatélites para Indigofera pseudotinctoria, en la que evaluaron poblaciones nativas de
poblaciones trasplantadas, para evaluar la estructura de las poblaciones y la diversidad genética en
la cual se determind que existia mayor polimorfismo en la poblacién no nativa, asi que entre nativas
y no nativas no se compartian muchos alelos, esta investigacidon ayuda discriminar a individuos no
nativos de los nativos de I. pseudotinctoria y determinar alteraciones genéticas causadas por

especies introducidas.

Hariri et al. (2017), realizaron un estudio de diversidad genética de I. tinctoria L, en tres regiones de
Indonesia, usando marcadores de repeticiéon de secuencias inter-simples; se analizé la diversidad
genética y la estructura poblacional de I. tinctoria L; concluyendo que, la diversidad genética en dos
de los sitios fue relativamente alta (%P=68.3), sin embargo, es menor al interior de la poblacidon

(37%) que la que existe entre las poblaciones (63%).

Choi et al. (2006), usé marcadores moleculares nucleares derivados de genes vinculados a mapas
genéticos de leguminosas, en el que se utilizaron 15 genomas de leguminosas, se tomaron 274
secuencias génicas para el desarrollo de marcadores genéticos obtenidos mediante PCR. El grado de
divergencia que se obtuvo al estudiar los intrones y exones que estaban distribuidos en cuatro
categorias, indicaron que los marcadores pueden ser Utiles para evaluar las relaciones filogenéticas
a niveles taxondmicos diferentes, pero superpuestos. Los estudios filogenéticos ayudan a la

comprension de las secuencias amplificadas.

Fan et al. (2017), realizé un analisis de diversidad genética y patron de estructura de Indigofera
pseudotinctoria en Karst, habitats de las montafias Wushan utilizando marcadores AFLP. La planta
representa importancia econémica con alto rendimiento de forraje, conteniendo una fuente de
proteina y fuerte adaptabilidad por lo cual estd sujeto a fragmentacién de habitat y perturbacion

humana. Por tal razén se llevd a cabo un estudio de las relaciones y diversidad genéticas



intraespecificas para la coleccién, utilizando la tecnologia de polimorfismo de longitud de fragmento
amplificado (AFLP). Diferenciandose una estructura de 364 genotipos de /. pseudotinctoria de 15
sitios de recolecta, se generaron 324 bandas que en este caso fueron polimérficas, su contenido de
informacion polimdrfica varié de 0.694 a 0.890, con un promedio de 0.789 por. Se resolvid la
estructura génica de la poblacién estudiada por el drbol de UPGMA, con analisis de coordenadas

principales y los analisis de conglomerados basados en Bayesianos irrefutables.

Chauhan et al. (2013), usaron la region ribosomal nuclear ITS para inferir las relaciones de Indian
Indigofera. Ellos realizaron andlisis de parsimonia y bayesianos de los datos ITS revelaron que el
género Indigofera es monofilético. Concluyendo que la divergencia y la rapida especiaciéon hacen
gue las regiones ITS sean similares. El foliolo pinnadamente compuesto es un rasgo no homélogo y

ha evolucionado varias veces de forma independiente.

(Alharbi and Al-Qthanin 2020), documentaron por primera vez la especie Indigofera cordifolia Heyne
ex Roth. En una expedicién en la isla de Dumsuk (pertenece a Jizan en Arabia Saudi). Con una
identificacién morfoldgica y molecular mediante la técnica del cédigo de barras, basados en la region
espaciadora transcrita interna (ITS) del ADN ribosémico nuclear de esta especie; y aseguraron una
alta eficiencia de discriminacion a nivel de especie, ayudando al manejo de esta especie rara y

nacional.



3.2. FUNDAMENTO TEORICO
3.2.1. Aspectos generales sobre Indigofera suffruticosa.

3.2.1.1 Clasificacién Taxonémica.
Dominio: Eucariota
Reino: Plantae
Filo: Espermatofita
Subfilo: Angiospermas
Clase: Equisetopsida C. Agardh
Subclass: Magnoliidae Novak ex Takht.
Superorden: Rosanae Takht
Orden: Fabales Bromhead
Familia: Fabaceae Lindl.

Subfamilia: Faboideae

Género: Indigofera L.
Especie: Indigofera suffruticosa Mill Figura 1. Hoja, flor y fruto de I. suffruticosa. (Foto

(Missouri Botanical Garden 2019) tomada de Missouri Botanical Garden 2019).

3.2.1.2 Morfologia.

I. suffruticosa es un arbusto perenne, lefioso, de hasta tres metros de altura, erecto muy ramificado
en un ciclo de vida de cuatro afios. Tolera una variedad de tipos de suelo y puede volverse dominante
en habitats perturbados. El nimero de cromosomas generalmente se da como 2n = 16, pero puede

haber tetraploidia esporadica con 2n = 32 (Missouri Botanical Garden, 2019).

3.2.1.3 Raiz y tallo.
Su raiz es pivotante, poco profunda, de longitud de 40 a 60 cm. Cuenta con raices secundarias en

toda su extensién, ademds de nddulos nitrificantes. En la base crece un tallo semilefiosos que

después se ramifica en tres a cuatro ramas principales que conforman la estructura principal.

3.2.1.4 Hoja y flor.

Las hojas son imparipinnadas con (9-) 11-17 foliolos elipticos a oblanceolados, ocasionalmente
abovados, en punta mucronada de envés pubescente y haz glabro de 4 cm de largo y 1 de ancho,
peciolo de 1.5 cm. sus bracteas son triangulares, pedicelo de 1 mm de largo, corola de 4 a 5 mm de

largo (Stevens et al. 2009).



La floracién ocurre dentro de 4-5 meses después de la germinacidn. Inflorescencia en racimo axilar,
2-6 cm de largo; bracteas estrechamente triangulares; pedicelo de hasta 1 mm de largo; corola de
4-5 mm de largo, salmdn rosado a rojo; cdliz campanulado, 1 mm de largo, dientes triangulares, 1
mm de largo; pétalo estadndar de ovado a orbicular, 4 mm x 3 mm, peludo café en el dorso; alas 3
mm x 1 mm, glabras; quilla de 3-4 mm x 1-2 mm, peluda; estambres 10, 1 libre, 9 connados en un
tubo estaminal de 3-4 mm de largo; ovario peludo, estilo con estigma capitado. Estambres de 3-4

mm de largo (CABI 2018).

3.2.1.5 Fruto y Semilla.
Su fruta es una vaina de 4 a 8 semillas, curvada en forma de hoz con una longitud de 1.5 cm de largo,

peluda. La germinacion de semillas escarificadas es alta, a temperaturas de 15 ° C a 33. Las semillas

son cubicas de 1.5 mm x 2.mm, color marrdn brillante (CABI 2018).

3.2.1.6 Fenologia.
Las plantulas muestran germinacién epigea y las primeras hojas que se forman son simples. La

floracidn ocurre dentro de 4-5 meses después de la siembra y pueden florecer y fructificar todo el

ano.

3.2.2. Origenes del anil.

El origen del aiiil reside en el viejo mundo, donde también se extrae el colorante para tefiir a partir
de diversas plantas. En Centroamérica el afil es nativo. En 1526, Ferndndez de Oviedo detalla en el
Sumario de la Natural historia de las Indias, como los indigenas extraian de las plantas diversos
colores para tefiir sus telas, en uno de sus primeros registros se encuentra en un cedulario en el siglo
XVI, documento que data del afio de 1558, en el que se muestra la orden de parte del Rey, para que

se estudie la planta de la que los indigenas del nuevo mundo extraen el color para tefiir el algoddn.

Un tiempo después fray Bernardino de Sahagun, en su documento Historia General de las Cosas de
la Nueva Espafia, narra cdmo los indigenas llamaban a la planta, Xiuhquilitl, reconocida como
Indigofera, de la que se extraia el colorante azul para decorar sus vasijas, ropas y para hacer rituales.
En nuestro pais es el Dr. David J. Guzman quién hace una descripcidon mas detallada de dicha planta

con sus caracteristicas morfoldgicas y principales usos (Universidad Tecnoldgica 2012).



En Egipto ya se utilizaba el afiil en el afio 2200 A.C. Los romanos lo llamaban indicum (indio) de donde
se origind la palabra indigo y compraban telas tefiidas en el Nilo a precios muy elevados, es asi como
se empezd a exportar para el afio 200 A.C. en el Mediterraneo y Grecia. Los arabes lo llamaban
“sanscrito nil” y la convirtieron en aiiil (color azul) luego se fue propagando por el resto de Europa.
En Mesoamérica en épocas de la conquista ya se hacia notar la presencia del azul del afiil en la

|”

manera de vivir de los indigenas quienes en Nahuatl le Ilamaban “xiuhquilitl” hierba azul, de “xihuitl,
color azul o verde, y “quilitl”, hierba, y que dio origen la palabra Xiquilite o Jiquilite (Gonzalez 2005).
Indigofera suffruticosa Mill es la especie americana que se ha utilizado desde tiempos
precolombinos en el sur de México y Centroamérica como fuente de indigo natural hasta nuestros
dias; pero se reconocen las prinicipales especies del género Indigofera para extraccidn del colorante

(figura 2.) (Sandoval-Salas 2005).

Figura 2. Prinicipales especies del género Indigofera para extraccion del colorante. (1) I. tinctoria L. (2) I.
arrecta Hoschst. (3) I. suffruticosa Mill Sbsp. suffruticosa (4) I. argéntea L. (5) I. guatemalensis Moc.



En El Salvador existen registros de la presencia de varias especies de Indigoferas encontradas en
diferentes sitios del territorio salvadorefio: I. guatemalensis Mocino y Sensé que actualmente ha
sido nombrada como /. micheliana Rose (Missouri Botanical Garden 2019), /. lespedezioides H. B. K.
(Guapito), I. mucronata Sprengel, I. suffruticosa Miller (Indigofera anil L. Cornezuelo) (Calderdén y
Stanley 1941), I. spicata FORSSK, I. Hirsuta L, I. jamaicensis; la mayoria de estas especies se
encuentran registradas en el Herbario LAGU de la Asociacidon Jardin Botanico La Laguna, incluyendo

la especie reportada mas reciente /. costaricensis (Galan 2020).

3.2.3. Origen y distribucion.
La distribucion de /. suffruticosa en forma nativa, esta presente desde el Sureste de Estados Unidos
a Argentina y en las Antillas, introducida y naturalizada en los trépicos del Viejo Mundo y en Australia
(Missouri Botanical Garden 2019), pero es en la franja tropical donde existe una mayor presencia de
esta especie, incidiendo en el Caribe Tropical y América Central. Esto se debe a que ha sido
introducida deliberadamente por su uso tintéreo, produciéndose asi en regiones como Africa, Asia,

el Pacifico y también en Australia (figura 3).

La especie, I. suffruticosa puede considerarse invasivo fuera de su amplio rango de distribucion
natural, es abundante y se adapta facilmente a diferentes ambientes, considerado habitante

generalista que tolera otros cultivos, la presién de explotacién, la mutilacién, el fuego, tiene larga
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Figura 3. Distribucion mundial de I. suffruticosa, cuya predominancia se ubica en la franja neotropical.



vida, pionera en sitios perturbados, posee un crecimiento rapido, ademas de un alto potencial

reproductivo, sus propagulos pueden permanecer variables por mas de un afio (CABI, 2018).

3.2.4. Caracteristicas del suelo y clima para la siembra de I. suffruticosa.

Se adapta a suelos francos arenosos y arcillosos, los rangos de altura idoneos estan en los 50 — 1,200
msnm, puede crecer junto a otros cultivos y en sitios donde otros cultivos no pueden desarrollarse
como suelos degradados por la agricultura intensiva, donde ha predominado el monocultivo por
rangos de tiempo prolongados. Ademds de adaptarse a pendientes, suelos rocosos y soportar
elevadas temperaturas de épocas secas, tal es el caso en zonas de El Salvador en la zona oriental en
sitios donde las temperaturas alcanzan niveles de 35-37°C, con humedad relativa de 40 a 70%. Los
suelos ideales deben poseer un pH cercano a 6.5 o mayor de 4.6, con una buena capacidad de
drenaje ya que el jiquilite no soporta encharcamiento prolongado, le conviene un contenido de

materia organica de 3.5%, un indice pluvial de 800-200 mm (Gonzdlez 2005).

3.2.5. Beneficios e importancia del cultivo de aiiil.
El cultivo de I. suffruticosa contribuye al medio ambiente, usado como alternativa de diversificacion
productiva, que fomenta la agricultura sostenible provocando un impacto positivo, contribuyendo a
los desequilibrios ambientales que caracterizan los medios de vida rural, ademas por ser una planta
semiperenne contribuye a evitar la erosién de los suelos al aumentar la cobertura vegetal. También,
se adapta a toda clase de suelos como son los marginales y laderas; al rotar los cultivos, la
fertilizacién del suelo mejora, de manera que, se obtienen mejores cosechas; debido a que tiene la
capacidad de fijar nitrégeno al suelo, regenerando y mejorando sus nutrientes. No es necesario el
uso de agroquimicos o abonos inorgdnicos para su desarrollo, el valor histérico y econémico
representa un rubro importante en esta actividad agricola y el valor cultural ancestral para realizar
actividades diarias tanto en lo social como religioso (Rivera and Martinez 2006). Ademas de poseer
propiedades insecticidas, antiepilépticas, febrifugas, antiherpéticas, antisépticas, purgantes,

antiespasmadicas y antiparasitarias (Govin et al. 2006)

3.2.6. Composicion quimica del indigo.
Afiil es el nombre general de aquellas plantas que contienen gran cantidad de Indican (Indoxil-
glucosido) y de las que se extrae el colorante indigo. Para la obtencidn del indigo el componente que

es hidrolizado es el glucésido indican, provocado por la enzima a indoxilo que luego lo oxida para
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dar lugar al color azul del indigo por oxidacién al aire. El indigo es un pigmento insoluble al agua. Por
tal razén al teiiir |a fibra textil, el azul indigo debe ser oxidado por el leuco indigo, este es incoloroy
se disuelve en agua previo a la tincidn. Después, el leuco indigo es oxidado por el aire y vuelve a ser
azul indigo (figura 4). EI componente esencial del indigo es la indigotina, responsable de la
coloracién, asi que el aiil de mejor calidad contiene mds de 60% de indigotina, el de calidad mediana

40 a 50 % y el mas inferior menos del 20% (Chanayath et al. 2012).

La enzima procede de las células de la planta, siendo que es en las hojas donde se produce la mayor
cantidad de indigotina, y al macerarlas en su estado fresco libera el glucolitico, otra enzima de las
células vegetales que ayudan a hidrolizar el glucano y dio indoxilo que se oxida con aire y crear el
azul indigo. Cuando las hojas estdn semisecas la enzima podria inactivarse durante el proceso, por
lo tanto, el rendimiento del tinte indigo puede tener un bajo rendimiento (Chanayath et al. 2012).
Una vez que el colorante reducido se ha impregnado en la tela, tiene lugar el paso final de exposicion
a un oxidante (generalmente aire), con lo que la pieza se vuelve azul, dado que el leucoindigo se
transforma en indigo que queda fijado en el entramado de las fibras de la tela (Saura and Galindo

2016).
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Figura 4. Diagrama que muestra el cambio quimico del indigo del material vegetal.
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Los precursores de la formacién de indigo en plantas, no estd presente en la planta al momento de
la cosecha, las plantas de los géneros Indigofera (afiil) y Polygonum acumulan un precursor incoloro
soluble en agua llamado indican (Indoxil 8-D-glucosido), que durante el proceso de extraccion se
hidroliza por accidn de la enzima B-glucosidasa liberando por un lado el compuesto glicosidico y por

el otro el indoxilo, posteriormente.

Fisiolégicamente, el papel del indican en plantas de afil no se conoce exactamente, mas bien se
sugiere que hace un papel de intermediario en la formaciéon de hormonas vegetales o bien que
puede presentar el mecanismo de almacenamiento de la glucosa, esto también puede ser como un
mecanismo de defensa contra herbivoros o insectos, asi como ocurre con la acumulacion de toxinas
vegetales derivadas de aminodacidos producidas como metabolitos secundarios como funcién de

defensa (glucésidos cianogénicos) (Sandoval-Salas 2005).

Existe la evidencia de la formacion del colorante indigo a partir de otras plantas que poseen esta
capacidad como la formacion del indigo natural a partir de hojas de Woad (/satis tinctoria) donde el
principal precursor de afiil se puede obtener del ambiente XAD16 en conformidad con una isoterma
de Langmuir, pero los precursores de aiiil se degradan en esta y otras perlas de resina para producir

compuestos indigo y rojo (Garcia-Macias and John 2005).

3.3. GENETICA DE POBLACIONES

La genética de poblaciones explora los niveles de variacién genética dentro y entre las poblaciones
qgue forman a las especies y explica sus patrones en términos de las fuerzas evolutivas. Las especies
conforman una serie de poblaciones y se conectan por un flujo genético y el conjunto de todas las
poblaciones entre las que hay flujo génico constituye a una especie. Cuando las poblaciones tienen
altos niveles de variacidon genética, implica que son o han sido muy grandes y que existe elevado
flujo génico de variacion genética, implica que son muy grandes y que existe elevado flujo génico
entre ellas; si al contrario las poblaciones que forman una especie son muy diferentes entre si, es

posible que sean pequenias o que hay muy poco flujo génico entre ellas (Eguiarte et al. 2013).

3.3.1. El flujo génico (migracion).
Las poblaciones no son sistemas cerrados por lo cual se produce cierta cantidad de transferencia de

genes, asi que es mas probable que pase cuando las poblaciones se hallan estrechamente
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relacionadas espacial y genéticamente. Entre las poblaciones adyacentes de una especie el flujo de
genes puede ser grande, por lo que es de esperar que las poblaciones contiguas posean una
composicion génica mds semejante que las que estdn mads alejadas geograficamente. Por ello, la
migracion entre grupos geograficamente aislados es un suceso de gran importancia porque los
complejos génicos de adaptacién se rompen, las frecuencias alélicas se alteran y, en general, todas
las diferencias genéticas entre las poblaciones se reducen. La eficacia del intercambio de genes
depende de la estructura de las dos poblaciones (emigrante y receptora) y, mds especificamente, de
la cantidad de migracion (indice de migracién) y de la magnitud de la diferencia en frecuencias

génicas entre las dos poblaciones (Cabrero and Camacho 2009).

3.3.2. Deriva genética.

El resultado de la deriva suele ser la pérdida de variabilidad genética, siendo un proceso que
contrarresta la entrada de variabilidad genética por mutaciones. Es necesario mencionar que la
deriva genética tiende a formar una poblacién homocigética, ademas se tiende a eliminar los
genotipos heterocigdticos. Son los cambios al azar en las proporciones de los alelos es decir las
diferentes formas que puede tener un gen en una poblacidn; debido a que por puro azar algunos
individuos dejan mads hijos y copias de sus genes que otros; entre menos individuos dejen
descendientes, mayores van a ser estos cambios azarosos. En el caso de los organismos, cuanto
menor es el numero de reproductores en una poblacidn, probablemente mayores serdn los cambios

en las frecuencias alélicas debidos a la deriva genética (Cabrero and Camacho 2009).

Para Herrera-Paz (2013) es un mecanismo de cambio de frecuencias alélicas de una generacion a
otra es similar a un error de muestreo: si las clases estudiadas son muchas, es muy probable que en
una muestra pequefia no detectemos algunas de ellas, especialmente si su ocurrencia es baja. Como
consecuencia las frecuencias alélicas cambiardn de una generacién a otra, y los alelos tenderan a
desaparecer paulatinamente del pozo genético disminuyéndose la variabilidad hasta que, después

de un nimero n de generaciones, ocurrira fijacién y el gen se vuelve monoalélico.

3.3.3. Mutacion.

Implica cambios al azar en la secuencia de nucledtidos o en la organizacion del ADN o ARN de un ser
vivo o virus que puede llegar a producir cambios en él, las mutaciones son las que generan toda la
variacion genética (Eguiarte et al. 2013). Es decir, cambio heredable en la secuencia de nucléotidos

del ADN, que resulta en el reemplazo de un alelo por otro diferente, a partir de errores en la
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replicacién del ADN que no son reparados. La mayoria de las mutaciones son deletéreas, y son
gradualmente, pero no del todo eliminadas por la seleccion natural, de ahi que la frecuencia de los
alelos deletéreos se mantiene baja, pero constante en la poblacién, por medio del proceso

denominado balance seleccion-mutaciéon (Herrera-Paz 2013).

Las mutaciones son alteraciones del material genético y en ellas se incluyen desde simples
sustituciones de un solo nucledtido hasta las deleciones o inserciones de uno o mas nucleétidos. La
mayoria de las mutaciones en animales no conllevan a cambios en el fenotipo, ya que, ocurren en

regiones no codificantes (mutaciones silentes) (Aranguren-Méndez et al.).

3.3.4. Seleccion natural.

La teoria de la seleccién natural no sélo predice el cambio evolutivo, sino que también predice que
los organismos adquiriran caracteristicas que los haran capaces de sobrevivir y reproducirse mejor
en el ambiente en que viven. La adaptacién al ambiente es una consecuencia de la evolucién por

seleccidn natural (Cabrero and Camacho 2009).

Las proporciones de alelos que haya en las poblaciones se deben al balance deriva génica y el flujo
génico (a mayor deriva génica habra mas diferencias en las poblaciones y mientras mas alto sea el
flujo génico seran mas parecidas), sin embargo, si solo existen diferencias entre poblaciones en
determinados genes, puede ser que sea por efecto de fuerzas como la seleccidén natural (Herrera-

Paz 2013).

3.4. TECNICA MOLECULAR REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

La reaccién en cadena de la Polimerasa (PCR) es una técnica que ha revolucionado el modo de
manipular, clonar y detectar fragmentos de DNA, lo que le ha valido a su descubridor K.B. Mullis el
Premio Nobel en 1983. Actualmente se ha convertido en una de las técnicas bdsicas de Biologia
Molecular, por su rapidez, especificidad, flexibilidad y aplicabilidad. Como no es necesario contar
con ADN extremadamente puro para amplificar. Entre sus aplicaciones generales encontramos la
generacion de sondas, clonacidn, secuenciacion, diagndstico clinico y tipificacion de individuos y

microorganismos, siendo entonces muy utilizada en medicina forense y en estudios filogenéticos.

Al saber que es DNA es bicatenario puede desnaturalizarse, es decir que sus hebras pueden alinearse

en la presencia de oligonucledtidos disefiados para ser complementarios a porciones de cada una
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de las cadenas. La repeticién de los ciclos de desnaturalizacién, alineamiento (hibridacién o
“annealing” en inglés) y polimerizacion es capaz de producir cantidades crecientes del producto,
resultando una amplificacién de orden exponencial de la secuencia enmarcada por los cebadores
(Martinez and Zapata 2007). El nimero de copias de esta regién se puede estimar de la siguiente

manera:
N= NO x (1-R)®

N = nimero de copias obtenidas

No = nimero de copias que se han depositado en la reaccidn inicialmente

R = rendimiento de cada ciclo expresado en tanto por uno (normalmente debe oscilar entre 0,7 y
0,85)

¢ = numero de ciclos.

3.5. MARCADORES MOLECULARES

Existen diferentes tipos de analisis genéticos con marcadores moleculares como puntos de
referencia de un cromosoma que pueden corresponder a un gen. En Biologia Molecular se usan para
detectar la variabilidad de la secuencia de ADN como: la reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR),
las enzimas de restriccidn, la separacion electroforética de los fragmentos de ADN y las hibridaciones

Carrera et al.(2004), citada por Paiz y Huete (2008) como pueden observarse en la tabla 1.

Tabla 1. Descripcidn de los marcadores moleculares que se utilizan para estudios genéticos.

RFLP - restriction fragment length polymorphisms:
(polimorfismos en la longitud de fragmentos de

1. Marcadores basados en restriccién de ADN).

la hibridaciéon del ADN

Los minisatélites o VNTR - variable number of
tandem repeats: (nUmero variable de repeticiones
en tandem).

MARCADORES

MOLECULARES

2. Marcadores basados en
la amplificacién del ADN
mediante la reaccién de
PCR - polymerase chain
reaction: (Reaccién en
cadena de la polimerasa
de ADN).

RAPDs - random amplified polymorphic DNAs:
(fragmentos polimarficos de ADN
amplificadosaleatoriamente).

DAF - DNA amplification fingerprinting y AP-PCR -
arbitrary primer PCR: (primers arbitrarios en PCR).

SSR -simple sequence repeats: (microsatélites)

3. Marcadores mixtos

AFLPs -amplified fragment length polymorphisms
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3.6. CODIGO DE BARRAS GENETICO

El “DNA barcode” es una técnica para identificar especies. Un Barcode se puede considerar como
una secuencia corta de ADN, de una localidad uniforme del genoma, usada para identificar especies.
Disefiado en 2003 por investigadores de la Universidad Guelph en Ontario, Canada; la regién del gen
que esta siendo utilizada como Barcode estandar para grupos de animales es la regién del gen

mitocondrial citocromo oxidasa sub unidad 1 (COl) (Paiz and Huete 2008).

Para realizar estudios de cédigo de barras estandar en plantas, existen regiones como: rbcL y mat K
mas dos regiones suplementarias mtrnH —psbA y el espaciador transcrito interno (ITS) han
demostrado niveles razonables de especies discriminacién tanto en estudios de politica como en
estudios taxondmicos. Este cddigo de barras proporcionard un marco universal para identificar
especimenes contribuyendo al descubrimiento de especies de plantas terrestres que se pasan por
alto.

Fazekas et al. (2012) revela una alta tasa de éxito para PCR y secuencias para regiones amplificadas
por cebadores universales y altamente conservados (plastid rbcl, trnH- psb A y nuclear ribosomal
ITS2). Por el contrario, la region de cédigo de barras de ADN de matK necesita condiciones distintas
para una amplificacién por PCR exitosa. La regién del gen matK es mas dificil de amplificar y
secuenciar que rbclL por varias razones. Primero, es aproximadamente 300 pb mas largo que rbc L, y
por lo tanto mas sensible a la degradacién del ADN; considerando lo anterior para esta investigacion
se toma espaciador transcrito interno (ITS) que ofrece niveles mas altos de discriminacion de
especies en algunos grupos. Sin embargo, un riesgo es el de la contaminacion por hongos.

La regién de los ITS del nrADN en angiospermas y gimnospermas comprende: el ITS2, la subunidad
5.8Svy el ITS1 (figura 5). Las copias de nrADN en el genoma de las plantas, estan distribuidas en uno

o varios loci cromosdmicos denominados regiones organizadoras nucleares (NORs).

La region de los ITS ha sido considerada como una fuente muy util en caracteres para estudios
filogenéticos en angiospermas. Son varias las ventajas que proporciona el uso de este marcador
molecular, dado que los ITS se encuentran altamente representados en el genoma, se pueden,
amplificar con cantidades pequeiias de ADN. Las secuencias altamente conservadas dentro de la
mayoria de los genes del nrADN son muy Utiles en el disefio de oligonucleétidos ("primers")
"universales", lo que facilita la amplificacion de los ITS mediante el uso de la reaccion en cadena de

la polimerasa (PCR) (Quijada et al. 1997).
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Figura 5. Representacion de los espaciadores internos transcritos (ITS) en el ADN ribonuclear
(nrADN) presentes en eucariotas.
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4. METODOLOGIA
4.1. UBICACION DEL AREA DE ESTUDIO

Para la realizacidn del estudio se visitaron seis sitios de cultivo de I. suffruticosa y entre ellos uno de
I. guatemalensis, de los que se tomaron las muestras para sus respectivos analisis, ubicados en la

Zona Occidental, Central y Oriental de El Salvador (figura 6).

UBICACION DE LAS AREAS DE ESTUDIO

Canton L& Puerta 4"?
@ 2o
S & )

s g (224

® PUNTOS DE MUESTREO
municipios

(] ANTIGUO CUSCATLAN
[ BERLIN

] CHALCHUAPA

] SAN MIGUEL

[ SUCHITOTO

.Ca on San Francisco

Figura 6. Ubicacion de las diferentes dreas de muestreo, distribuidas en las diferentes zonas del pais,
destacando los puntos de muestreo en el municipio correspondiente (QGIS 3.24).

Las dareas de cultivo que facilitaron la recoleccion de las muestras se encuentran en:

Chalchuapa (Casa Blanca), Departamento de Santa Ana en las coordenadas: 13°59.34”N vy

89°40.25”’0, a 709 msnm.
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Jardin Botanico La Laguna, Municipio de Antiguo Cuscatlan, Departamento de La Libertad en las
coordenadas: 13°40.1980° N y 89°14.8590’ O a 809 msnm.

Hacienda Los Nacimientos: Municipio de Suchitoto Departamento de Cuscatldn en las coordenadas:
13°59.8910’N y 89°8.7890°0 a 271 msnm.

Cantén San Francisco: Municipio de Berlin, Departamento de Usulutdn, en las coordenadas
13°30.1950’ N, 88°32.5090’ O a 972 msnm.

Cooperativa Pinares de Berlin: Cantdn San Lorenzo, Municipio de Berlin, departamento de Usulutdn,
en las coordenadas 13°29.7400’ N y 88°31.8930’ a 1,028 msnm.

Mas una muestra control de la especie conocida cominmente como /. Guatemalensis y llamada
actualmente Indigofera micheliana Rose, Cantén la Puerta, Departamento de San Miguel en las

coordenadas: 13°24.43""N y 88°12.44’0 a 161 msnm (figura 6).

Esta investigacion se realizé en el Laboratorio de Genética de la Escuela de Biologia, Facultad de
Ciencias Naturales y Matematicas de la Universidad de El Salvador ubicada en final avenida Héroes

y Martires del 30 de Julio, San Salvador, geograficamente ubicada a 13°43'12.06"N y 89°12'17.79"0.

4.2. FASE DE CAMPO

4.2.1. Recolecta de muestras.

Se selecciond un total de 49 muestras de tejido de diferentes arbustos, 48 de I. suffruticosa y una de
I. Guatemalensis que representa el grupo control, distribuidas en los seis sitios de muestreo,
cumpliendo el criterio de: apariencia de hojas sanas y jovenes no muy maduras o brotes muy tiernos,
cortando por cada individuo de 7 a 10 hojas (dependiendo de la robustez de la hoja) las muestras se
lavaron con agua limpia, se secaron y se guardaron en sobres de papel; colocdndolas en un
contenedor de plastico, donde se deposité el desecante (Humidex, agente controlador de humedad)
asi las hojas perdieron humedad, evitando que se contaminaran con hongos o bacterias,
conservandose para posteriormente procesarlas en el Laboratorio de Biologia Molecular de la

Escuela de Biologia, Facultad de Ciencias Naturales y Matematica, Universidad de El Salvador.

Las muestras de [. suffruticos e I. guatemalensis extraidas de los diferentes sitios de muestreo que

utilizaron para los respectivos analisis fueron identificadas por el curador del herbario del Jardin
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Botanico LAGU (Asociacidn Jardin Botanico La Laguna) Licenciado Dagoberto Rodriguez Delcid,

ademas de haber ingresado muestras representativas de las especies a dicho herbario (anexo 4).

4.3. FASE DE LABORATORIO

4.3.1. Macerado de las hojas.

El tejido vegetal totalmente deshidratado, se sacd de los sobres y se colocé en un mortero, se macerd

con nitrégeno liquido hasta pulverizarlo, al obtener el tejido macerado, se guardé en tubos

Eppendorf de 1.5 ml debidamente rotulados a -20°C en un freezer para conservarlos en buen estado,

esto permitié realizar una buena extracciéon de ADN posteriormente.

4.3.2. Aislamiento de ADN genémico.

Para el aislamiento genémico se utilizé la metodologia que consistia en la optimizacién de la

extraccion de ADN a partir de tejidos foliares frescos de una fabacea (Borges et al. 2012) con algunas

modificaciones.

1.

De cada una de las muestras de tejido pulverizado con nitrégeno liquido, se tomaron 50 mg
de cada una de las muestras preservadas y se colocaron en tubos cénicos para reacciones
quimicas de 1.5 mL respectivamente.

Luego se le agregaron 700 pL del tampdn de extraccidn (solucidn de extraccién que consiste
en: 1% de PVP; NaCl 1,4 M; Tris-HCI 100 mM, pH 8,0; EDTA 20 mM, pH 8.0; 2% de CTAB; 2%
de 2-mercaptoetanol y 1 % proteinasa K).

Las muestras de tejido foliar se incubaron a 65 °C durante 30 minutos; dichos tubos se
invirtieron cada 10 min, 10 veces. Luego se dejaron enfriar por 5 minutos antes del siguiente
paso.

Se afiadié un volumen de 700 pL de alcohol cloroformo-isoamilico 24: 1 (v/v), los microtubos
se invirtieron 10-20 veces.

Los microtubos se centrifugaron a 13,000 rpm durante 10 minutos.

Se transfirid cuidadosamente 500 a 450 pl de la fase sobrenadante y se colocé en otro tubo
Eppendorf de 1,5 mL, a la que nuevamente se extrajo el ADN con 500 puL de Cl con el

respectivo ciclo de centrifugado.
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7. De la fase sobrenadante se pipetearon de 450 a 400 uL, que se depositaron en un nuevo
tubo cdénico de reacciones quimicas. Los acidos nucleicos se precipitaron agregando dos
tercios del volumen en frio al 95% de isopropanol.

8. Dejandolos reposar a 15 °C por 30 minutos, dando lugar a una mejor precipitacion.

9. Luego, se centrifugo a 12,000 rpm durante 10 min.

10. El sobrenadante se desechd y el sedimento se lavd con 1 mL de etanol al 70% y una vez en
frio 90% de etanol y se dejé que evaporaran los tubos por una hora.

11. El sedimento se resuspendid en 50 pL de agua ultrapura (aunque algunas veces se usé
tampon TE dando el mismo resultado). Luego, se realizé un tratamiento con RNasa a cada
grupo del material extraido (tratando a cada muestra con: 20 puL de RNasa, incubados a 37°C
por 30 minutos, luego se agregd 5 uL de acetato mds dos voliumenes de alcohol al 70%, se
centrifugd por 5 minutos y decantd, se volvié a lavar con etanol al 70%; por ultimo, el
sedimento se resuspendid en 50 pL de agua ultrapura).

12. Una alicuota de cada muestra se sometio a electroforesis en gel de agarosa al 1% (p/v). que
contenia 0,5 pg / mL de GelRed, ayudando a revelar la integridad y pureza del ADN extraido.

13. Las muestras de ADN se almacenaron a -20 ° C (Borges et al. 2012).

4.3.3. Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) para la region ITS2.

Para la Reaccidn en Cadena de la Polimerasa, se utilizé un cebador estandar que forman parte de la
metodologia DNA Barcod, usado ampliamente para estudios genéticos e identificacidn de especies
vegetales como es el caso de la regidn ITS2, que se ha empleado en este estudio y como también lo
propone Fazekas et al (2012) en su trabajo: Métodos de cddigo de barras de ADN para plantas

terrestres. La region, nombre, secuencia y direccion de los primers se presenta en la tabla 2.

La cantidad total que se utilizé para la mezcla general de PCR fueron 25 L, expresados de la siguiente
manera: agua ultrapura 8.5 uL, Master Mix: 12.5 pL, ADN: 3.0 pL, Reverse: 0.5 uL, Forward: 0.5 pL.
Las condiciones del termociclador para ITS2 (AB101 / AB102) en sus etapas: iniciacién 95 °C durante
3 min; desnaturalizacidn 94 °C durante 0.30 min, alineamiento 59 °C durante 0.30 min, elongacién
72 °C durante 0.45 min; extensién 72°C durante 10 min; extension final 4°C, el resto del tiempo; en
un total de 35 ciclos en un tiempo de 1 hora 34 minutos. Para una la reaccién en cadena de la

polimerasa, se tomaron dichas condiciones en funcién de la Master Mix utilizada “PROMEGA”,
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establecidos en el certificado: PCR Master Mix Certificate of Analysis 9PIM750 (2016), realizando

dichos ciclos en un termociclador MultiGene™ Mini.

Tabla 2. "Primer" comunmente usado para Codigo de Barras de ADN en plantas, que sirve para el
andlisis de variabilidad genética en |. suffruticosa.

Regidn Nombre del Primer Secuencia (5’-3’) Direccién
AB101 ACGAATTCATGGTCCGGTGAAGTGTTCG F
ITS2
AB102 TAGAATTCCCCGGTTCGCTCGCCGTTAC R

4.3.4. Visualizacion del producto PCR.

Las amplificaciones obtenidas de la PCR fueron separadas mediante electroforesis, en un gel de
agarosa a una concentracion del 2.0% (p/v), al que se le adiciond 0.5 L de la sustancia colorante
GelRed®, con ayuda de una micropipeta de volumen variable; se corrié a 150 voltios por 15 minutos
en solucién amortiguadora SB (acido bdrico mas bérax) a una concentracién de 0.5X. El tamaio de
los fragmentos amplificados se determind con la ayuda de un marcador de ADN comercial de 100bp
DNA Ladder. Posteriormente se visualizaron y fotografiaron los geles revelados a través de luz
ultravioleta en un sistema de documentacion de geles DNR MiniBIS Pro®. Las amplificaciones se

almacenaron en un freezer a una temperatura de -20°C.

4.3.5. Secuenciacion.

La preparacién de las muestras de ADN amplificadas que se usaron para la secuenciacion, fueron
organizadas de la siguiente manera: en una placa de 96 pozos se colocaron 20 pL de las
amplificaciones, es decir, que en cada pozo, se colocd una alicuota de cada una de las muestras de
las 49 en total que se procesaron mediante PCR, dicha placa fue sellada con una tira de 8 tapas por
cada columna; que la aseguraban mientras fueron enviadas a la institucion Macrogene Inc., a quien
se le solicito el servicio de secuenciacion, que incluia una purificacién previa de las muestras PCR, y
el método que se utilizé fue el de secuenciacidon por electroforesis capilar, desarrollada por “Applied
Biosystems”, concretamente el modelo “3730XL". Los resultados de la secuenciacidn se descargaron

en formato txt, en la web de la institucion.
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Figura 7. Sintesis de las principales etapas de la metodologia para el procesamiento de las muestras del
tejido vegetal, extraccion, visualizacion, PCR y secuenciacion usados en los diferentes andlisis.
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5. ANALISIS DE DATOS

5.1. EDICION DE SECUENCIAS

Los electroferogramas de las secuencias de ADN fueron editadas por el programa bioinformatico
SnapGene® que mostraban el panorama grafico del orden consecutivo de las bases, los datos
generados por los picos pueden mostrar informacién sobre la calidad y limpieza, para considerar que
un nucledtido tenia la calidad suficiente, se partié de los valores de calidad de 39 a 40 en adelante,
un pico es tan alto como tan intensa sea su fluorescencia (un color por base, grafica 1), con el que
se puede determinar la calidad de los fragmentos, pudiendo eliminar los extremos de las secuencias
no fiables con valores de baja calidad, dejando aquellas regiones mejor conservadas, posteriormente
se descargd un documento en formato de texto FASTA con la secuencia para llevarla al siguiente

paso.

Las secuencias de /. suffruticosa se compararon con secuencias depositadas en el banco de genes
(GenBank) para confirmar la identificacion de las especies, con la ayuda de BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool (Altschul et al. 1990) de la base de datos NCBI (National Center for

Biotechnology Information).

5.2. ALINEAMIENTO

El alineamiento consistio en cargar el documento obtenido de la edicion de secuencias en el
programa bioinformatico MEGA que permite cuantificar el grado de similitud del grupo de
secuencias en estudio, ademas de poder cortar “Gaps” y generar la alineacidn con laimplementacion
CLUSTALW integrada y el programa MUSCLE; al final se exportd en formato FASTA, para posteriores

analisis en los diferentes programas bioinformaticos utilizados.

5.3. METODOLOGIA PARA EL ANALISIS FILOGENETICO

Para la construccion del arbol filogenético se utilizd el programa MEGA (Molecular Evolutionary
Genetics Analysis) versiéon 11.0.11: con lo que se describio la historia evolutiva mediante el método
UPGMA (método de grupos de pares no ponderados con media aritmética). Las distancias evolutivas
se calcularon usando el método de Maxima Verosimilitud Compuesta y estan en las unidades del
numero de sustituciones de base por sitio en el que se involucraron 48 secuencias de nucledtidos.
Las posiciones de codoén incluidas fueron 12+22+32+ sin codificacién. Se eliminaron todas las
posiciones ambiguas para cada par de secuencias (opcidén de eliminacidn por pares). Hubo un total

de 317, pero sin los “Gaps” resultaron 315 posiciones en el conjunto de datos final.
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5.4. iINDICES DE DIVERSIDAD GENETICA.

Para la interpretacion de indices de diversidad genética se utilizé el software DnaSP (Polimorfismo
de secuencia de ADN): programa bioinformatico interactivo con el que se realizé el analisis de
polimorfismo de ADN a partir de datos de secuencia de nucledtidos, se realizaron las estimaciones

de las variaciones de secuencias de ADN dentro y entre las poblaciones.

La diversidad genética total y por localidad se estimd con la diversidad haplotipica (h = probabilidad
de que dos haplotipos seleccionados al azar de una muestra sean diferentes) y la diversidad
nucleotidica (m = nimero promedio de diferencias nucleotidicas por sitio entre dos secuencias
escogidas al azar; Nei 1987, usando el programa DnaSP. También se estimaron por localidad y en
total, el nimero de sitios segregados o sitios polimarficos (S), el nUmero promedio de las diferencias
nucleotidicas entre pares de secuencias (K). También se realizé un analisis de la diferenciacion
genética entre poblaciones, en las que destacaron indices paramétricos haplotipicos y nucledtidos,

con una estimacion de flujo de genes y el coeficiente de diferenciacién genética.

5.4.1. Anadlisis haplotipico.

PopART 1.7 (Analisis de poblacién con arboles reticulados): programa bioinformatico que ayudé a
explicar los procesos de genética de poblaciones, en las variaciones encontradas de los diferentes
grupos en estudio y edificar redes de haplotipos con las que se interpretaron relaciones genealdgicas

a nivel intraespecifico.

5.4.2. Analisis de varianza molecular (AMOVA).

AMOVA investiga la estructura génica de las poblaciones, con las varianzas de las frecuencias génicas
y las mutaciones entre haplotipos moleculares. Un andlisis de varianzas jerarquico parte la varianza
total en componentes de covarianza debido a diferencias entre poblaciones, ademas de la
variabilidad dentro y entre individuos de las poblaciones. Los componentes de covarianza se utilizan
para estimar los indices de fijacion.

Los indices de fijacion (como los de F de Wrigth) se prueban utilizando las permutaciones no
paramétricas (Excoffier and Lischer 2015) que consiste en permutar haplotipos, individuos o
poblaciones, entre individuos, poblaciones o grupos de poblaciones. Al final de cada ronda de

permutacién y al estimar los estadisticos se puede obtener la distribucion.
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Para la interpretacién de los resultados mediante el programa Arlequin 3.5 se procedi6 a realizar un
flujo de trabajo: usando el programa RStudio se proceso el compendio de secuencias debidamente
ajustadas en MEGA. Con el uso de comandos “Output” para generar el resumen del analisis AMOVA

en un archivo final.

5.4.3. Estimacidn del indice de fijacidn por pares de poblacion (FsT).

Mide la reduccién media de heterocigosis de una subpoblacidn relativa a la poblacion total debida
a la deriva genética entre subpoblaciones. Es, por tanto, una medida del grado de diferenciacion
genética existente entre subpoblaciones. Representa el porcentaje de la variacidon genética que es
atribuible a las diferencias entre poblaciones. Varia entre 0 (no existen diferencias) a 1
(diferenciacion completa, i.e., subpoblaciones fijadas para distintos alelos). Wright, S. (1969) sugirid

unas pautas generales para la interpretacion del Fst, con las cuales:
0 < Fs7< 0.05 indica poca diferenciacion genética.
0.05 £ Fs7< 0.15 indicaria una diferenciacién moderada.

0.15 £ FsT< 0.25 indicaria una gran diferenciacion.

0.25 < Fstindicaria una diferenciacién muy alta.

HT —HS
HS

Fst o indice de fijacion: FsT = 0 =

Donde: HT = es la heterocigosis esperada de un individuo tomado al azar dentro del total de las
poblaciones.

Ddénde: HT= es la heterocigosis esperada de un individuo tomado al azar dentro del total de las

poblaciones HS= es la heterocigosis media esperada en dicha poblacién (Martinez 2008).
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6. RESULTADOS

6.1. OBTENCION DE LAS COLECCIONES DE TEJIDO FOLIAR Y ADN.

En el presente estudio se destinaron seis sitios de muestreo, distribuidos en las tres zonas del pais

ubicados en diferentes municipios; cada sitio de cultivo representé un grupo poblacional, de los que

se pudo almacenar una coleccidon de muestras del tejido foliar (tabla 3) a las que se les aplico el

protocolo de extraccion CETAB sugerido por Borges et al. (2012) con modificaciones; las

consideraciones que se tomaron en cuenta al determinar que el ADN observado en gel tenia una

integridad adecuada para llevarlo a una reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) fue: presencia de

banda bien definida en la parte superior del gel y un ligero “smear” (Martinez and Zapata 2007),

como lo muestra la fotografia del gel de agarosa con corridas electroforéticas de extracciones de

ADN del grupo poblacional Cantdn San Francisco, los carriles 1, 2, 4 y 6 presentan bandas con mayor

fluorescencia y se debe a que hay una mayor concentracidon de ADN a diferencia de los carriles 3, 5,

7 y 8 cuyas bandas son mas delgadas debido a una menor concentracién (figura 8).

Tabla 3. Procedencia, coleccion de individuos y cantidad de muestras favorables para PCR.

o 4 e ts Muestras
A . .. N° de individuos
Departamento Municipio/ Cantdn o sitio favorables para-
recolectados
PCR
Santa Ana Chalchuapa (Casa Blanca) 10 10
La Libertad Antiguo Cuscatlan (Jardin Botanico La Laguna) 10 6
Cuscatlan Suchitoto (Hacienda los Nacimientos) 10 10
Usulutan Berlin (Cantén San Francisco) 12 11
Usulutan Berlin (Cantdn san Lorenzo) 12 11
San Miguel San Miguel (Cantén La Puerta) 2 1

Figura 8. Visualizacion de 8 bandas de ADN corridas en gel de agarosa al 1% (p/v), pertenecientes al
grupo poblacional Cantdn San Francisco. Foto obtenida con el sistema de documentacion de geles

DNR MiniBIS Pro®.




6.2. AMPLIFICACION POR PCR DE LA REGION ITS2

De las extracciones realizadas, 49 fueron las que se usaron para ser procesadas mediante PCR de la
region ITS2, y se revelaron a través de electroforesis en gel de agarosa al 2% (p/v) que se observan
en las siguientes imagenes (figuras 9.A y 9.B). Para determinar el peso molecular e indicar el nUmero
de pares de bases, se colocd una escalerilla de 100pb en el pozo 1; 2 y 3 son de control en la primer
imagen (9.A), los carriles: 4, 5, 6, 7, 8 y 9 corresponden a producto PCR de la regién ITS2 de muestras
del Jardin Botanico; la segunda imagen (9.B) pozo 1 escalerilla, y carriles: 2, 3,4,5,6,7,8,9y 10
corresponden al producto PCR de la regidon ITS2 en muestras de Cooperativa Pinares de Berlin; por
lo tanto, la técnica utilizada produjo satisfactoriamente bandas bien definidas como consecuencia
de la amplificacidn y el manejo correcto de los oligonucleétidos de la regidén de interés cuyo peso

molecular es de 400 pb tal como lo muestra la corrida en gel.

Figura 9A y 9B. Bandas en geles de agarosa al 2% (p/v) del producto PCR. fotos obtenidas mediante el sistema
de documentacion de geles DNR MiniBIS Pro®. 9.A muestras del Jardin Botdnico y 9.B muestras de Cooperativa
Pinares de Berlin.

6.3. PROCESO DE SECUENCIACION

Del producto PCR obtenido, se secuenciaron 49 muestras, que fueron purificadas previamente, el
método que se utilizé fue el de secuenciacion por electroforesis capilar. Al descargar las secuencias
en formato FASTA, se revisaron en el programa SnapGene mediante la visualizacion en
cromatogramas; pero la primer secuencia que corresponde al grupo poblacional de Casa Blanca, no
cumplié con los estandares de calidad como lo muestran las curvas de fluorescencia no mayores a
40 (grafica 1), por tal razdén, dicha secuencia no se incluyé en los demas analisis; a diferencia del
resto, las 48 secuencias, mostraron valores 6ptimos en rangos de 39 a 40 en adelante (grafica 2,

secuencia 2 de Casa Blanca).
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Grdfica 1. Resultado grdfico de secuenciacion por electroforesis capilar, de muestra 1
correspondiente a Casa Blanca, desarrollada por Applied Biosystems modelo “3730XL” generado
mediante el Software SnapGene®5.3.2.

[GCr‘T \T G GGTCACAAAGTCCGAAAACTC GC‘~~Guﬂ~GCC‘CGCGCGr-TTGGCTTCGuGCTTTTT
|

1 10 20 30 40 50 60 L.4x
Grdfica 2. Resultado grdfico de secuenciacion por electroforesis capilar, de muestra 2
correspondiente a Casa Blanca, desarrollada por Applied Biosystems modelo “3730XL” generado
mediante el Software SnapGene®5.3.2.

6.4. ANALISIS FILOGENETICO

La historia evolutiva se infirié utilizando el método UPGMA, mostrando un arbol éptimo, en el que
se observan tres grupos diferentes que subyacen de sus nodos; los tres agrupamientos estan
constituidos por las 48 secuencias nucleotidicas que representan los seis grupos que conforman las
poblaciones en estudio: Casa Blanca (CB), Jardin Botanico (JB), Hacienda Los Nacimientos (HN-A),
Canton San Francisco (CSF), Cooperativa Pinares de Berlin (CPB) y San Miguel (1G) que representa el

grupo control con la especie I. guatemalensis.

En la distribucién de los dos haplotipos encontrados en los cultivos de /. suffruticosa (grafica 3), el
primer haplotipo destaca las secuencias mas parecidas genéticamente, esta representado por 31
secuencias nucleotidicas: nueve, pertenecen a CB (grupo poblacional 1), seis que corresponden a
CSF (secuencias: 6, 7, 8,9, 10y 11, grupo poblacional 4), diez que integran a HN-A (todas del grupo
poblacional 3) y seis de JB (grupo poblacional 2). El haplotipo dos estd integrado por 16 secuencias
pertenecientes a CSF (secuencias: 1, 2, 3, 4 y 5, grupo poblacional 4) y CPB (grupo poblacional 5).
Entonces, entre los haplotipos 1 y 2, el nimero uno agrupa mas secuencias parecidas
genéticamente; siendo el grupo poblacional 4, el Unico que comparte secuencias con los dos

haplotipos. El haplotipo 3, como es evidente corresponde a la especie I. guatemalensis.
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Grupo poblacional 2

Grupo poblacional 3

— Haplotipo 1
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Grdfica 3. Relaciones evolutivas de las 48 secuencias de nucledtidos de los cinco grupos
poblacionales, mds el grupo control, destacados en los diferentes cuadros de colores en los que se
encuentran.
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6.5. DIVERSIDAD GENETICA

6.5.1. Analisis de Diversidad Haplotipica.

La cantidad de haplotipos (n) encontrados en las poblaciones de I. suffruticosa pertenecientes a
cultivos fue un total de dos, el primer haplotipo se encuentra en 4 grupos poblacionales (CB, CPB,
HN-A y JB) y el segundo en el grupo poblacional de Cantén San Francisco (CSF). La diversidad
haplotipica global (Hd) fue de 0.45883; de forma individual, Unicamente la poblacion del Cantén San
Francisco presenta una diversidad haplotipica mayor a 0.0 de 0.54545. El nimero medio de
diferencias de nucledtidos (K) ha sido de 1.37650 a nivel de poblaciones individuales, la poblacién
gue manifestd tener mayor diferencia ha sido el Cantdén San Francisco con un valor de 1.63636. La
diversidad nucleotidica total (m) esta representada por un valor de 0.00437; y de las cinco
poblaciones de manera individual, unicamente el Cantdn San Francisco refleja una diversidad
nucleotidica de 0.00519, por lo tanto, es el que muestra mayor polimorfismo, a diferencia del resto
gue posee un notable valor de 0.0; con lo que se puede decir que estos cultivos presentan muy bajo

polimorfismo en sus poblaciones (tabla 4).

Tabla 4. Diversidad genética por localidad de I. suffruticosa, basada en un segmento de 315 pb de la
region ribonuclear ITS2. Las abreviaturas son: tamario de la muestra (n), nimero de Haplotipos (Hn),
diversidad Haplotipica (Hd), nimero promedio de las diferencias nucleotidicas por haplotipo (K),
diversidad nucleotidica (r).

Poblaciones N Hn Hd K n
Casa Blanca 9 1 0.0 0.0 0.0
Cooperativa Pinares de Berlin 11 1 0.0 0.0 0.0
Cantén San Francisco 11 2 0.56 1.64 0.005
HaciendaAIgc:‘s“glraecsimientos 10 1 00 0.0 0.0
Jardin Botanico 6 1 0.0 0.0 0.0
Total: 47 2 0.46 1.38 0.004

6.5.2. Diferenciacion genética entre poblaciones.

Segun el modelo de Hudson et al. (1992) se realizé la diferenciacidn genética entre las poblaciones.

Los primeros se basan en el valor HsT =1 — (HS / HT), HS es el promedio ponderado de la diversidad
haplotipica de las subpoblaciones y Hsr es la estimacidon de la diversidad haplotipica de la poblacion
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total. Y para las conjugaciones: CB/CPB, CB/HNA, CB/JB, CPB/HNA, CPB/IB, HNA/IB existe una nula
diversidad haplotipica por cada par conjugado; en los pares siguientes: CB/CSF (0.30682), CPB/CSF
(0.27273), CSF/HNA (0.28877), CSF/JB (0.37762) se observan cifras significativas con las que se
constata que de igual manera en los andlisis anteriores, la poblacidon que aporta mayor diversidad es
la del Cantén San Francisco cuando se relaciona con cualquiera de las diferentes poblaciones y la

que representa mayor diversidad se encuentra en Cantdn San Francisco versus Jardin Botanico.

También se estimo el valor de Kst= 1 — (KS / KT), donde KS es el promedio ponderado de K1y K2
(numero promedio de las diferencias entre las secuencias en subpoblaciones 1y 2, respectivamente)
y KT es el promedio de las diferencias entre dos secuencias de la muestra total (Hudson et al. 1992).
En el coeficiente de diferenciacion genética (Gts), cinco de los pares combinados estan en valores
de 1.0, es decir son los mas diferenciados, siendo el menos diferenciado CSF/JB con 0.19. Para el
coeficiente de diferenciacion genética (Fst) entre las poblaciones relacionadas seis de ellas
presentan poca diferenciacién, una de ellas indica una diferenciacién moderada y tres conjugaciones

presentan una diferenciacién muy grande, esta relacién indica que la diferenciacién genética en

general es predominantemente baja (tabla 5).

Tabla 5. Diversidad genética entre poblaciones de |. suffruticosa, basada en los 315 pb de la region
ribonuclear ITS2. Representada en los siguientes pardmetros: promedio ponderado de la diversidad
haplotipica de las subpoblaciones (HsT), promedio ponderado de K1 y K2 (Kst), Diferenciacion
genética entre poblaciones (GsT) y coeficiente de diferenciacion genética (FsT).

POBLACIONES HST KsT GST FsT
CB/CPB 0.00000 0.00000 1.00000 1.00000
CB/CSF 0.30682 0.90000 0.23107 0.40000
CB/HNA 0.00000 0.00000 1.00000 0.00000

CB/JB 0.00000 0.00000 1.00000 0.00000
CPB/CSF 0.27273 0.81818 0.33333 0.50000
CPB/HNA 0.00000 0.00000 1.00000 1.00000

CPB/JB 0.00000 0.00000 1.00000 1.00000
CSF/HNA 0.28877 0.85714 0.24103 0.40000
CSF/JB 0.37762 1.05882 0.19411 0.40000
HNA/JB 0.00000 0.00000 1.00000 0.00000
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6.5.3. Analisis de Haplotipos.

5.5.3.1 Red de Haplotipos.

En la figura 10, cada circulo representa un haplotipo, el tamano del circulo es proporcional a la
frecuencia de las secuencias que se encuentran en él, por tal razén el circulo mas grande es el
haplotipo uno; el analisis filogenético confirma que en el haplotipo uno se encuentran cuatro
poblaciones (colores: morado CSF, rojo CB, rosado JB y amarillo HN-A) que relne 31 secuencias, el
haplotipo dos posee 16 secuencias conformadas por los grupos CPB (color verde) y CSF (morado); el

haplotipo tres representa Unicamente la secuencia de la especie I. guatemalensis (color ocre).

?
QO
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cB
CPB
CSF
HN-A
JB

IG

000000

Figura 10. Red de haplotipos con secuencias de |. suffruticosa de seis sitios de cultivo distribuidos en
las tres zonas del pais, construida en PopART 1.7 con la red de unidn mediana usando un segmento
de 315 pb de la region ribonuclear ITS2, cada circulo representa un haplotipo, cada color una
localidad y las lineas representan los pasos mutacionales.

5.5.3.2 Distribucion Geografica de Haplotipos.

El haplotipo uno denominado asi por poseer la mayor cantidad de secuencias, se encuentra
distribuido en cuatro sitios de muestreo (figura 11), esto se traduce a que ha tenido mucho mas
tiempo disponible distribuyéndose en las diferentes regiones de cultivo de dicha planta; caso
contrario el haplotipo dos que se denomina mas reciente y solo se encuentra en dos sitios de
muestreo, estan relativamente cerca y en la Zona Oriental, Este haplotipo resulta ser privado para

dicha zona del pais por no haber tenido las mismas facilidades de dispersion, por ende menos
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utilizado para fines agricolas. Y el haplotipo tres como especie control perteneciente a la Zona

Oriental.
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Figura 11. Distribucion geogrdfica de haplotipos en los sitios de cultivos, construida en PopART 1.7 en
vista de mapa usando un segmento de 315 pb de la region ribonuclear ITS2.

6.5.4. Diseiio y resultados de AMOVA.

Para determinar cémo esta repartida la variacidon genética se realizd la prueba de AMOVA para 3
sitios segregantes o polimdrficos, que se han estimado mediante los analisis de variabilidad genética.
Este andlisis reveld una notable diferenciacién en el indice de variacién porcentual de 77.15 % de la
variacion genética repartida entre individuos de las poblaciones; mientras que el 22.85 % se debe a
variaciones dentro de las poblaciones. Por lo tanto, se mostrd que la mayoria de la variacion genética
observada reside en las diferencias entre las poblaciones y menos diferencias dentro de las

poblaciones (tabla 6).
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Tabla 6. Andlisis de Varianza Molecular (AMOVA) de 47 secuencias de . suffruticosa de cinco sitios
de cultivo, mediante los programa RStudio Arlequin 3.5 (Excoffier and Lischer 2015).

Fuente de Suma de Componentes Variacién
variacion cuadrados de la varianza porcentual
Entre la
poblacién 46.956 0.62067 77.15 %
Dentro de las
poblaciones 16.364: 0.18386 22.85 %
Total 63.319 0.80453 100%

6.5.5. Estimacion del indice de fijacion por pares de poblacidn (Fsr).

La matriz de distancia génica que estd en la tabla 7, muestra los resultados que surgieron al medir el
grado de diferenciacién genética entre las diferentes poblaciones, segln las estimaciones con las
que se puede catalogar la diferenciacién genética, existen tres pares de poblaciones que tienen un
valor Fsr de 1.0 (CPB/CB, HN-A/CPB y JB/CPB), por lo tanto su diferenciacion es muy alta; los valores
de Fsr de 0.5 (CSF/CPB), 0.4 (CSF/CB y HN-A/CSF respectivamente), 0.35 (JB/CSF) también aportan
una diferenciacion genética muy alta; se evidencian tres pares de poblaciones (HN-A/CB, JB/CB y

JB/HN-A) que reflejan una estimacion del Fsr de 0.0 cuya diferenciacidn genética resulta ser poca.

Los valores de P en la prueba de significancia basada en 1,023 permutaciones, en los diez casos
posibles de las comparaciones, seis de ellos presentan valores significativos, deduciendo que en la

mayoria de los casos conjugados la variacidn ocurre mas entre algunas poblaciones.

Tabla 7. Método de distancia: diferencia por pares de las 5 poblaciones utilizando los programas
RStudio® y Arlequin 3.5, para determinar el indice de fijacion (Fst). Sobre la diagonal valores de P y

bajo la diagonal valores Fst, CB: Casa Blanca, CPB: Cooperativa Pinares de Berlin, CSF: Cantdn San
Francisco, HN-A: Hacienda Los Nacimientos Aguilares, JB: Jardin Botdnico. *: valores de p<0.05.

POBLACIONES CB CPB CSF HN-A JB
CASA BLANCA = *0.00 *0.0105 0.0994 0.0994
COOPERATIVA PINARES DE BERLIN | 1.00000 - *0.0023 *0.00 *0.00
CANTON SAN FRANCISCO 0.40091  0.52381 = *0.0062 0.0457
HACIENDA LOS NACIMIENTOS 0.00000  1.00000 0.41515 - 0.099
JARDIN BOTANICO 0.00000  1.00000 0.35135 0.00000 =
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7. DISCUSION DE RESULTADOS

Siguiendo los criterios sugeridos por Martinez y Zapata (2007) para una debida evaluacion de los
acidos nucleicos extraidos en muestras de tejido vegetal y llevarlos a una correcta aplicacidon de
técnicas moleculares, se pudo determinar que las bandas del ADN extraido de [. suffruticosa
cumplieron con un estandar éptimo (presencia de banda bien definida en la parte superior del gel y
un ligero “smear”), por lo tanto, se comprobd que la extraccion de ADN gendmico y amplificacion
aportaron buenos resultados en la secuenciacidén del material genético del grupo poblacional 1 Casa
Blanca: con 10 muestras, grupo poblacional 2: Jardin Botdnico con 6 muestras, grupo poblacional 3:
Hacienda los Nacimientos con 10 muestras; grupo poblacional 4: Cantén San Francisco con 11
muestras; grupo poblacional 5: Cooperativa Pinares de Berlin con 11 muestras, mas la muestra
perteneciente a la especie I. guatemalensis, haciendo un total de 49 muestras procesadas por PCR,
que fueron utilizadas para la secuenciacion, 48 de ellas cumplieron con los estandares requeridos
para la aplicacion de los diferentes indices, sin embargo la primer muestra del grupo poblacional 1

Casa Blanca, fue excluida por no cumplir requisitos esperados como lo muestra el grafico 1.

Las poblaciones de /. suffruticosa estudiadas presentan un alto flujo genético, esto se puede explicar
por la alta movilidad del germoplasma debido a un proceso de seleccidn artificial constante en las
diferentes zonas de cultivo, revelados por los valores generales muy bajos de diversidad haplotipica
(Hd = 0.46) y nucleotidica (t = 0.004); y, por consiguiente, una variabilidad genética baja. Estos
valores estan asociados a procesos endogamicos y de autopolinizacion tipicos de sistemas de
monocultivos, como también lo describe Ruiz et al. (2018) en su estudio de variabilidad genética en
especies cultivadas y silvestres de amaranto, en la que discute datos de baja diversidad genética

producida por el alto porcentaje de autopolinizacion.

Sin embargo, al comparar la diversidad genética por localidad en el caso del Cantén San Francisco,
presenta valores de diversidad haplotipica (Hd = 0.56) y nucleotidica (m = 0.005) mayormente
significativos frente a los demas datos y la presencia de dos haplotipos, esto es, por que a diferencia
de las demds poblaciones este germoplasma se ha tomado de su medio silvestre y ha sido
incorporado a sistemas agricolas mds recientes en zonas rurales (como atestiguan los agricultores
de dicho sitio) debido a la necesidad de diversificar cultivos para mejorar sus ingresos econémicos.

La diversidad genética “entre” poblaciones segun los parametros establecidos de diversidad
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haplotipica (HsT) con la destacada diferencia que ofrece Cantén San Francisco al relacionarlo con
cualquier otro grupo poblacional (CB/CSF (0.30682), CPB/CSF (0.27273), CSF/HNA (0.28877), CSF/IB
(0.37762)) aporta datos con mayor significado debido a sus diferenciados rasgos genéticos que
conservan las plantas que no han sido utilizadas para cultivos; en el caso del indice de diferenciacién
genética FsT representado en la Tabla 5, es predominantemente baja es decir que solo tres de las
diez conjugaciones de pares de poblaciones aportan datos de diferenciacidon genética muy notable,

esto es destacable al reconocer que dichas poblaciones a nivel genético son bastante homogéneas.

Los resultados obtenidos del andlisis de varianza molecular (AMOVA) que se realizé a las cinco
poblaciones, destacan que el mayor porcentaje de variabilidad se detectdé entre poblaciones
(77.15%), a diferencia de la variacion dentro de las poblaciones que ha sido menor (22.85%), lo
anterior puede esperarse ya que niveles bajos de varianza molecular dentro de poblaciones tiene
como consecuencia diversidad haplotipica baja, como ya lo reflejan los analisis de indices de
diversidad genética. La baja diversidad genética podria deberse a la autopolinizacidn, sistema de
reproduccion propios de /. suffruticosa; esto también ha ocurrido en cultivos con otras especies
como Indigofera tinctoria L. al realizar la comparacién con el estudio de Diversidad genética de .
tinctoria L. en las islas de Java y Madura, basado en marcadores de repeticién de secuencia
intersimple (Hariri et al. 2017b), el analisis de varianza molecular mostré que el 63% de la variacion
genética residia entre las poblaciones, mientras que el 37% residia dentro de la poblacién. Por tal
razon, a esta baja diversidad se le atribuye a que las plantas autopolinizantes cominmente exhiben

una menor variacién genética dentro de su poblacidn que entre las poblaciones.

Al realizar la estimacion del indice de fijacion por pares de poblacion (Fsr) se ha encontrado
claramente diferenciacién génica muy alta, por ejemplo, para los casos de Cooperativa Pinares de
Berlin y Casa Blanca; Hacienda Los Nacimientos y Cooperativa Pinares de Berlin con un Fs=1.0

; ¥y Cantdn San Francisco con Casa Blanca con un Fst=0.4. Al parecer entre mayor sea la distancia
geografica mayor ha sido la diferenciacidn genética; coherente con lo anterior en el caso de Hacienda
los Nacimientos y Casa Blanca se ha encontrado un Fst=0.00 resultdé ser poca, debido a que
geograficamente se encuentran mdas cerca. Sin embargo y contrario a lo anterior, en el caso de El
Cantén San Francisco y Cooperativa Pinares de Berlin muestran alta diferenciacién genética Fs7=0.5
aunque dichos cultivos se encuentran en una misma zona geografica, esto se debe a que existe un

flujo génico menor y partiendo del hecho que provienen de grupos haplotipicos diferentes y uno en
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comun, dichos cultivares estan tan diferenciados genéticamente por que el germoplasma no se estd
mezclando, y aunque se encuentren geograficamente cercanos estan a una distancia tal que no es

posible intercambiar material genético por medios naturales.

La topologia de la red de la figura 10 muestra tres haplotipos, el haplotipo uno se encuentra presente
en la mayoria de las secuencias, ademas estd en casi todas las regiones muestreadas, por tal razén
se considera el mas usado para fines de cultivo, por lo tanto, ha sido sometido a una presién de
seleccidn artificial para la produccién agricola, lo que le ha permitido tener un mayor desplazamiento
o flujo génico. Al pasar al haplotipo dos se observan tres pasos mutacionales por lo que se deduce
probablemente un proceso de expansion reciente tal como lo muestra también la genealogia en el
Dendrograma (grafica 3) que geograficamente se encuentra en un Unico departamento en la zona
oriental, denominado haplotipo privado. La dindmica entre los dos haplotipos plantea la hipdtesis
gue el haplotipo uno ha sido utilizado en la agricultura salvadorefia por mds tiempo que el haplotipo
dos, por cuanto la frecuencia del H1 es mayor que la del H2. Existen seis pasos mutacionales entre
el haplotipo dos de la especie I. suffruticosa y haplotipo tres de la especie I. guatemalensis, este es
un dato muy importante pues se deduce que son mds cercanos y revelan que para el evento de
especiacién solo se necesitd el doble de pasos mutacionales que dividen los haplotipos uno y dos.
Es importante mencionar que esta interpretacion debe restringirse a la region del gen ITS2 evaluada
en este estudio, pero plantea claramente la necesidad de realizar mds estudios de este tipo con el

uso de otros marcadores moleculares.
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8. CONCLUSION
El protocolo de extraccién de ADN de tejido vegetal usado en hojas de /. suffruticosa, demostré ser
favorable, facilitando la amplificacidon de la region ribonuclear ITS2 mediante PCR, dando como

resultado una secuenciacién exitosa que permitio la realizacion de los demas andlisis.

Los valores dados sobre diversidad haplotipica y nucleotidica resultaron ser bajos, debido a la alta
movilidad del germoplasma, propiciado por la seleccidn artificial, lo que explica su baja variabilidad

genética en la mayoria de las poblaciones.

Los analisis realizados a las diferentes poblaciones de cultivos de . suffruticosa, hablan de una baja
variabilidad genética y la presencia de muy pocos haplotipos. Esto indica una notable disminucidn
de la diversidad genética en el germoplasma usado en este rubro por el hecho de ser monocultivos

y estar expuestos a eventos de autopolinizacidén, ademas de la presién de seleccion artificial.

La baja diversidad genética observada también fue comprobada con el AMOVA realizado, al saber
que la mayor variabilidad genética reside entre poblaciones, y la menor variacién se detectd dentro
de las poblaciones; por lo tanto, niveles bajos de varianza molecular dentro de poblaciones es

consecuencia de diversidad haplotipica baja.

La diferenciacidn genética dada por el indice de fijacion por pares de poblacion (Fsr) revela que, entre
mayor sea la distancia geografica en la que se encuentren las poblaciones de cultivos, la
diferenciacion genética sera mayor y viceversa; pero en el caso de Cantén San Francisco y
Cooperativa Pinares de Berlin existe una diferenciacién genética alta a pesar de que se ubican en
una region geografica relativamente cercana, esto ocurre porque posiblemente entre ellas no existe

una facilidad flujo génico.

Se encontraron dos haplotipos de la especie I. suffruticosa, concluyendo que el haplotipo uno ha
sido mayormente usado en la agricultura salvadoreiia por estar mayormente distribuido, dicho
germoplasma conserva las cualidades dptimas para la produccién del tinte. En cambio, el haplotipo
dos encontrado solamente en la zona oriental, ha sido tomado del medio silvestre e incorporado de
manera mas reciente a cultivos. Por tal razén es importante conocer caracteristicas genéticas que

puedan ser usadas en conveniencia como de conservacion.
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9. RECOMENDACIONES

Continuar y priorizar investigaciones mediante la técnica barcoding para plantas e incluir
diferentes tipos de marcadores moleculares en I. suffruticosa, para la obtencion de nuevos
datos e incrementar su valor en la identificacién de loci asociados con caracteristicas
cuantitativas que puedan resultar de valioso interés y conocimiento sobre el estado genético

de la planta en el pais.

Realizar investigaciones en especies que no procedan de cultivos y cultivadas de I.
suffruticosa e incluir mas sitios de muestreo de diferentes areas geograficas del pais, con
una mayor cantidad de accesiones para ampliar el conocimiento sobre el estado genético

de dicha planta y tener un mejor manejo para fines agricolas como de conservacién.

Disefiar planes de mejoramiento para la produccidon de afil en estado de cultivo,
correlacionando el porcentaje de indigotina con los diferentes haplotipos encontrados de la

especie I. suffruticosa.

Rastrear el origen de I. suffruticosa mediante técnicas moleculares, muestreado poblaciones
silvestres, con el fin de conocer su ancestro comun y relacionarlo con su forma de

distribucion.

Disefar programas de conservacion que involucren la agroecologia rural como sector valioso
en los que se conservan in situ reservas de germoplasma tradicional no solo de la especie /.
suffruticosa sino también otros diferentes géneros que son usados para la produccion del

anil.
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11. ANEXOS

1. Seleccidn y toma de muestras de 2. Lavado de las hojas seleccionadas
tejido foliar de /. suffruticosa. para evitar contaminacion.

_ 4. Preservacion de hojas en 5. Seleccion de muestras
3. Secado de las hojas sobres para tratarlas con el para herbario.
desecante.

1. Seleccién y recolecta de muestras de /. suffruticosa para extraccion de ADN y preparacién de
herbario, Hacienda los Nacimientos, Departamento de Cuscatldan, Municipio de Suchitoto, Cantdn
San Lucas.
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1.Macerado de hojas 2. Pesado de tejido 3. Adicién de buffer
deshidratadas. molido. de extraccién.

6. Trasegado de la fase

5. Centrifugado para acuosa.

4. Digestion de las separar fases.
muestras a 65°C, 30 min.

E) o

8. Lavados con etanol al 70% y 90%.

7. Tratamiento con
solventes organicos.

2. Proceso de extraccién de ADN de hojas de I. suffruticosa. En el laboratorio de Biologia Molecular
y Celular de la Escuela de Biologia.

47



1.Elaboracién de Master Mix para PCR.

3. Programado del

termociclador. 4. Sembrado de carga de amplificaciones para

corrida en electroforesis en gel de agarosa al 2%.

5. Visualizacién del producto PCR a través del
Transiluminador, y documentado de las fotografias con
las bandas del gen ITS2.

6. almacenaje de los
productos PCR para el envio a
secuenciar a una T° de -20 C.

3. Ejecucidn de la técnica Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR); visualizacién del ADN de las
amplificaciones con el gen ITS2, en gel de agarosa al 2% y almacenaje de las muestras para el envio
de secuenciacion. En el laboratorio de Biologia Molecular y Celular de la Escuela de Biologia.
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4. Parte de las colecciones de Indigofera suffruticosa e Indigofera guatemalensis, que se tomaron
de los diferentes cultivos muestreados y que estan depositadas en herbario del Jardin Botanico
LAGU (Asociacién Jardin Botdnico La Laguna)

Flora of El Salvador
Fabaceae
Indigotera suffruticosa M.

Depto. ( atlan, Mpio. Suchutoto, Ctén. San Lucas, Hda
Los Nac ntos

89°8'47

W, 13°58'S3.46"N 268 m

Arbuste

Leg.: Reyes, MD. sn [JBLOS258] 21.0ct.2021
l Det.: D Reyes (UES) 2021-10

Herbara: B LAGU MO
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Flora of El Salvador

Indigofera suffruticosa M. =
Depto. Usulutin, Mpio. Berlin, Cton, San Francisco
8832'30.6"W, 13°30'11 71N

Arbustc

frutos verdes

Leg.: Reyes,M.D. 0 [JBLOS204] 12Jul.2021

Det.: D Rodriguez (LAGU) 2021-03
————— .

Nombre comin local: afil

Herbaria: LAGU
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