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RESUMEN

Bixa orellana o “achiote” como es conocido en México es la fuente de bixina, un pigmento
apocarotenoide natural derivado del pericarpio de la semilla del achiote, es considerado
como un colorante natural no toxico para alimentos y aditivos. Es usado en las industrias
alimentarias, cosméticas y textil. El presente trabajo tuvo como objetivo estudiar la variacion
somaclonal en cuatro morfotipos de plantas micropropagadas de achiote usando la técnica
de marcadores moleculares SRAP. Se estandarizaron y obtuvieron perfiles alélicos de trece
marcadores SRAP para cuatro grupos de morfotipos denominados NE (40), YUC (40), PR
(40), PV (40) y VAR (1), para una poblacion total de 161 individuos. Se detectaron 674
alelos en un rango desde 50 a 700pb. EI nUmero de alelos por locus varié desde 21 (Dclsoo
—0dd2) y 75 (Me2700 — Sa9), con un promedio de 52 alelos por locus. El cebador Dclggo —
0Odd15 resultd el de mayor capacidad para discriminar loci, le siguié el cebador Me27q0 —
Sal6 y el cebador Me2700— Odd26 demostrd una ligera menor capacidad de discriminacion.
El Contenido de Informacién Polimérfica varié de 0.382 a 0.326 con un promedio de 0.355.
Los analisis de conglomerados y de Coordenadas principales demostraron el agrupamiento
de individuos por morfotipo y una variacion minima entre ellos. El protocolo desarrollado de
micropropagacién in vitro para Bixa orellana L. conservd la estabilidad genética de las
plantas regeneradas, por lo que es recomendable para llevar a cabo propagacion clonal a

gran escala de la especie.




ABSTRACT

Bixa orellana or "achiote" as it is known in Mexico is the source of bixin, a natural
apocarotenoid pigment derived from the pericarp of the achiote seed, it is considered as a
non-toxic natural food coloring and additive. It is used in the food, cosmetic and textile
industries. The present work aimed to study the somaclonal variation in four morphotypes
of micropropagated achiote plants using the SRAP molecular marker technique. Allelic
profiles of thirteen SRAP markers were standardized and obtained for four groups of
morphotypes called NE (40), YUC (40), PR (40), PV (40) and VAR (1), for a total population
of 161 individuals. 674 alleles were detected in a range from 50 to 700 bp. The number of
alleles per locus ranged from 21 (Dclge - Odd2) to 75 (Me2700 - Sa9), with an average of 52
alleles per locus. The primer Dclsp-Odd1l5 was the one with the highest ability to
discriminate loci, followed by the primer Me2700-Sal6 and the primer Me270,-Odd26 showed
a slightly lower ability to discriminate. The Polymorphic Information Content ranged from
0.382 to 0.326 with an average of 0.355. The cluster and principal coordinate analyze
demonstrated the grouping of individuals by morphotype and a minimal variation between
them. The in vitro micropropagation protocol developed for Bixa orellana L. preserved the
genetic stability of the regenerated plants, so it is recommended to carry out large-scale

clonal propagation of the species.




INTRODUCCION

Desde épocas muy remotas, la humanidad ha usado pigmentos de origen vegetal para tefiir
sus vestidos, adornar su hogar, darle color a sus comidas y bebidas, y para embellecer su
cuerpo. Es de destacar que, en los Ultimos tiempos, el afiadido de colorantes juega un rol

grande en las industrias modernas de alimentos y cosméticos (Rem y Espig, 1991).

Bixa orellana L. es un cultivo que se realiza en tierras bajas del tropico de América Latina
donde es extensamente cultivado por sus semillas, las cuales producen bixina, un pigmento

que va desde un color amarillo brillante a un rojo anaranjado.

La bixina es un pigmento apocarotenoide natural derivado del pericarpio de la semilla del
achiote (Math et.al. 2016); también, es considerado un colorante natural aceptado como
aditivo no toxico para alimentos. El nimero E160b corresponde a annato, bixina y norbixina.
Es aceptado a nivel Internacional, por la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacion y la Agricultura (FAO), la Comunidad Econémica Europea (CEE) y por la
Administraciéon de Alimentos, Medicamentos y Cosméticos (FDA&C) (JECFA, 2003).

En México el area cultivada de esta especie es reducida debido al desconocimiento sobre
el rendimiento (contenido de bixina y de carotenoides totales) de las diferentes variantes
(Godoy, 2000). Por ello se ha convertido en el objeto de estudio de diversos grupos de
investigacion, que en conjunto buscan elucidar los aspectos ecoldgicos, condiciones de
cultivo, las bases genético-moleculares de la biosintesis de sus carotenoides (Leal y
Michelangeli, 2010; Jako et.al. 2002; Bouvier et al., 2003), asi como estudiar la variabilidad
morfoldgica y genética presente entre las variantes de Bixa orellana L. (Valdez-Ojeda,
2006).

Las mayores dificultades del cultivo de achiote son la variacion contrastante en la
produccion y calidad de sus pigmentos, asociada con variacion entre el color de la flor y
fruto, asi como su dehiscencia (fruto abierto) e indehiscencia (fruto cerrado) al madurar,
(Fortuny-Ferndndez, 2007; Valdez-Ojeda et al. 2008). Los frutos dehiscentes dejan
expuestos a los pigmentos de las semillas y se ven afectados por diversos factores bi6ticos
y abidticos, los cuales pueden causar la degradacion de estos y pérdida de semillas
(Romero-Lépez, 2015).




En un esfuerzo por dar solucion a las multiples problematicas que presenta el cultivo de
achiote en el afno 2008 se crea “La Red de Achiote”, integrada por 12 investigadores
pertenecientes a diferentes instituciones, entre ellas el Instituto Tecnoldgico de Conkal (IT
de Conkal), la Universidad Auténoma de Chapingo (UACh), el Centro de Investigacion
Cientifica de Yucatan (CICY), la Universidad Autbnoma de México (UAM) vy el Instituto
Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP), quienes trabajan
en conjunto con mas de 15 productores principalmente de la Peninsula de Yucatan (SNICS,
2015).

Analizar y clasificar a los cultivares de acuerdo con el contenido de bixina y las
caracteristicas morfoldgicas, facilitaria la rapida y adecuada seleccion de los genotipos
parentales (Valdez-Ojeda, 2006), para su micropropagacion y para su futuro mejoramiento
genético de tal forma que se optimicen los cultivos de achiote y puedan obtenerse plantas
mas homogéneas y una produccién mayor de semilla y consecuentemente de pigmento

bixina.




CAPITULO I. ANTECEDENTES

1.1 Bixa orellana
1.1.1 Origen y distribucion geogréfica

El achiote (Bixa orellana L.) tiene su origen en la region de Acre, la cual se encuentra
ubicada al suroeste de la Amazonia. El achiote, o urucd, como se le conoce en Brasil, se
encuentra entre una de las primeras plantas domesticadas por los indios de esa regién, que
probablemente usaron la planta para llevar a cabo sus diversos ritos ceremoniales (Pérez
y Becerra. 2003).

Ademas de la especie B. orellana, otras especies no cultivables como B. urucurana, B.
platycarpa, B. arborea y B. excelsa se presentan en el género Bixa. Recientemente se
demostr6 que la especie cultivable fue domesticada a partir de la especie no cultivable, B.
urucurana, esto a través de la informacion bioldgica, arqueoldgica y etnografica del género,
integrado a las observaciones etnobotanicas sobre poblaciones cultivables (Moreira et al.,
2015).

El Achiote es cultivado a lo largo de diversas areas tropicales en el mundo, las mas
comunes son: México, las Islas Caribefias, sur de Paraguay, Africa, Asia y El Pacifico (Baer,
1976). Antes de la época de la Conquista de América el achiote se distribuia desde México
hasta Brasil. Una vez llegados los conquistadores la planta fue introducida a diversos paises
de los continentes asiatico y africano, quienes ahora cultivan y explotan comercialmente
este cultivo, siendo Africa el mayor productor de achiote en el mundo (Avalos-Fernandez,
2013).

En México las principales plantaciones se encuentran en los Estados de Quintana Roo,
Tabasco y Yucatan, aunque se ha reportado presencia de plantaciones en los estados de
Puebla, Jalisco, Michoacén, Nayarit, Guerrero, Oaxaca, Veracruz, Campeche y Chiapas
(SNICS, 2015).

En Yucatéan, se ha indicado principalmente al norte de la peninsula yucateca; donde su uso

autéctono de medicina tradicional y colorante en alimentos se asocian a un cultivo




doméstico (Donkin, 1974), facilita su siembra cerca de sus casas y preservada por su

interés culturalmente antiguo, de la cual es propagada facilmente por semilla.

1.1.2 Clasificacién taxonémica.

De acuerdo con el Servicio Nacional de Inspeccion y Certificacion de Semillas, la

clasificacion taxonémica de Bixa orellana se muestra en el siguiente cuadro:

Reino Plantae
Division Magnoliphyta

Clase Magnoliopsida
Orden Malvales
Familia Bixaceae
Género Bixa
Especie Bixa orellana

Cuadro 1 Clasificacion taxondmica del achiote (SNICS, 2015).

El nombre cientifico del achiote se deriva de bija (palabra caribefia) orbiché y de orellana
por el primer explorador del rio Amazonas Don Francisco de Orellana; mientras que su

nombre comuan proviene del nahuatl achiotl (Godoy, 2000).

1.1.3 Descripcién botanica

Bixa orellana es una planta arbustiva de la familia Bixaceae, cultivada, perenne, con una
altura promedio de tres a diez metros (Pérez y Becerra, 2003) (Figura 1). Su raiz es
pivotante, con una gran cantidad de raices secundarias y terciarias, al llegar a la etapa
adulta posee un sistema radical bien desarrollado (Arce, 1984). El tallo alcanza un didmetro
que va de 10 a 30 cm, su corteza es de color café claro, algo fisurada y la cual se desprende
facilmente en largas tiras, internamente posee un color amarillo o amarillo-naranja, con
savia anaranjada, pegajosa, ligeramente amarga (Narciso Reyes, 2012). Sus hojas son
alternas con peciolos largos, anchamente ovadas, de 8 a 20 cm de largo, acuminadas,
truncadas o redondeadas en la base, enteras y menudamente lepidotadas por debajo

(Standley, 1923). Las flores son actinomorfas, hermafroditas, polistémonas con unicarpelo




y 6vulo unilocular (Decraene, 1989), su estigma permanece por encima de las anteras,
tienen un didmetro promedio de 3-6 cm, con pedicelos de 7-16 mm de largo, y un anillo de
glandulas debajo del caliz, florece escalonadamente, comenzando por los capullos
terminales (Rivera y Flores, 1988; Leal y Michelangeli, 2010). El pistilo tiene el ovario
unicelular con numerosos 6vulos en dos placentas parietales, los estambres crecen

adoptando una direccidn circular (Ledn, 2000).

El fruto es una capsula roja, de 2 a 6 cm de largo, compuesta de valvas o segmentos, con
pelos gruesos espinosos, dehiscente (fruto abierto), y al madurar se separan en dos valvas
de simetria bilateral, aunque pueden encontrarse variantes indehiscentes (frutos cerrados);
que al madurar pasa a pardo rojizo oscuro. La fructificacién en general ocurre entre los
meses de diciembre a junio, pero este puede ser variable dependiendo del manejo que
reciba la plantacion. La coloracion de la capsula depende de la variante, las hay verdes,
rojas ocres y amarillas (Figura 2).

La dehiscencia e indehiscencia Unicamente se percibe cuando los frutos estan
completamente secos y puede ser completa o incompleta (Figura 3). El fruto en su parte
exterior se distingue por unas protuberancias de forma triangular y en su interior se haya
una placenta donde se aloja la semilla (Zotyen-Quan, 2002). La producciéon de semillas
inicia a partir de los dos afios, una vez que cumple tres afios la planta, su produccién se
vuelve constante. En promedio, una plantacion resulta redituable por un periodo de 12 afios,
aungue varia de acuerdo con las condiciones del suelo, el clima y el manejo (Pérez y
Becerra, 2003).




Figura 2. Variedad morfolégica en frutos de Bixa orellana. A. Planta Cicy 1, flor lila. B. Planta F187,

flor blanca. C. Planta F133, flor rosa. (Foto: Margarita de Lourdes Aguilar Espinosa).

Figura 3. Ejemplo de dehiscencia e indehiscencia del fruto de Bixa orellana L. (Foto: Claudine del

Jesus Gallegos Brito).




1.1.4 Habitat

El achiote prospera en zonas tropicales y subtropicales, se adapta a distintos tipos de clima
y suelo. Crece en altitudes desde 100 hasta 1000 msnm, aunque prospera mejor en zonas
relativamente bajas (100 a 500 m) y planas. Soporta temperaturas desde 24 hasta 35°C,
sin heladas, y precipitaciones anuales de 1000 a 1200 mm de moderadas a altas. Se puede
encontrar desde el sur de México y las islas del Caribe hasta Paraguay y Bolivia (Pérez y
Becerra,; Leal y Michelangeli, 2010).

1.1.5 Reproduccién

De acuerdo con el indice de heterocigosidad encontrada, B. orellana es de polinizacion
abierta, y, ademas, entomdfila, es decir, incluyen la participacién de polinizadores como son
los insectos (abejas, avispas, hormigas, moscas y mariposas), que favorecen la variabilidad
genética, es especial las abejas Apidae-Mellipona, las cuales son predominantes en la
peninsula de Yucatan (Portela de Carvahlo et al., 2005).

Rivera-Madrid et al., 2006 report6 estudios sobre la polinizacién artificial donde se
obtuvieron cruzas de parentales seleccionados a través de la manipulacion de la interaccién
de polen-pistilo, menciona que los granos de polen son liberados de la antera, antes de la
receptividad del estigma, lo cual puede influir en el entrecruzamiento. Se comprobé que B.
orellana si presenta autopolinizacion artificial y no es exclusiva de la polinizacion abierta
obligatoria, lo cual demuestra que B. orellana, presenta ambos tipos de polinizacion, aunque
es preferente por la polinizacion cruzada (Valdez-Ojeda et al., 2010) lo cual radica en una
gran variabilidad en la descendencia la cual se manifiesta en las formas, tamafio y

coloracién en las capsulas.

1.2 Importanciay usos

La importancia internacional del achiote radica en su colorante, la bixina, la cual se
encuentra en el arilo que rodea la semilla. En el arilo se almacena més del 80% de bixina,

pigmento de estructura carotenoide al cual tiene diversos usos (Valdéz-Hernandez, 1991).
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La importancia del achiote se debe a su uso como agente pigmentante principalmente en
las industrias alimentarias, farmacéuticas y cosméticas. Asi también, tiene sus aplicaciones
en ceramica, pintura, barnices, lacas, en la tincion de telas de seda y algodon, y en la

alimentacién de aves (Godoy, 2000).

Aunque el JECFA (Joint Expert Committee on Food Additives) no permite su uso como
condimento (Scotter et.al., 2002), es ampliamente usado como tal para la preparacion de
platillos y bebidas tradicionales en México, Centro y Sudamérica. Las semillas de achiote
son ademas utilizadas en raciones para gallinas ponedoras, para mejorar la pigmentacion

de la yema (Leal y Michelangeli, 2010).

1.3 Bixina

La bixina es el principal constituyente de la semilla del achiote, un colorante que se
encuentra en la cubierta exterior de la semilla del fruto, representa el 80% de los pigmentos
totales de la semilla (Devia y Saldarriaga, 2003). La bixina es un compuesto de 25 4&tomos
de carbono con 9 dobles enlaces, cuyo nombre quimico es el éster monometilico del &cido
6,6’-diapo-y, y-carotenodioico (Aparnathi et al., 1990).

CHs CHj

A ™ COOCH;

~ NN T\
CH3 CH;

Figura 4. Estructura quimica del apocarotenoide bixina.

HOOC™ ™

La bixina es de color rojo oscuro, quimicamente es un 4cido carotendico (Jaramillo, y
Mufoz, 1992). Es insoluble en agua y altamente soluble en cloroformo, aceites vegetales,
acetato de etilo y propilenglicol (Romero-Lopez, 2015), ademas de su facilidad para
absorberse a los pH alcalinos de la mayoria de los alimentos y su capacidad de convertirse
a una sal mas estable. Tiende a degradarse en presencia de luz y temperaturas altas; es

resistente a acidos, alcoholes y a la accion microbiana (Leal y Michelangeli, 2010).
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La bixina presenta actividad antioxidante, asi como la capacidad de proteger al DNA de
sustancias gue le provocan dafos, ademas de que a este compuesto no se le han atribuido
efectos de tipo genotdxicos o carcindgenos (Trujillo-Hernandez, 2013; Agner et al., 2004).
Actualmente, la bixina esta siendo empleada como un producto para consumo humano
seguro en América Latina, ya que es reconocida por su nula toxicidad y denominandola
como uno de los colorantes permitidos por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS),
siendo aceptado como aditivo de color por la Administracion de Alimentos, Medicamentos
y Cosméticos de los E.E.U.U. (FDA&C). Mundialmente, es el segundo colorante natural de
mayor importancia econémica, empleado en sustitucion de tartrazina, un colorante sintético

que se ha prohibido en muchos paises (JECFA, 2003).

1.4 Cultivo y produccion.

De acuerdo con Moreira et al., 2015, la produccion de semilla de achiote es de
aproximadamente 17,500 toneladas/afio a nivel mundial. A pesar de que se produce en
varios paises tropicales Brasil y Peru son las principales fuentes de abasto. Smith y Wallin
(2006), suponen que 7,500 toneladas de la produccién mundial se usan como colorante
alimentario en todo el mundo, y el resto de 7,000 toneladas son para el consumo local de
los paises productores, entre ellos Brasil, Pert y Ecuador, donde se utiliza como especia
y/o condimento, principalmente; también se describe que alrededor del 52% de la
produccion mundial es consumida a través de las importaciones tanto de semilla o extracto,

donde Norteamérica, Europa, Japon, son los mercados principales.

En México, la produccién alcanza 637 toneladas, con un promedio de 1.22 Ton/Ha de
rendimiento, adquiriendo valor de $20,720.97/Ton (datos SIAP, 2018); sin embargo, los
valores de produccion del achiote se basan muchas veces en interpretaciones, por lo que

la cifra real permanece sobreestimada.

1.5 Problemética

Godoy-Hernandez en el 2000 hace un andlisis de las causas que estarian ocasionando que
el achiote se considere un cultivo sub-explotado a diferencia del henequén, frijol, calabaza,

chile, jitomate, papaya, en otros. El Sureste Mexicano es el hbitat natural del achiote y aun
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asi la produccion no es suficiente para cubrir la demanda del pais, llevando a la decisién de

importar la semilla de otros paises. Entre las probleméticas que el cultivo presenta estan:

a) Las semillas provienen en su mayoria de huertos familias, lo que resulta en una alta
variacion en los contenidos de bixina.

b) Falta de estudio en el tipo de variedades existentes que se caractericen por producir
el mayor contenido de bixina.

c) Aun estando en su hébitat la planta es atacada por hongos, lo que hace preguntar
gue otras plagas o enfermedades se presentarian al hacer extensionismo agricola.

d) En Yucatan las empresas productoras de condimentos (mayores consumidores de
la semilla) compran las semillas por su peso y no en base al contenido de bixina que
puedan tener. Lo que hace que se pierda el interés de cultivar variedades
especificas y que los productores no aseguren su cultivo por la cantidad de bixina
gue puedan producir lo que les resultaria en una mayor ganancia.

e) Apoyo gubernamental deficiente para continuar con el estudio del achiote.

f) Se tiene la necesidad de crear alternativas para la comercializacion de las semillas,
que permitan la competencia en precios que resulten favorables para los

productores y que éstos mantengan una produccién continua del cultivo.

Giridhar y colaboradores en el 2012, public6 que para que la semilla de achiote pueda ser
exportada se requiere de un contenido de bixina minimo de 2.7%, y en México el promedio
registrado varia de 1.5-2.5%, otra raz6n mas para estudiar variedades altamente

productoras de bixina y que estén adaptadas a la region.

Uno de los estudios que ayudaria en gran medida a la solucién de algunas problematicas
es estudiar la relacién en el contenido de bixina cuando las plantas estan bajo un manejo
agronémico y que sean registradas como variedades comerciales para su explotacion
(Raddaz-Mota et.al., 2017).

La floracion asincronica en la misma paniculay entre plantas diferentes (Joseph et al., 2012)
ha impulsado a seleccionar caracteres del achiote con interés agronomico utilizando
marcadores morfoldgicos y moleculares afios atrds (Baer, 1976; Arce, 1984; Rivera y
Flores, 1988; Mazzani et al., 2000; Medina et al., 2001; Valdez-Ojeda et al., 2008).
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1.6 Micropropagacion

La micropropagacion hace referencia al conjunto de técnicas, incluidos métodos de cultivo
de tejidos, que son usados para multiplicar plantas en grandes cantidades de forma
asexual, lo que lo vuelve un proceso rapido y eficiente. Asi, como también; la
micropropagacién permite la propagacién de plantas nuevas que estén libres de

enfermedades 0 que su propagacion de manera natural no sea lo suficientemente eficiente.

La produccion de cultivos in vitro se ha convertido en una herramienta alternativa que ha
ayudado a disminuir el tiempo de espera para que el cultivo de interés elegido muestre sus
diferencias morfolégicas, para lo cual pueden pasar de tres a cinco afios en poder

apreciarse.

La micropropagacion se da a partir de un explante (fragmento) de una planta madre
previamente seleccionada por sus caracteristicas de interés, donde el principal objetivo es
obtener una descendencia uniforme, que resulte en plantas genéticamente homogéneas, y

a las que se le denominan clonas (Castillo, 2010).

La Red Achiote como parte del manejo de germoplasma ex situ desarrollé un protocolo de
regeneracion donde se utilizaron explantes provenientes de semillas de Bixa orellana L.

germinadas in vitro.
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Figura 6. Organogénesis directa e indirecta a partir de segmentos de hipocétilos de la variedad
criolla de achiote (Godoy-Hernandez, 2012)

1.7 Variacion somaclonal

El primer reporte y observaciones que se tiene de variacion somaclonal fue documentado
por Braun, en 1959, desde ese momento se ha contemplado como uno de los mayores

problemas en el cultivo de tejidos vegetales.

El cultivo de tejidos vegetales resulta un entorno estresante, donde estan implicadas
divisiones mitéticas repetidas y un proceso asexual, que deberian producir plantas
genéticamente uniformes (Larkin y Scowcroft, 1981).

Us-Camas et.al., 2014 menciona como factores estresantes los altos niveles de humedad
relativa, baja tasa de ventilacion, altas concentraciones de reguladores de crecimiento y
poca disponibilidad de luz; estos factores desencadenan una rapida regulacion molecular
para responder eficazmente durante la division y crecimiento celular de las plantas.
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La variacion somaclonal debido a la variacién descontrolada y espontanea en el cultivo de
tejidos resulta un proceso inesperado y mayormente un fenémeno indeseable (Karp, 1995).
Aungue cuando se habla de mejoramiento de cultivos la variacién somaclonal tiene un papel
determinante para la generacion de nuevas variantes y que en su estudio se pueda observar
variedades con resistencia a alguna enfermedad o un aumento en produccion de pigmentos
(Karp, 1995; Unai et.al., 2004).

Bairu et.al., 2011 mencionan que en el caso de la variacion somaclonal no siempre es
posible demostrar la heredabilidad debido a complejas incompatibilidades sexuales,

ausencia de semillas, poliploidia o ciclos generacionales largos.

La comprension de este mecanismo es necesario para contrarrestarlo en casos donde se
requiere fidelidad genética, como en la micropropagacion, la conservacion de germoplasma

y la transformacién de plantas.

1.7.1 Métodos de deteccidn de variacion somaclonal

La variacion somaclonal durante la micropropagacion sigue siendo considerado un
problema al momento de realizar propagacion a gran escala. Su deteccion temprana y la
eliminacion de variantes no deseadas ayuda a reducir pérdidas o a detectar variantes con
rasgos agrondmicos deseables (Bairu et.al., 2011). Las variantes somaclonales pueden ser

detectadas aplicando técnicas de deteccion morfoldgica, fisiolégica/bioquimica y molecular.
|. Deteccion morfolégica

Las variantes se pueden detectar en base a diferencia de altura de la planta, morfologia de
hojas y variaciones en la pigmentacion (Israeli et.al., 1991). El basarse en rasgos
morfolégicos implica que éstos estan fuertemente influenciados por el ambiente, lo cual no

contribuye a analizar la composicién genética de la planta (Mandal et.al., 2001).

Otro punto importante es que los marcadores morfolégicos son limitados, se regulan por el
desarrollo de la planta y factores ambientales influyen en ellos directamente. Por ejemplo,
cambios en el genoma, derivados de la manipulacion in vitro, pueden no expresarse como

un fenotipo alterado y viceversa. Ademas, la deteccion de variantes usando caracteristicas
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morfoldégicas es a menudo factible en su mayor parte para plantas completamente

establecidas (Israeli et.al., 1995).

II. Deteccion fisiolégica / bioquimica

Israeli y colaboradores (1995) afirman que el uso de respuestas fisiol6gicas y/o pruebas
bioguimicas son mas rapidas para detectar variantes y se pueden realizar en etapas

tempranas de desarrollo de la planta para reducir costos en produccion.

La respuesta de las plantas a factores fisiologicos como las hormonas y la luz se puede
utilizar como base para diferenciar entre somaclones normales y variantes (Peyvandi et al.,
2009). Por ejemplo, el &cido giberélico regula el crecimiento e influye en varios procesos
de desarrollo, como el alargamiento del tallo y la induccién de enzimas. Las alteraciones en
el metabolismo y el nivel del acido giberélico se han considerado como uno de los
indicadores de la variacién somaclonal en plantas superiores (Phinney, 1985; Sandoval et
al., 1995).

La sintesis de pigmentos como clorofila, carotenoides, antocianinas puede usarse como
base para detectar variantes somaclonales (Shah et al., 2003). Por ejemplo, Mujib et.al.,
2007, observé que las variantes de la pifia mostraban una clorofila significativamente menor
que los regenerantes normales. De manera similar, el contenido total de carotenoides vario

mucho entre somaclones normales y variantes (Wang et al., 2007).

La mayoria de las pruebas bioquimicas son complejas y requieren una gran experiencia.
Ademas, la mayoria de las pruebas bioquimicas se realizan a pequefia escala en el

laboratorio utilizando técnicas in vitro.

[1l. Deteccién molecular

A nivel molecular, las variaciones en las plantas derivadas del cultivo de tejidos surgen de
cambios en el nimero o estructura de los cromosomas, o de cambios mas sutiles en el DNA
(Gostimsky et al.,, 2005). Se sabe que la variacion morfolégica visible ocurre con una

frecuencia mucho menor que a nivel del DNA (Evans et al., 1984). Como resultado, es
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necesario examinar la posible variacion a nivel molecular, esto puede llevarse a cabo en

una etapa de crecimiento temprana, mientras alun se encuentra en cultivo de tejidos.

Actualmente, se encuentran disponibles varias técnicas moleculares para detectar la
variacion de secuencia entre genomas estrechamente relacionados, incluidas las
diferencias entre las plantas madre y los somaclones. Estas técnicas implican el uso de
marcadores moleculares que son Utiles para comparar el DNA de diferentes muestras para
la diferenciacion en plantas debido a la variacion de secuencia mediante la identificacion de
polimorfismos aleatorios (Cloutier y Landry 1994). Como resultado de la alta especificidad
del DNA, los marcadores moleculares son capaces de identificar un fragmento particular de
la secuencia de DNA que esta asociado a una parte del genoma y las comparaciones
generalmente se hacen sobre la base de la presencia o ausencia de una banda de DNA.
Ademads, el uso de isoenzimas que son relativamente mas rapidas y econdmicas,
secuenciacién directa de DNA, polimorfismos de un solo nucledtido y microsatélites estan
ahora disponibles para sistemas de marcadores mas informativos. Los marcadores
moleculares y las isoenzimas comparten ventajas comunes sobre los marcadores
morfoldégicos como el co-dominio, la ausencia de efectos pleiotrépicos y la herencia

mendeliana (Landry et al., 1987; Havey y Muehlbauer, 1989).

IV. Métodos citolégicos

La variacion en la ploidia o el nimero y la estructura cromosomica es una evidencia directa
y contundente de una alta probabilidad de cambio en la composicion genética de un
organismo (Kunitake et al., 1995; Al-Zahim et al., 1999).

Los cromosomas, asi como otros componentes nucleares, como las variaciones de
contenido de RNA y DNA, son técnicas importantes de deteccibn de variaciones
somaclonales que se han utilizado ampliamente (Bogdanova, 2003; Nakano et al., 2006;
Fiuk et al., 2010). El andlisis cariologico y la observacion de cambios cromosomicos
mediante microscopia optica, inmersion en aceite u otras técnicas de microscopia compleja
se han empleado con éxito para detectar la variacion somaclonal en regenerantes in vitro
(Al-Zahim et al., 1999; Raimondi et al., 2001; Mujib et al., 2007), sin embargo, lleva mucho
tiempo y, a menudo, es tedioso. Como resultado, la citometria de flujo ahora se usa

ampliamente para contar y examinar cromosomas (DoleZel et al., 2004). Esto implica la
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preparacion de suspensiones acuosas de nucleos intactos cuyo DNA se tifie con un
fluorocromo de DNA. Los nlcleos se clasifican segun su intensidad de fluorescencia relativa
o contenido de DNA. Debido a que la preparacién y el analisis de la muestra es conveniente
y rapido, esta técnica se ha empleado para evaluar la deteccion de variantes somaclonales
en fresa (Nehra et al., 1992), banano (Gimenez et al., 2001) y papa (Sharma et al., 2007).
Aln no se comprende bien el papel de los compuestos citosélicos que interfieren con la
tincién cuantitativa del DNA y se no se tiene un conjunto de DNA de referencia para los

analisis y que sean de consulta libre.
V. Proteinas e isoenzimas

Las isoenzimas son variantes diferentes de las mismas enzimas que difieren en la
secuencia de aminoacidos, pero catalizan las mismas reacciones metabdlicas (Hunter y
Merkert, 1957). La variacion morfolégica es el resultado de la variacién bioquimica que se
expresa como variacion entre proteinas. Como resultado, la propiedad de discriminacion de
proteinas e isoenzimas es funcién del nimero de loci polimérficos que pueden identificarse
y caracterizarse genéticamente en un organismo (Jarret y Gawel, 1995). Las proteinas e
isoenzimas como la peroxidasa, la malato deshidrogenasa y el superdxido dismutasa se
han utilizado ampliamente para estudiar la variacion en la cafia de azucar (Srivastava et al.,
2005) vy frijoles (Gonzalez et al., 2010). Las variaciones en los somaclones se pueden
detectar analizando los clones en busca de polimorfismo de proteinas y enzimas. Los
extractos de tejido recién preparados, principalmente de la parte de la hoja, se cargan en
un almidén no desnaturalizante o gel de poliacrilamida. Las proteinas de estos extractos se
separan por su carga neta y tamafio durante la electroforesis y la incubacion con isoenzimas
especificas. Posteriormente, la posiciébn de una enzima particular en el gel se detecta
después de la incubacién con un tinte (Jarret y Litz, 1986). Dependiendo del nimero de loci,
su estado de homo o heterocigosidad y las isoenzimas especificas utilizadas, se visualizan
una o varias bandas y el polimorfismo de las bandas revela variacién (Weising et al., 2005).
Aungue los analisis de patrones de isoenzimas de enzimas especificas proporcionan un
método conveniente para la deteccion de cambios genéticos, la técnica esta sujeta a
variaciones ontogénicas, asi como a otros factores ambientales. Ademas, el nUmero de
isoenzimas es limitado y solo se pueden muestrear las regiones de DNA que codifican

proteinas solubles (Venkatachalam et al.,, 2007). Actualmente muchos autores ya no
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confian en esta técnica para detectar variantes y en su lugar se emplean ahora otras

técnicas mas sensibles.

La eleccion del método de deteccién depende de la tarea que se esté realizando.
Generalmente, aunque las técnicas moleculares permiten la deteccion de variantes en
estadios juveniles usando &cidos nucleicos en contraposicion a métodos morfolégicos y

fisiologicos donde se mide la respuesta de la planta adulta.

1.8 Marcadores moleculares

Los marcadores moleculares son secuencias de DNA identificables, se encuentran en
ubicaciones especificas del genoma y son transmitidos mediante leyes de la herencia de

una generacion a otra.

Los marcadores moleculares revelan sitios de variacion en la secuencia de DNA; sin
embargo, hay marcadores moleculares asociados genéticamente a una caracteristica
especifica y que son de particular interés en programas de mejoramiento, debido a que
permiten el rdpido monitoreo de grandes numeros de plantas a una temprana edad del
desarrollo, lo que facilita la identificacién de individuos que contengan el caracter de interés.
Ademas, son de gran ayuda en la seleccion de los padres donantes para nuevos programas
de mejoramiento y en la introgresion de caracteres, es por ello que el uso de técnicas
moleculares permite la estimacion de la diversidad genética dentro de especies y entre ellas
para realizar estudios poblacionales, clasificacion de germoplasma, mejoramiento e
identificacion de genes de caracteres cualitativos y cuantitativos mediante la deteccion del

polimorfismo directamente del DNA (Cornide-Hernandez et.al., 2002).

Entre los diversos marcadores disponibles para el andlisis genético en plantas, los
marcadores moleculares son mas eficientes, precisos y confiables para discriminar
especies y variedades estrechamente relacionadas y, por lo tanto, tienen un gran potencial
en programas de mejoramiento asistidos por marcadores. El desarrollo y uso de
marcadores moleculares para la deteccién y explotacion del polimorfismo del DNA es uno
de los desarrollos mas importantes en el campo de la genética molecular. Estos no deben
considerarse genes normales, ya que generalmente no tienen ningun efecto biolégico, sino

gue pueden considerarse como puntos de referencia permanentes en el genoma.
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Entre las principales propiedades esperadas de un marcador molecular se encuentra, la
capacidad para detectar bandas polimérficas, las cuales representan un medio para evaluar
la diversidad genética entre las muestras seleccionadas a evaluar; el caracter dominante,
lo que significa la posibilidad de detectar genotipos heterocigéticos en organismos diploides;
la reproducibilidad, facilidad y rapidez en su ejecucién; la capacidad de distribucién uniforme
en todo el genoma, a excepcion de los que involucran un locus especifico en el genoma en

cuestion (Ford-Lloyd y Painting, 1996).

El uso de las técnicas moleculares nos permite también la estimacion de la diversidad
genética dentro de las especies y entre ellas para estudios poblacionales, clasificacion de
germoplasma, mejoramiento e identificacion de genes de caracteres cualitativos y
cuantitativos mediante la deteccion del polimorfismo directamente del DNA (Cornide-
Hernandez et.al., 2002). Una ventaja de los marcadores moleculares es que sélo requieren
unos pocos nanogramos de DNA para su analisis, lo cual los hace idéneos para su uso en
estudios de ligamiento, asi como en programas de mejoramiento vegetal (Farooq y Azam,
2002).

Los marcadores moleculares pueden ser clasificados en dos grupos con base al método de
andlisis que utiliza: basadas en hibridacion de sondas de DNA marcada quimicamente y

basadas en la reaccién en cadena de la polimerasa (Pech-Hoil, 2017).

PCR es una técnica que permite simular el proceso de replicacibn de secuencias
especificas de DNA in vivo, a través de una técnica in vitro basada en una serie de ciclos
repetitivos (Valdez-Ojeda, 2006). Fue inventada en 1993 por Kary Mullis, gracias a esta
invencién cualquier region gendmica podia ser amplificada y analizada en varios individuos,
sin realizar procesos de clonacién o de grandes cantidades de DNA de alta calidad (Pech-
Hoil, 2014).

Los marcadores del DNA se basan fundamentalmente en el andlisis de las diferencias en
pequefias secuencias del DNA entre individuos. Las técnicas empleadas para ello son muy
diversas y dan el nombre a los distintos tipos de marcadores, los cuales pueden ser de

caracter dominante o codominante.
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1.8.1 Polimorfismo Amplificado de Secuencia Relacionada (SRAP)

El Polimorfismo Amplificado de Secuencia Relacionada es un sistema de marcadores
moleculares, fundamentado en la deteccion de marcos de lectura abiertos (ORF), los cuales
fueron desarrollados a partir de los datos de la secuencia del genoma de Arabidopsis. Los
SRAP proporcionan una combinacion Unica de cebadores directos e inversos que se
pueden seleccionar arbitrariamente dando una gran cantidad de combinaciones de
cebadores. Dado que son un sistema basado en ORF, la combinacién de cebadores se
dirige a genes funcionales y es por ello por lo que tienen potencial para su aplicacion en la

mejora de cultivos (Bharti Aneja et.al. 2012).

Este sistema de marcador fue aplicado y demostrado por primera vez por Li y Quirés en
2001 en Brassica oleracea, y desde entonces se han publicado varios informes en
diferentes especies de plantas que van desde cultivos de campo hasta especies arbéreas,
ya sea para evaluar la diversidad genética, mapeo y marcado de genes, identificacion

hibrida o determinaciéon sexual.

De acuerdo con Liy Quiros, 2001, los marcadores SRAP detectan fragmentos de DNA con
alta resolucion, polimorfismo y reproducibilidad, asi como un elevado numero de
marcadores dominantes (80%), el proceso es de facil seleccion, con una alta simplicidad y
fidelidad del sistema, lo cual favorece la amplificacién, asi como también el aislamiento de

secuencias codificantes.

El proceso inicia a partir de la amplificacion por PCR, empleando dos cebadores
especificos. Los cebadores son de 17 a 18 nucleétidos de largo, los cuales constan de los
siguientes elementos: una secuencia nucleo de 13 a 14 bases, donde las primeras 10 u 11
bases que inician en la terminacion 5’ son secuencias de constitucion no especifica, seguido
de la secuencia CCGG en el cebador en-sentido y AATT en el cebador anti-sentido. Las
secuencias CCGG y AATT de los cebadores han sido halladas con frecuencia en regiones
de exones, intrones y promotores. Por lo tanto, se puede concluir que los fragmentos de
DNA amplificados durante la PCR son en su mayoria, secuencias codificantes (Valdez-
Ojeda, 2009).

Por otra parte, el empleo de marcadores a nivel DNA ya se ha reportado en achiote. Valdez-
Ojeda et.al., (2008), reportan una alta variabilidad en la especie y agrupacion en relacion

con su ubicacion geografica de dos regiones agricolas del sureste de México, demostrando
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el alto porcentaje de polimorfismo utilizando marcadores SRAP, sugiriendo una herramienta

eficaz en la determinacién de la variacion y determinacion del polimorfismo en la especie.

Los marcadores SRAP han sido utilizado en diversos estudios y especies, incluida Bixa
orellana L. Ferriol et.al., 2003 observé correlaciones entre la variacidbn genética y
morfoldgica en Cucurbita pepo en comparacioén con otros marcadores. Los SRAPs han
permitido diferenciar cultivares estrechamente relaciones en Buchloe dactyloides (Budak
et.al., 2004). El uso de SRAP ha permitido diferencias entre cultivares de localidades
geograficas distintas y su variacion genética en Pogostemon cablin (Wu et.al., 2010).
También se ha analizado la diferencia inter e intra varietal de una especie cultivada
(Esposito et.al., 2011).

En Bixa orellana ya se encuentran establecidas las condiciones del sistema del marcador
SRAP. En 2008 Valdez-Ojeda y colaboradores reportaron una alta variabilidad en Bixa y
agrupacion en relacion a su ubicacion geogréfica de dos regiones agricolas del sur-este de
México, observaron un alto porcentaje de polimorfismo. demostraron que los marcadores
SRAP detectaron polimorfismo entre variantes. También han sido evaluados los pardmetros
del sistema de entrecruzamiento (Valdez-Ojeda et.al., 2010). Pech-Hoil et.al., 2017 utilizé
marcadores SRAP y demostré una variacion en el sistema de apareamiento entre fenotipos
entre tres sistemas agronémicos, que varian de una mezcla de un sistema de apareamiento

mixto al cruzamiento predominante.

Los marcados SRAP sugieren una herramienta eficaz en la determinacién de la variacion y

polimorfismo en la especie.
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JUSTIFICACION

Bixa orellana L. se caracteriza por ser la principal fuente natural de bixina, colorante de color
rojizo que se obtiene de sus semillas, y la cual posee un potencial uso comercial para las
industrias alimentaria, farmacéutica y cosmética. Sin embargo, el rendimiento de la bixina
varia considerablemente entre las plantas de Bixa orellana, ya que presentan una gran
heterogeneidad fenotipica, pobre germinacién, baja viabilidad de sus semillas y limitacion
para su propagacion vegetativa via estacas o acodos, dificultando el establecimiento de
plantaciones comerciales homogéneas, lo que provoca una afectacion directa en la
produccién de bixina. Actualmente no existen variedades agronémicas registradas, sélo se
han caracterizado por la variabilidad en sus formas (flor y fruto) y contenidos de bixina
(Godoy-Hernandez, G; 2000). Para tratar de resolver el problema de la heterogeneidad de
las plantaciones y obtener plantas genéticamente homogéneas, se partidé, de cuatro
morfotipos de achiote con altos contenidos de bixina para obtener clonas. Con estos
materiales se establecié un protocolo de micropropagacion in vitro a partir de explantes de
hipocotilo de una semilla germinada in vitro de cada morfotipo. Sin embargo, es
fundamental el andlisis molecular para conocer si se presentan cambios en la estructura
genética de los individuos micropropagados; para lograrlo el uso de marcadores
moleculares es una herramienta muy util. Trabajos previos en B. orellana usando los
marcadores SRAP (Polimorfismo Amplificado de Secuencia Relacionada) establecerian las
bases. De esta forma se puede probar si existen 0 no cambios genéticos en los morfotipos
micropropagados, para posteriormente se podrian utilizar como parentales para generar

morfotipos agronémicos con mayores contenidos de bixina.
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HIPOTESIS

Si las plantas de Bixa orellana L. micropropagadas son clonas, que los andlisis genéticos
mediante marcadores moleculares demostrardn que no existe variacion en el genoma de

los cuatro morfotipos analizados.

OBJETIVO GENERAL

Analizar la variacién molecular en plantas regeneradas mediante micropropagacion in vitro

de Bixa orellana empleando marcadores moleculares SRAP.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Seleccién de marcadores SRAP que identifiqguen un alto nivel de polimorfismo.
b) Caracterizar a través del marcador molecular SRAP la variacion genética de las
clonas de cuatro lineas de plantas micropropagadas.

c) Analizar la variacion de las clonas de las cuatro variantes seleccionadas.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

“Analisis de la variacion somaclonal de plantas de achiote (Bixa
orellana L.) micropropagadas”

Colecta de material biolégico

Extraccion de DNA genémico

|dentificacion del Polimorfismo en
fragmentos generados por SRAP

Analisis de resultados
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CAPITULO II. POLIMORFISMO AMPLIFICADO DE SECUENCIA
RELACIONADA

|. INTRODUCCION

El Polimorfismo Amplificado de Secuencia Relacionada (SRAP, por sus siglas en inglés) es
una herramienta para evaluar la diversidad y la estructura genética de las poblaciones, ha
demostrado ser muy util por varias de sus caracteristicas como: se basa en la amplificacion
de dos cebadores que amplifican en su mayoria marcos de lectura abiertos (ORF, por sus
siglas en inglés) de los genes (Li y Quiros 2001). Por su disefio de cebador Unico, los
marcadores SRAP son mas reproducibles, estables y simples en su funcionamiento si se
compara con otras técnicas de marcadores (Li y Quiros 2001).

De acuerdo con Budak et.al. 2004, los marcadores SRAP son més eficientes para evaluar
la variacion genética de una especie a comparaciéon de técnicas como Repeticiones de
Secuencia Simple (SSR), Repeticiones de Secuencia Inter-Simple (ISSR) y los marcadores
de DNA Polimérfico Amplificado Aleatorio (RAPD). Se ha demostrado que los marcadores
SRAP son mas eficaces para identificar variaciones en plantas cultivadas in vitro (El-
Shahed et.al., 2017).

El presente estudio se llevé a cabo para evaluar la fidelidad genética de plantas
micropropagadas in vitro a partir de explante de hipocotilo utilizando marcadores SRAP de

cuatro morfotipos identificados como PR, PV, NE y YUC.

Il. MATERIALES Y METODOS

2.1 Campo experimental y sitio de colecta

Las muestras de hoja de plantas micropropagadas se colectaron en el vivero experimental
del Instituto Tecnoldgico de Conkal, ubicado en la Avenida Tecnolégico s/n, C.P. 97345,
municipio de Conkal, situado aproximadamente a 16.3 km de la Ciudad de Mérida, capital

del Estado de Yucatan, México.
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Figura 7 Ubicacion del Instituto Tecnol6gico de Conkal (Google-Earth, 2019)

2.2 Material vegetal.

Como parte del material vegetal para los estudios moleculares se utilizaron hojas jévenes

de cuatro grupos de plantas con caracteristicas contrastantes, las cuales se denominaron

como: NE, PV, PR, y YUC. A continuacién, se describen las caracteristicas morfolégicas

de los morfotipos antes mencionados en el Cuadro 1.

Cuadro 2 Morfotipos de estudio y sus caracteristicas de flor y fruto.

Morfotipo Abreviatura Color de flor Color de fruto
1 Peruana Roja PR Morada Verde con espinos rojos
2 Peruana Verde PV Blanca Verde
3 NE NE Blanca Verde
4 Yucatan YUC Morada Verde con espinos rojos
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Figura 8 Morfotipos establecidos de acuerdo con sus caracteristicas fenotipicas, A-C morfotipo PV;
D-F morfotipo PR; G-I morfotipo NE y J-L morfotipo YUC (Godoy-Hernandez).

Para este trabajo, se establecié una poblacién total de 160 plantas; la cual esta conformada
por 40 plantas seleccionadas al azar por cada morfotipo. Ademas de una planta que resulto

con caracteristicas morfologicas variegadas y la cual se identifico como VAR (Figura 9).
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Figura 9 Planta variegada (VAR) establecida en campo experimental.

De todas las plantas elegidas se colectaron de cinco a diez brotes de tejido foliar joven que
mostraran buen estado fitosanitario y no presentaran dafios mecanicos visibles. El tejido
foliar joven se obtuvo realizando una incision en la base de las hojas con tijeras previamente
desinfectadas con etanol al 70%, inmediatamente después del corte, el tejido fue envuelto
en papel aluminio previamente etiquetado para su identificacion y se congel6 con nitrdgeno
liquido para su traslado; el tejido congelado se almacend a -80°C en Ultra-congelador para

su posterior extraccion de DNA.

El tejido foliar joven es procedente de plantas regeneradas a partir de una sola semilla por
cultivo in vitro. El protocolo de regeneracion se establecié en el Laboratorio 26 bajo la
direccion del Investigador Dr. Gregorio Godoy-Hernandez en la Unidad de Bioquimica y
Biologia Molecular de Plantas del Centro de Investigacion Cientifica de Yucatéan.

En la primera fase se llevo a cabo la asepsia y germinacion de las semillas. Se pesaron de
dos a tres gramos de semillas, las cuales se lavaron con etanol al 70% durante cinco
minutos; seguidamente acabado el tiempo se desecha el etanol y las semillas se
enjuagaron con agua destilada estéril. Para desinfectar las semillas se us6 una solucion de
hipoclorito de sodio al 75% que se mantuvo durante siete minutos en constante agitacion,
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este proceso se repitid tres veces o0 hasta que el agua se observe limpia. Se continué con
tres lavados mas de hipoclorito de sodio al 50% en agitacién constante; seguido de un
enjuague completo con agua destilada estéril (hasta eliminar el color, olor y pigmento
procedentes de las semillas). Las semillas asépticas se colocaron en frascos con agua por
un periodo de tres dias con luz continua a 25°C y una intensidad luminosa de 65 umols por
m2. Después de permanecer embebidas durante 72 horas, las semillas se transfirieron a
frascos con medio PC-L2 (Philips y Collins, 1979) a la mitad de su fuerza i6nica, libre de
reguladores de crecimiento y con pH 5.5, la temperatura en la sala de cultivo se mantuvo a
25 + 2 °C con una intensidad de luz de 40-60 mol m? sy fuentes de luz fluorescentes para

su germinacion. Las semillas comenzaron a germinar en un periodo de siete a quince dias.

En la segunda fase la fuente de explantes elegida fueron los hipocétilos. Los segmentos de
hipocétilo se segmentaron a 1cm de longitud, consecutivamente se realizaron cortes
longitudinales con ayuda de un bisturi y se cultivaron en medio PC-L2 suplementado con
4.43 uM (1 mg L) de 6-Bencilaminopurina (BAP). En un periodo de 30 dias de estar en el
medio se comenzaron a observar los primeros brotes regenerados a partir de los callos
inducidos de los explantes de hipocotilo, las condiciones del cuarto de cultivo se
mantuvieron a luz continua, a una temperatura de 25°C y una intensidad luminosa de
65.588 umol m2. La resiembra de callos y brotes se realizé cada 30 dias (cuando los brotes
tienen 2cm de longitud) a frascos para su elongacion a 3cm. Seguidamente los brotes se
colocaron en medio suplementado con 7.38 uM de AIB (81.5 mg L) para la generacién de
raices durante 35 dias en el cuarto de cultivo de luz continua con 25°C y una intensidad

luminosa de 65.588umol s m2.

Para la tercera fase dedicada a la aclimatacion de las plantas, se preparé una mezcla
(1:1:1/2) de tierra roja: turba rubia SUNSHINE®: agrolita. Al momento de transferir del
medio de cultivo al sustrato se retir6 el agar de las raices con ayuda de agua potable y se
les aplicé fungicida. Se colocaron las plantulas en las bolsas de siembra y una bolsa de
polietileno se us6 para mantener la humedad, este proceso durd 15 dias, pasando este
tiempo se realizaron orificios medianos a las bolsas de polietileno, a los ocho dias se
cortaron los extremos de las bolsas para continuar con la adaptacion, esta fase se realizo
en el cuarto de fisiologia donde se tenia una temperatura de 25°C y una intensidad luminosa

de 45.285 pmol s m?. Las plantas se transfirieron al invernadero a los 15 dias con riego
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programado cada tres dias, una vez que alcanzaron una altura de aproximadamente 35 cm,

fueron establecidas en el campo experimental antes mencionado.

Induccién del proceso Germinacion y Induccioén de callos a Formacién de callos con

de germinacién de Bixa obtencién de plantulas partir de hipocétilos. BAP (1mg/L)
orellana L. de B. orellana.

. w

Aclimatacién de plantulas de B.orellana . Individualizacion y Proliferacion de brotes  Brotes a partir de callos
Tierra - Peat moss — Agrolita enraizamiento con IBA  en medio PC liquido de hipocétilo.

1:1:5 1.5 mg/L con BAP (1mg/L)

Figura 10 Protocolo de regeneracion via organogénesis indirecta de los morfotipos PR, PV, YUC,
NE y VAR, a partir de una sola semilla e induciendo callo a partir de explante de hipocétilo (Godoy-

Hernandez).

2.3 Extraccion de DNA genémico

La extraccion se realizd mediante el DNeasy® Plant Mini Kit (250) QIAGEN siguiendo el
protocolo de extraccion establecido por el fabricante con algunas modificaciones, como se
describe detalladamente en el Anexo 1; atendiendo en todo momento de usar material de
porcelana, vidrio y plastico libre de DNasa/RNasa. La presencia del DNA gendmico se
verifico electroforéticamente mediante geles de agarosa al 1%, utilizando un sistema de
electroforesis horizontal BIO-RAD ME10-7-10 a 90 volts por 40 minutos, usando como
buffer TAE 1x.
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Las imagenes de los geles fueron capturadas en un fotodocumentador de Bio-Imaging
Systems MiniBis Pro mediante el software Gel Capture. La concentracion e integridad del
DNA genomico se determiné midiendo la absorbancia en un espectrofotdmetro Nanodrop
Spectrophotometer ND-1000 de la marca Thermo Fisher Scientific. Para la lectura en el
equipo se utiliz6 como blanco de referencia el tampdn AE del paquete de extraccién de
DNA utilizado. La pureza del DNA se establecié mediante la relacién de las lecturas de

absorbancia a 260nm y 280nm respectivamente.

2.4 Selecci6on de cebadores SRAP

Se analizaron 13 pares de cebadores SRAP (Cuadro 2) de los ya reportados para B.
orellana por Valdez-Ojeda y colaboradores (2010). El analisis SRAP se realiz6 con
cebadores en-sentido etiqguetados con IRDye800 o IRDye700 (LI-COR, Lincoln, NE,

EE.UU.) para evaluar la estabilidad genética de las plantas regeneradas in vitro.

Cuadro 3 Secuencias de los cebadores seleccionados para el analisis mediante SRAP usados en
el estudio de B.orellana por Valdez-Ojeda et.al., 2010 y Pech-Hoil et.al., 2017.

1 Me2-0dd15 TGAGTCCAAACCGGAGC-GCGAGGATGCTACTGGTT 700
2 Dc1-Odd2 TAAACAATGGCTACTCAAG-TTAGTCTTCACTTCCAAACC 800
3 Me2-0dd26 TGAGTCCAAACC-GGAGC-CTATCTCTCGGGACCAAAC 700
4 Dc1-Odd23 TAAACAATGGCTACTAAG-CTCTCGTCCTTCATCTC 800
5 Dc1-0dd19 TAAACAATGGCTACTCAAG-AGCTTTACGGACATCACTC 800
6 Me2-5a9 TGAGTCCAAACCGGAGC-GTTGAGAGTGTTGATTGGT 700
7 Dc1-0dd15 TAAACAATGGCTACTCAAG-GCGAGGATGCTACTGGTT 800
8 Em1-Odd21 GACTGCGTACGAATTCAAT-CAGAGTAATTGCCATGAAATG 700
9 0dd3-0dd21 CCAAAACCTAAAACCAGGA-CAGAGTAATTGCCATGAAATG 800
10 Em1-Odd2 GACTGCGTACGAATTCAAT-TTAGTCTTCACTTCCAAACC 700
11 Me2-Sal6 TGAGTCCAAACCGGAGC-AATGTTGTATGACCAAGGTAA 700
12 Me2-Ga45 TGAGTCCAAACCGGAGC-AGTGGTATTTTTGCAGTTCTA 700
13 Dc1-Me7 TAAACAATGGCTACTCAAG-CTCCTCGTCCTTCATCTC 800
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2.4.1 Reaccion en cadena de la polimerasa de los marcadores SRAP

Para el establecimiento de las condiciones de amplificacion de regiones SRAP de los cuatro
morfotipos (NE, PR, YUC y PV) la planta variegada (VAR), se seleccion6 como guia el
protocolo establecido por Pech-Holl et.al., 2017. Para la mezcla de la solucion reactiva se
prepar6 un volumen final de 15 pl, constituido de la siguiente manera: 1.5 pl de 10X Buffer,
1.2 pl de MgCl; (25 mM), 0.3 pl de DNTPs (6.25 mM), 1.0 ul de cada cebador (1 mM), 1.0
pl de 1 u/ul Tag Polimerasa, 1 pl de DNA gendmico y 8.0 pl de agua bi-destilada estéril
filtrada. Las soluciones reactivas de PCR se sometieron a las siguientes condiciones: un
ciclo de 94°C durante dos minutos; 5 ciclos de 94°C durante 30 segundos; 35°C durante 30
segundos, y 72°C durante un minuto; 35 ciclos de 94°C durante 30 segundos, 50°C durante
30 segundos, y 72°C durante un minuto; con una extension final de 72°C durante dos
minutos. Para el desarrollo de la PCR se us6 un termociclador Bio-RAD T100™ Thermal

Cycler.

Para visualizar las bandas esperadas, se llevo a cabo la separacion de fragmentos en una
electroforesis horizontal de gel de agarosa al 1.8% tefiido con 0.3 pl de gel red, y como
buffer TAE 1x; donde se inyect6 una mezcla de 3 pl de producto de PCR con 1 ul de buffer
de carga 6x; por ultimo, como marcador de peso molecular se adicionaron 3 pl de marcador
Kb plus al final e inicio del gel. La electroforesis se corrié a 90 voltios durante 35 minutos.

Los productos de PCR obtenidos se almacenaron a -20°C para su posterior analisis.

2.4.2 Genotipaje de marcadores SRAP seleccionados en LI-COR 4300

Se seleccionaron los mejores productos amplificados en los que se observaran bandas
claras y sin barridos para separarlos por medio de un analisis de electroforesis vertical en
el genotipador LI-COR model 4300 DNA Analyzer. Se tomaron 1.7 pl de los productos de
la amplificacion y se diluyeron en 0.5 pl de la solucion Blue Stop Solution (LI-COR,
formamida 98%, EDTA 10Mm pH 8.0, con azul de bromofenol 0.1%). Las diluciones se
desnaturalizaron durante cinco minutos a 94°C y una vez terminado el tiempo se colocaron

rapidamente en hielo por un periodo de cinco minutos.

Para preparar los geles de poliacrilamida al 6.5% se utilizaron 15 ml de Gel Matrix KB Plus
al 6.5% (827305607, LI-COR®), el Gel Matrix se mantuvo en agitacién durante dos horas y
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una vez concluido el tiempo se le agregaron 113 pl de Persulfato de amonio (APS) al 10%
y 12 yl de TEMED (N,N,N',N'-Tetrametiletilendiamina) sin detener la agitacion. La solucion
se vacié inmediatamente entre dos placas de vidrio previamente lavadas con una mezcla
de Extran® MAQ2 y SigmaClean® y enjuagadas con agua destilada. Seguidamente
después de secos se limpiaron con 2-Propanol (Isopropanol) hasta observar que no
hubieran manchas y quedaran completamente transparentes. Se procedié armar los
cristales con sus bastidores y se colocé el peine; se vertié la solucién preparada con
anterioridad y se dejo polimerizar durante dos horas. Acabado el tiempo de polimerizacion

se ensamblaron todas las partes en el equipo LI-COR® 4300.

Se procedid a realizar una pre-corrida en el genotipador; de acuerdo con Romero-L6pez,
2015; las mejores condiciones durante cuatro horas; éstas condiciones se usaron para la
pre corrida con duracion de 30 minutos donde se usé TBE 1X (Tris 1M, &cido bérico 1M y
EDTA 20 mM, pH 7.0) como buffer.

Una vez aceptado el gel, se procedié a cargar 0.6 pul de muestra en cada pocillo del peine,
colocando al principio y al final de las muestras 0.3 pl del marcador de peso molecular
IRDye® Sizing Standard con fluorocromos infrarrojos IRDye™700 o IRDye™ 800 de 50 a

700 pb, éstos se incluyeron en cada corrida.

Los geles se evaluaron y las bandas obtenidas se codificaron en datos numéricos. Se cred
una matriz binaria de presencia y ausencia de bandas convertidos como 1 (presencia) y 0
(ausencia) respectivamente, y sélo se tomaron en cuenta las bandas claramente visibles y
definidas. Los tamafios de los fragmentos se calcularon mediante una aproximacion a partir
de los datos del marcador de peso molecular. La distancia entre bandas se obtuvo mediante
medicion directa de la imagen. Toda la informacion se registrd en tablas de Microsoft Excel

para los analisis correspondientes.

2.5 Andlisis de datos

2.5.1 Construccion de las matrices basicas de datos

Para evaluar la variacion genética se usaron 13 combinaciones de marcadores SRAP. Para
analizar el polimorfismo generado por los marcadores SRAP; se registré el nUmero de alelos

detectados en el gel con su respectivo tamafio (pb); se clasific6 cada banda visualmente
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como “1” para presencia y “0” para ausencia en cada carril y se construyo la matriz binaria

en Microsoft Excel con la informacién generada por todos los cebadores.

2.5.2 Estimacién de la diversidad genética

El Contenido de Informacién Polimérfica (PIC) indica la efectividad de un cebador para
detectar polimorfismo basado en que éste es aportado por mas de un individuo, con esto
se pueden determinar los cebadores que generaron mas informacion polimérfica en los
morfotipos evaluados. El rango de los valores de PIC van de 0 (monomorfico) hasta 1

(altamente polimorfico) (Keim et.al, 1992).

Se calcul6 el Contenido de Informacion Polimérfica mediante la siguiente formula dada por
Bhat, (2002).

PIC = 2Pi (1-Pi)
donde:

Pi: frecuencia de aparicion de bandas polimorficas en diferentes cebadores.

Se estim6 también el porcentaje de polimorfismo, basado en la siguiente ecuacion:

% Polimorfismo = bandas presentes x 100
bandas totales

El indice de diversidad de Shannon-Wiener ( H" ) mide la heterogeneidad de la comunidad,
considera que los individuos se muestrean al azar a partir de una poblacién indefinidamente

grande, esto es, una poblacion efectivamente infinita (Pielou, 1975).

El indice de diversidad de Shannon se calcula a partir de la ecuacion:

S
H =-) Pn(p)
1=1

donde:
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pi: indica la proporcién de individuos hallados en la especie.
S: nimero de especies.

A mayor valor del indice, mayor es la diversidad (Garcia-Nieto, 2014)

2.5.3 Célculo de valores de similitud y construccién de dendograma

Para estimar las distancias genéticas entre individuos, se utilizé el paquete informético de
analisis estadisticos PAleontological STatistics 2019 (PAST3 version 3.25, Hammer et.al.,

2001), donde los coeficientes de similitud se basaron en la presencia o ausencia de alelos.

Se construyé la matriz de distancia genética, calculada mediante el indice de similitud de
Jaccard (Jaccard, 1908).

El coeficiente de Jaccard se calcul6 bajo la expresion:
J=A/A+B+C
donde:

A: representa el nimero de especies comunes con similitud B, y C representa el nimero

de especies con similitudes comunes entre Ay B.

Los valores obtenidos del coeficiente de Jaccard se emplearon para generar un

Dendograma de Vecinos Cercanos.
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lll. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Material vegetal seleccionado

La poblacion de plantas micropropagadas analizadas qued6 compuesta por 40 muestras
por morfotipo, dando un total de 160 plantas. También se agreg6 al estudio una planta
variegada/moteada que fue marcada desde su etapa de adaptacion donde se distingui6 por
sus caracteristicas, se decidié hacer un seguimiento y una vez establecida en campo, la
planta conservo sus rasgos por lo que se incluy6 en el estudio; dando como resultado 161

plantas estudiadas (Cuadro 4) por los marcadores SRAP.

Cuadro 4 Descripcion de los morfotipos estudiados, sus abreviaturas, caracteristicas morfolégicas

y nimero de muestras.

Morfotipo Abreviatura  Color de flor Color de fruto No. Muestras
1 Peruana Roja PR Morada Verde con espinos rojos 40
2 | peruana Verde PV Blanca Verde 40
3 NE NE Blanca Verde 40
4 Yucatan Yuc Morada Verde con espinos rojos 40
S Variegada VAR 1

3.2 Extraccién, cuantificacion y validacién de DNA gendémico.

Se realiz6 la extraccién de DNA gendmico de un total de 161 individuos. La integridad y
pureza de los acidos nucleicos se verific6 mediante una electroforesis, donde se pudo
observar e identificar una banda Unica correspondiente a DNA, sin degradacién en las

muestras y con ausencia de contaminacion por RNA (Figura 11).
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Figura 11 DNA gendmico obtenido de muestras de hojas jévenes de los cuatro morfotipos PV, PR,
NE y YUC. Gel de agarosa al 1% en TAE 1x, teflido con 0.3 pl de gel red, se adicionaron 3 ul de
DNA gendmico con 1 pl de buffer de carga 6x. Donde Kb: marcador de peso molecular 1Kb plus.

Las bandas corresponden a individuos de la poblacién. El gel de agarosa se corri6é a 90 voltios

durante 20 minutos.

El protocolo de extraccion seleccionado permitié obtener un rango de rendimiento de 4 a
15 ng/pl de concentracion. Los valores de la relacion 260/280 oscilaron de 1.48 a 2.29. Las
modificaciones que probaron obtener mejores resultados se documentaron cuando las
muestras permanecieron por 20 minutos a una temperatura de 65°C en el periodo de
incubacion y con un tratamiento enzimatico de 4 pl de RNasa para eliminar la mayor
contaminacion por RNA, resultando exitoso el tratamiento. Para la elucion se decidio
obtener un volumen concentrado de 40pl lo que ayudo a que la integridad de las muestras
de DNA genomico fuera Optima para llevar a cabo los estudios seleccionados.
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3.3 Validacion y estandarizacién de marcadores para genotipaje en LI-COR® 4300

En base al trabajo de investigacion realizado por Pech-Hoil et.al., 2017 se aplicaron las
condiciones de amplificacién, la solucién reactiva propuesta se describié en la seccion de
materiales y métodos, en los ensayos no se observé una Optima visualizacion de los
amplicones esperados. Por lo que se procedio a realizar modificaciones en la solucion
reactiva que permitieran una mejor amplificacion y visualizacion de los amplicones
esperados. Pech-Hoil, 2017, propone dentro de la solucion reactiva el uso de Taq DNA
Polimerasa, sin embargo, el DNA gendémico que se usé en ese trabajo oscilaba entre 5.2 a
57.1ng/ul, mientras que las muestras obtenidas en el presente trabajo tienen un rango de
concentracion de 4 a 15 ng/ul; un factor determinante para el correcto funcionamiento de
una Taq DNA Polimerasa es que necesita de una mayor concentracién de DNA gendémico,
por lo tanto, se decidié probar con la Platinum Tag DNA Polymerase 5 U/ul Invitrogen No.
Catalogo 10966-020 Thermo Scientific, la cual bloquea a temperatura ambiente la actividad
de la polimerasa, proporciona un “hot start” automatico en la etapa de desnaturalizacién a
94°C lo que proporciona mayor sensibilidad, especificidad y rendimiento, también disminuye
el riesgo de contaminacion, mejora los resultados de la PCR vy realiza su funcion con

pequefias cantidades de DNA disponibles en la solucion.

Dcl (700) con Me7
1Kb

12,000 pb ‘ !
5000 pb

2000pb &
1650 pb

100050 Sl u u i
850pb e

650pb
500 pb
400 pb
300pb

200 pb

100pb
-

Taq DNA Polimerasa casera PlatinumTaq DNA Polimerasa

Figura 12 Comparacion de las PCR con cebador SRAP Dc1700 con Me7. La Tag DNA Polimerasa
corresponde a la solucidn reactiva propuesta por Pech-Hoil, 2017 y a continuacion estan los
productos de PCR obtenidos con una solucién reactiva modificada con Platinum Tag DNA

Polimerasa.
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En la Figura 12 observamos que el patron de bandeo usando Platinum Tag DNA Polimerasa
se encuentra bien definido en tres morfotipos (PR, YUC, NE) y un control negativo el cual
no contenia DNA, como resultado las modificaciones realizadas en la solucion reactiva son
reproducibles para los individuos de los cuatro morfotipos a estudiar. Otro factor fue la
homogenizacién de todas las muestras de DNA a una concentracién de 8 ng/ul. La reaccién
en cadena de la polimerasa se llevé a cabo utilizando los parametros proporcionados por
el kit Platinum Tag DNA Polymerase 5 U/ul Invitrogen No. Catalogo 10966-020 Thermo
Scientific, con un volumen total de la solucion reactiva de 15ul; los reactivos utilizados
fueron: 9.72 pl de agua bidestilada estéril filtrada (H20qd), 1.5 pl de amortiguador de PCR
10x, 0.6 pul, 0.10 pl de MgCl, a una concentracion de 25 mM, 0.10 ul de
desoxirribonucleétidos trifosfatos (ANTP’s) a una concentracion de 6.25 mM, 1 ul de cada
cebador a una concentracion de (1 mM), 0.08 pl de Platinum Tagq DNA polymerase y 1 pl

de DNA gendmico.

Usando como templado el DNA gendmico se amplificaron en el termociclador Bio-RAD
T100™ Thermal Cycler las soluciones reactivas de PCR se realizaron a un volumen final
de 15 pl, para lo cual se emplearon placas para PCR 0.2 ml de 96 pozos de la marca NEST

Biotechnology

Se utilizé el programa identificado como “SRAPSGGH”: 1 ciclo de 94°C por dos minutos
(desnaturalizacion), 5 ciclos de 94°C durante 30 segundos; 35°C durante 30 segundos, y
72°C durante 1 minuto; 35 ciclos de 94°C durante 30 segundos, 50°C durante 30 segundos
(hibridacion de cebadores), y 72°C durante 1 minuto (elongacién); con una extension final

de 72°C durante dos minutos.

Para visualizar las bandas esperadas, se llev6 a cabo la separacion de fragmentos en una
electroforesis de gel de agarosa al 1.8% tefiido con 0.3 ul de gel red en TAE 1x, donde se
inyect6 una mezcla de 3 pl de producto de PCR con 1 pul de buffer de carga 6x; por ultimo,
como marcador de peso molecular se adicionaron 3 pl de marcador Kb plus al final del gel.
La electroforesis se corrié a 90 voltios durante 35 minutos, en la Figura 13, se puede

observar como ejemplo la combinacion de cebadores Dclgop con Odd15.

Los productos de PCR obtenidos fueron almacenados a -20°C para su posterior analisis.
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Figura 13 Amplificacion del marcador SRAP combinacién Dc1800-Odd15, concentracion 1mM del
cebador. Gel de agarosa al 1.8% tefiido con 0.3 pl de gel red en TAE 1x, 3 ul de producto de PCR
con 1 pl de buffer de carga 6x; se adicionaron 3 pl de marcador Kb plus al final del gel. Se corri6 a

90 voltios por 35 minutos.

Los 13 marcadores seleccionados fueron validados se sometieron a reacciones de PCR
con las modificaciones hechas a la solucién reactiva, para ser analizados en el equipo LI-
COR® 4300 (Figura 14) donde se hicieron combinaciones en duplex de los marcadores
donde la combinacién estuvo compuesta por dos cebadores; un cebador marcado con
IRDye700 y otro marcado con IRDye800. Todas las amplificaciones realizadas tuvieron
éxito al ser analizadas a través del equipo LI-COR® 4300, se inyectaron 0.6 ul de reaccién

de PCR en cada pocillo con una concentracion de 60 ng/pl por muestra.

42



YUC

Em1 (700) — Odd21

11-20

21-30

31-40

1-10 M
Wee egy by sucncugne. gpustpee d!-ssd'h‘““b
- ol
500 pb
x4953b
- -
- - - - - - . - 8 L - - - e
- - - - - - - - e . - 4 -—.ae - - - ~ 460 pb
- e - s e eese -—e.ae - -as e - - - e® -
- - - - - - - - . e = --- - _ 3 . - -
WE . e LEe CNLCE SBEe, SEcEaBLe 4 sevmeol .
w -e s . .-l - L ‘s W . 0
h’. e e - -i-‘----.. R K i G -
;;- --;Cb. -;.- ;.-: “-.;.-- . ---;-; s .400pb
. . ie® e SCk sewp n:--g!=! . - ::' 3
- : Tme Fs e s - -. - L
" g 8 ~8S st g=nbe ¢ & + 9 ! §  ~—364pb
-
! - ' : © =350pb
2 4 v - ,.' .. p
i - . =B
f: -e sy - ge' - ® - -8 - . e | -
. A - 8 t - -_.'.. - - . 3. - > .“ - A -’ ‘. - ’
v- Wbl gk WWh.. #UA!!'M “ es ~300pb
~ < - -
- < . 234 . .
-0=-qh BEE W iil§t|§|'| 1
| - !‘--.; -i:E'-E:-:.:- - . - 4 ~= 255 pb
i —----—-—-- ----:-;--l .---..—---- ;-:
3 Es - = < -= :2 i . -
=8=- S . - Seae- - - a®e=
! .3 g8« QBoE=Z: s E=.=FL < 204pb
S8 = ‘  §8 8 . = 200 pb
; _‘ = s g - é- » 53 - s *
: = < - —~ | : ~= 145pb
sePeTSE T YEsTweTTe: sPEsItTEsa
rwwse e o e ww = .p\...-yo.
-'i h-"‘k- - - - a-b-.----- = 100pb
'- ": :.-’: g -.-B; !
3 FL § e e ss--8 :--.—:;
% 54 1 :i-.;! - 32 2o X Eoaa X
_g e-. Za&: SS=Sf if- -89 0P
: -~ e -®@-=f _ 8. -ET=z-=
o B SF=SE “* -T-=5"8 °

Figura 14 Perfil de amplificacién del morfotipo YUC con el marcador Em1(700)- Odd21. Gel de

poliacrilamida al 6.5%, electroforesis realizada en el genotipador LI-COR® 4300 a 35W, 35mAy

1500V. En la parte superior se indican las muestras en grupos de 10; de lado izquierdo se indica el

tamafio de los alelos con ayuda del marcador de peso molecular IRDye labeled DNA.

A partir de los datos de presencia/ausencia obtenidos para cada SRAP, se construyo la

matriz basica de datos, donde se calcularon los valores de similitud genética, utilizando el
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coeficiente de asociacion de Jaccard. Se obtuvo un valor medio de similitud de 0.291, con

valores minimos y maximos de 0.017 y 1.

Los trece marcadores SRAP identificaron un total de 674 alelos, con un promedio de 52
alelos por locus, en un rango entre 21 (Dclggp- Odd2) y 75 (Me2700- Sa9) en una poblacion
de 161 individuos de estudio. El tamafio de banda varia de 50 a 700 pb. Los resultados son
similares a otros estudios realizados con SRAP’s, como el estudio de Yousefi et.al., (2018)
en el que fueron identificados 294 alelos con nueve iniciadores SRAP en 57 genotipos de
la especie diploide Trifolium pratense L. Considerando que los estudios mencionados

presentan una muestra poblacional y nimero de SRAP mayor y menor, respectivamente.

Cuadro 5. Caracteristicas de los productos amplificados SRAP utilizados para el andlisis de la
variacion somaclonal del achiote.

Marcadores Numero de | Tamafo de | No. Total de % Diversidad
loci bandas (pb) bandas Polimorfismo genética (PIC)
Dc1 (800) - Odd19 37 71 - 600 1553 26.07 0.347
Me2 (700) - Odd26 49 72 - 700 1955 24.78 0.326
Me2 (700) - Ga45 43 63 - 580 1897 27.4 0.343
Me2 (700) - Odd15 35 69 - 539 1369 24.29 0.345
Dc1l (800) - Odd15 46 50 - 638 2124 28.67 0.382
Dc1l (800) - Odd23 47 81 - 600 2000 26.43 0.341
0dd23 (800) - Odd21 71 50-414 3047 27.03 0.357
Em1 (700) - Odd21 63 50 - 700 3083 29.46 0.375
Dc1 (800) - Odd2 21 50 - 510 1043 30.85 0.358
Me2 (700) - Sal6 69 73 -675 3041 27.37 0.379
Me2 (700) - Sa9 75 74 - 691 3089 25.58 0.348
Dc1l (800) - Me7 47 62 - 590 1965 25.96 0.364
Em1 (700) - Odd2 71 71 - 700 3009 26.32 0.354
Total=674 Promedio= 0.355

Los valores obtenidos del contenido de informacion polimérfica (PIC) tuvieron un maximo
de 0.382 y un minimo de 0.326, con un valor medio de 0.355 (Cuadro 5). Los valores de

discriminacion obtenidos de Contenido de Informaciéon Polimérfica fueron minimos,
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indicando asi que la variacion somaclonal es muy baja. Resultados similares fueron
observados por Bhatt et.al., 2017 con un PIC promedio de 0.33, con un rango de 0.14 y
0.51, donde se probaron diez combinaciones de iniciadores SRAP en 16 genotipos de
Cuminum cyminum L. Un estudio que también puede ser comparable con los resultados
obtenidos es el de Maghsoudi et.al., 2018 donde se analizaron 12 combinaciones SRAP en
55 accesiones de Foeniculum vulgare Mill. obteniendo un PIC promedio de 0.36, siendo

0.47 el PIC mas alto y el menor fue de 0.27.

El cebador Dc1-Odd15 presenta el mayor Contenido de Informacion Polimorfico (PIC) con
un valor de 0.382, lo que indica que es el marcador con mayor capacidad de discriminar los
loci (Cuadro 5), le sigue el cebador Me2-Sal6 con un PIC de 0.379. El cebador Me2-Odd26
con un valor de PIC de 0.326 resulté el de menor valor con una capacidad de discriminar
ligeramente menor a los demas. Los valores del Contenido de Informacién Polimaérfica son
un indicador indirecto de que tan diverso es un grupo o0 un conjunto de datos y esos bajos
valores de discriminacién obtenidos en el presente estudio indican que la variacion

somaclonal es minima.

Trabajos como los de Guenni et.al., 2016 donde se analizaron siete marcadores SRAP en
43 accesiones de Pistacia vera L, dieron como contenido de informacion polimdrfica un
promedio de 0.850, una cantidad arriba del doble comparada con los resultados obtenidos,
marcando en este estudio una diferencia genética en las accesiones generadas. XIN et.al.,
2019 analizaron la diversidad genética en fresas donde obtuvieron un contenido de

informacién polimérfica de 0.911.

Los niveles de polimorfismo generados son significativamente menores a los reportados en
otros estudios en los que se han implementado el uso de marcadores SRAP para el estudio
de la diversidad genética en distintas especies, comprobando su aplicacién universal y alto
contenido de informacién. En la presente investigacién se obtuvo un porcentaje promedio
de polimorfismo generado por las trece combinaciones de cebadores de 27%. De los trece
marcadores seleccionados la combinacion Me2700— Odd15 mostr6 el menor porcentaje de
polimorfismo con un 24.29%, mientras que el marcador Dclgo — Odd2 fue ligeramente
mayor a las demas combinaciones con 30.85%. El porcentaje de polimorfismo generado
por estos dos marcadores no ha sido documentado en estudios anteriores relacionado al

analisis de variacion somaclonal.
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En 2016 Lépez-Gomez y colaboradores, estudiaron la variacién somaclonal de plantas de
Banano cv. Manzano regeneradas in vitro mediante embriogénesis somatica indirecta (ESI-
1 explante flor masculina joven y ESI.2 explante de yemas florales) y organogénesis directa
(OD) a partir de explantes de yemas florales obtenidos de una sola planta madre. En cuanto
al uso de marcadores SRAP obtuvieron un 19.5%, 12.5% y 24.2% de polimorfismo entre
plantas regeneradas de ESI-1, ESI-2 y OD respectivamente. Comparando los resultados
correspondientes a organogénesis directa del estudio de Lépez-Gomez (24.2%) y los de la
presente investigacion (27%) a partir de organogénesis indirecta se obtuvieron resultados

similares confirmando niveles de variacion bajos entre los morfotipos regenerados.

Los marcadores moleculares SRAP no s6lo son viables para la deteccion de porcentajes
bajos de polimorfismo; por ejemplo, Bhatt et.al., 2017 evalué la diversidad genética de 16
genotipos de Cuminum cyminum L. del cual obtuvieron un porcentaje promedio de 91% de
polimorfismo generado por 10 combinaciones de cebadores SRAP generando un nivel

moderado de diversidad genética entres los genotipos.

En 2018 Thorat y colaboradores analizaron la fidelidad genética en plantas
micropropagadas de Saccharum officinarum L. mediante marcadores RAPD e ISSR,
compararon la eficiencia entre regeneracion a partir de organogénesis directa e indirecta,
haciendo uso de explantes de yemas axilares, meristemos apicales y hojas para el caso de
organogénesis indirecta y cultivo de callos para organogénesis indirecta. Las plantas
micropropagadas a partir de organogénesis directa fueron genéticamente similares y fieles
al tipo respecto a la planta madre y no se produjo diferenciacion durante la
micropropagacion. Determinaron que las plantas regeneradas a partir de organogénesis
indirecta conducen a diferentes niveles de variacion somaclonal o epigenética, el

polimorfismo generado fue de 4.54% un nivel bajo de variacion.
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Figura 15. Dendograma circular de similitud genética basados en datos analizados de 161 plantas
(Morfotipos: NE(40), YUC(40), PR(40), PV(40) y VAR (1)) con trece marcadores SRAP. Basado en
el coeficiente de Jaccard, Neighbour Joining, bootstrap de 100 repeticiones.
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En la figura (15) se ilustra el Dendograma de la relacién genética entre las 161 plantas
micropropagadas, basado en el coeficiente de Jaccard y aplicando bootstrap de 100
repeticiones, los morfotipos como se observa en la imagen se diferenciaron en cuatro
grandes grupos, presentando una distancia menor a 0.01 los morfotipos YUC, PR, PV y
VAR. Mientras que el morfotipo NE es distinto a todos. Aun asi, en todos los morfotipos se

resalta una baja variabilidad entre individuos, por lo tanto, ningdn grupo muestra variacion.

El morfotipo identificado como VAR resultd una planta con caracteristicas variegadas
durante el proceso de micropropagacion, mantuvo sus caracteristicas durante el proceso
de aclimatacion y establecimiento en campo, en algunas ocasiones estos rasgos se pierden
conforme las plantas avanzan a una edad adulta (Koh-Cheong et.al., 2001). De acuerdo
con el Dendograma basado en el coeficiente de Jaccard (Figura 15) se observo el morfotipo
VAR tiene similitud genética con el morfotipo PV, por lo tanto, se espera que VAR posea

rasgos morfologicos asociados a PV (flor blanca, fruto verde dehiscente).

Ramirez-Mosqueda et.al., 2015 reporta la presencia de individuos con caracteristicas
variegadas en plantulas regeneradas de Vanilla planifolia Jacks a partir de una ruta de
organogénesis indirecta, la presencia de individuos variegados aumenta cuando se
seleccionan rutas morfogénicas indirectas, ya que el cultivo de callos requiere de una
adaptacion celular a las condiciones de cultivo in vitro causando cambios genéticos
(Kaeppler et.al., 2000).

En otros estudios como el de Shen et.al., 2007 se analiz6 la variaciébn somaclonal en plantas
de Dieffenbachia regeneradas a través de organogénesis indirecta utilizando explantes de
hoja, como resultado del proceso de morfogénesis se obtuvieron plantas con caracteristicas

variegadas y con diferentes rasgos morfologicos durante su crecimiento.

En el caso del morfotipo PR las mutaciones son bajas y no se alcanzan a distinguir como

para separarlas en grupos (Figura 16).
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Figura 16. Dendograma circular de similitud genética con topologia de 161 plantas (Morfotipos:

NE(40), YUC(40), PR(40), PV(40) y VAR (1)) con trece marcadores SRAP. Basado en el
coeficiente de Jaccard, Neighbour Joining, bootstrap de 100 repeticiones.
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Figura 18. Andlisis de Coordenadas principales (PCoA) con marcadores SRAP seleccionados, con un indice de similitud de Jaccard de 161
plantas micropropagadas ((Morfotipos: NE(40), YUC(40), PR(40), PV(40) y VAR(1)). Usando el programa Past3 para analizar la matriz
binaria.
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El andlisis de coordenadas principales (PCoA) basado en el indice de similitud de Jaccard
permitié diferenciar cuatro grupos genéticamente definidos por morfotipo, no se observaron
plantas distribuidas al azar en los cuadrantes, lo que demuestra la estabilidad genética a
pesar de haber sido regeneradas via organogénesis indirecta. En cuadrante A se
distribuyen todas las clonas pertenecientes al morfotipo PV (Figura 18). En el cuadrante B
se muestran las clonas del morfotipo PR; en el cuadrante C se agrupan se manera
homogénea las clonas del morfotipo YUC y en el cuadrante D se definen las clonas del
morfotipo NE. La planta variegada denominada VAR se agreg6 con todos los morfotipos a
este andlisis, los resultados la posicionaron segregada en el centro de los cuadrantes. En
resumen, todos los grupos en los que estan las clonas son muy homogéneos, la dispersion
de los datos en muy pequefia y coincide con la informacién proporcionada por el

Dendograma Circular de Jaccard (Figura 16).

Maghsoudi-Kelardashti et.al., 2018 obtuvieron resultados similares al realizar sus analisis
de conglomerados, donde se puede observar la formacion de cinco grupos, todos asociados
en este caso a su locacién geografica. Los cinco grupos definidos en el Dendograma
basado en la similitud de Jaccard coincidieron con el analisis de coordenadas principales,
se observé la poca variacion dentro de cada cluster y la poca formacion de subgrupos
(Figura 16).

51



V. CONCLUSIONES

Se logré la estandarizacion de la amplificacion, condiciones de genotipaje y
validacién de trece marcadores SRAP con una menor concentracion de DNA
gendmico para 161 plantas micropropagadas de Bixa orellana, se obtuvieron

bandas claras, leibles y reproducibles en todos los casos.

El uso de marcadores SRAP es una opcién viable para la deteccién de variacion

somaclonal en plantas micropropagadas de Bixa orellana L.

El protocolo de extraccion de DNA gendmico de Bixa orellana DNeasy® Plant Mini
Kit (250) QIAGEN con maodificaciones en el protocolo, evidencié rendimientos
aceptables en las muestras con una concentracién de 4-15 ng/ul; cantidad suficiente

para su amplificacién con marcadores SRAP.

La amplificacion de los marcadores SRAP con concentraciones de 8ng/pl de DNA
gendmico es necesario el uso de una Tag comercial que en sus caracteristicas esté
el trabajar con cantidades minimas de DNA gendmico, debido a que en el presente

estudio se hicieron pruebas con Taq Polimerasa y no fueron exitosas.

La variaciébn somaclonal aumenta cuando se incrementan los reguladores de
crecimiento, se ha visto en casos como el banano un efecto muy grande en su
variacion, lo cual indica que el protocolo desarrollado para Bixa orellana es exitoso

porque conserva la integridad genética de la especie.

La variacion somaclonal es minima, no se distingue, no hay diferenciacion.

El sistema de regeneracion in vitro desarrollado puede ser utilizado para la

propagacion clonal masiva y explotacion comercial del achiote.

Los reguladores de crecimiento utilizados no estan generando variaciones que

comprometan la integridad de los morfotipos.

52



e Las condiciones de crecimiento in vitro pueden generar grandes cantidades de
plantas al final del proceso, sin que se produzcan variaciones genéticas en el

material debido a los subcultivos.
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V. PERSPECTIVAS

e Con los resultados obtenidos durante este trabajo se podran relacionar los datos
moleculares con datos de caracterizacion morfo-agrondmica que permitan
establecer plantaciones a gran escala de plantas élite que aseguren una produccion

homogénea de bixina para su comercializacién.

e Dar seguimiento a la planta VAR para observar si sus caracteristicas se mantienen,
asi como también caracterizarla morfolégicamente y medir su porcentaje de

produccién de bixina.

o Los marcadores SRAP pueden ser usados para eliminar variantes somaclonales no
deseables en laboratorio durante el proceso de regeneracion con la opcién de
ahorrar tiempo y esfuerzos antes de establecer en campo las plantas
micropropagadas.

e La caracterizacion genética y morfoldgica permite la formaciéon de un banco de
progenitores que permita seleccionar en base a los rasgos deseados una

produccién homogénea.

Por ultimo, se propone conjuntar si las plantas micropropagadas establecidas en campo, al
aplicarles un manejo agronémico provocan un aumento o disminucién en la produccién de

bixina.
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