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Figure 2.2 Differences in capsule size between clustered
groups: (a) average length, (cm) (F[2, s]=21.85, P< 0.000;
Tukey HSD at 5%); (b) average width, (cm) (F{2, 36]=7.56,
P< 0. 001; Tukey HSD at §%); and (c) length/width ratio,
(cm) (F[2, 86]=59.39, P< 0. 000, Tukey HSD at 5%).

Figure 2.3 Differences in qualitative morphological
features between clustered groups: (a) capsule spine
length (Fisher's Exact Test =21.63, P< 0. 001); (b)
capsule apex shape (Fisher's Exact Test =25.66, P<
0.000); (c) capsule dehiscence (Pearson’s Chi-Square
=5.78, P< 0.058); (d) flower color (Fisher's Exact Test
=77.66, P< 0.000); and (e) capsule color (Fisher's Exact
Test =80.57, P< 0.000).

Figure 2.4 Dendrogram of annatto collection sites based
on UPGMA cluster analysis of 58 sequence-related
amplified polymorphism (SRAP) molecular markers in the
study. The resulting clusters are labeled Cluster | and |l.
The letter “C” indicates an individual collected at
Cooperativa and “Y" one collected at Yaxcaba. CTRL
indicates the positive control (pink flower, high bixin
content, red and dehiscent capsule). The numbers at the
nodes indicate the percentage bootstrap values.

Figure 3.1 SRAP fragments generated with primer
combinations SA-12 and EM-8. The families 1, 2 and 3
are indicated. The rows indicate the markers detected.
Size standard (in base pairs) is shown on the left.

Figure 4.1 Morphological traits of the parental lines
selected for crossing: A. male parent with pink flowers,
higher content of bixin (>2.7%), red pods with a few
thorns and dehiscent. B. female parent, with white
flowers, lower content of bixin (<2.7%), green pods with
many thorns and indehiscent.
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indicé que treinta y tres alelos segregaron Mendelianamente
1:1 (P20.05), los cuales al someterse al programa JoinMap,
formaron cuatro grupos de ligamiento (GL) con un valor LOD =
3.0. Los GL formados por 2 y 9 marcadores abarcan 381.9 cM
del genoma de B. orellana. La incorporacién de un mayor
nimero de loci detectados permitird estudiar los loci cuyos
alelos segregan en proporcidn 3:1 en la poblacién F1
estudiada. Este estudio demuestra que el marcador molecular
SRAP es un sistema de marcacion efectivo en la construccion
de un mapa genético preliminar de B. orellana debido que con
unicamente 35 loci que segregaron genotipicamente 1:1 fueron
exitosamente mapeados 15 loci en 4 grupos de ligamiento de
los 7 esperados. Este estudio en su conjunto, se ha enfocado
en generar algunas bases genético-moleculares para el
mejoramiento genético del cultivo de achiote para la seleccion
del material élite.
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parentales para su mejoramiento genético. En este sentido, el
Capitulo 2, hace referencia a los estudios enfocados a la
deteccion de caracteres asociados a la produccién de bixina, a
través de la identificacién de las caracteristicas que favorecen
la obtencibn de altos contenidos de bixina, como la
indehiscencia de la capsula y el color de la flor, entre otros. El
objetivo de este estudio fue analizar la variacion morfologica en
B. orellana y por vez primera, analizar la variacion genética
usando marcadores moleculares SRAP (Li & Quiros, 2001). De
esta manera, materiales con alto contenido de bixina y
caracteristicas agrondmicamente importantes que favorecen el
rendimiento de bixina fueron evaluados tales como la
indehiscencia de la capsula y el color de la flor, entre otros. Las
caracteristicas agronomicas fueron comparadas con la
produccién de bixina y los individuos fueron analizados
genéticamente para seleccionar el germoplasma mas
apropiado para el mejoramiento genético de achiote. Los
resultados obtenidos, representan un importante avance hacia
el mejoramiento genético mas efectivo del achiote, debido a
que las cruzas entre los diferentes grupos morfolégicos y/o
genéticos formados mediante este estudio, tienen el potencial
para producir una recombinacién de caracteres deseados en la
descendencia hibrida (Valdez-Ojeda et al., 2008).

La implementacion de un programa de mejoramiento
genético, requiere del conocimiento del sistema reproductivo
del achiote. Actualmente, la informacién concerniente al
sistema de apareamiento en B. orellana estd siendo todavia
objeto de discusion ante la inexistencia de un estudio que lo
evalle. Estudios de polinizacién artificial de B. orellana,
sugieren que el entrecruzamiento y autocruzamiento ocurren
en achiote (Rivera-Madrid et al., 2006). Sin embargo, con el
uso de los marcadores moleculares se pueden obtener
apropiadas estimaciones cuantitativas de los parametros del
sistema reproductivo (Shaw & Aliard, 1982). Los marcadores
moleculares no han sido utilizados para analizar el sistema
reproductivo en B. orellana. El marcador molecular SRAP, es
altamente polimérfico en B. orellana (Valdez-Ojeda et al.,






contenido de bixina, dehiscencia y espinosidad de las capsulas,
asi como el color de la flor, haciendo uso de un sistema de
polinizacién artificial de B. orellana para obtener una poblacion
F1 segregante y detectar marcadores moleculares SRAP en
parentales y progenie que permitan la generacion preliminar de
un mapa genético de B. orellana. De esta manera, el objetivo
de este estudio se baso en el registro de los marcadores SRAP
para generar el mapa genético, basado en los grupos de
ligamiento genético en base a la frecuencia de recombinacion
de las caracteristicas segregantes. Este estudio demuestra que
el marcador molecular SRAP es un sistema de marcacion
efectivo en la generaciéon de un mapa genético preliminar de B.
orellana.

Los estudios desarrollados en este trabajo representan
nuevos conocimientos sobre esta especie para contribuir en el
desarrollo de herramientas que permitan una rapida y
apropiada seleccién de germoplasma de partida para el
mejoramiento geneético de B. orellana. Lo anterior, deriva en
discusiones y conclusiones, incluidos en el Capitulo 5. Las
perspectivas a corto y a largo plazo de los estudios realizados
mediante esta investigacion, se citan en el Capitulo 6.
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de oxigeno y antioxidantes adicionados; resistente a los acidos
y alcalis, por lo que no es afectada por metales como hierro,
aluminio y zinc (De Oliveira et al., 2004).

1.3.1 Extraccion y caracterizacion de bixina

La utilidad e inocuidad de bixina ha motivado el desarrolio de
investigaciones enfocadas a la identificacion del proceso de
extraccion que permita el maximo aprovechamiento de este
pigmento. En este sentido, muchos métodos han sido descritos
e incluso patentados para la extraccion de bixina a partir de las
semillas. Saraswathy et al. (2004) evaluaron 23 métodos de
extraccion de los cuales los que permitieron la obtencion del
mayor rendimiento de bixina implicaron el uso de aceite de
castor (13.25%), y calentamiento en agua (13.09%), siendo
este ultimo método ampliamente adoptado en la India y cuya
aplicacion provoca la facil separacién del pigmento de la
semilla.

La bixina puede ser extraida (como se ha mencionado)
de las semillas del achiote mediante solventes organicos,
alcalis o aceites. Sin embargo, durante el almacenamiento,
considerables pérdidas en el contenido de bixina, han sido
reportadas en los extractos dependiendo de las condiciones de
almacenaje. Balaswamy et al. (2006) evaluaron la pérdida de la
bixina almacenada en forma de polvo u oleorresina, bajo tres
diferentes condiciones de almacenamiento: frio y oscuridad,
temperatura ambiente y oscuridad, temperatura ambiente y luz
difusa. Las pérdidas cuantificadas por espectrofotometria,
indicaron que éstas son elevadas en el caso del colorante en
polvo en comparacion con la oleorresina bajo todas las
condiciones de almacenamiento evaluadas. La velocidad de
degradacién de la bixina resultdé mucho mas bajo en
oleorresina en comparacion con el colorante en polvo.
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Aparentemente, en analogia con la sintesis del acido abscisico
(ABA), en la ruta de sintesis de bixina esta implicada una
dioxigenasa cuya accion enzimatica actia sobre el licopeno
derivando en grupos de aldehidos, los cuales son oxidados a
su vez en carboxilos debido a la accién de una aldehido
deshidrogenasa, siendo uno de ellos metilado probablemente
por una carboxil metiltransferasa (Jako et al., 2002).

Jako et al. (2002) mencionaron que la expresion
funcional de las clonas de ADNc deberian ser evaluadas en un
huésped heterdlogo. Bajo estas premisas, un estudio usando
técnicas moleculares y un sistema de complementaciéon en
Escherichia coli, fue desarrollado por Bouvier et al. (2003),
donde los probables genes involucrados en la biosintesis de
bixina fueron clonados y funcionalmente caracterizados en un
cepa de E. coli productora de licopeno. La identificacion del
primer gen que gobierna la sintesis de bixina, se realizd
mediante la sintesis de cDNA por RT-PCR utilizando el mRNA
aislado de semillas maduras de B. orellana y cebadores
disefiados a partir de las secuencias heterélogas de CsZCD
(dioxigenasa de zeaxantina de Crocus sativus). Una secuencia
de dioxigenasa se aislé a partir de una biblioteca de cDNA. La
dioxigenasa (BoLCD) fue especifica del licopeno, pues no
mostré actividad catalitica en B-caroteno o zeaxantina. Por lo
tanto, BoLCD aparentemente no es un sustrato promiscuo,
como por ejemplo, CCDT (carotenoide dioxigenasa) de
Arabidopsis. Esto sugirié que el paso inicial de la biosintesis de
bixina involucraria la conversién del licopeno en un grupo de
aldehido, sin embargo subsecuentes reacciones involucran la
accion de una aldehido deshidrogenasa y una carboxil
metiltransferasa. Los genes aldehido deshidrogenasa
(BoBADH) y carboxil metiltransferasa (BonBMT), que median la
acumulaciéon del apocarotenoide bixina, fueron clonados de B.
orellana usando oligonuclueétidos derivados de ofras
secuencias de plantas por RT-PCR. Los productos de PCR
fueron usados para aislar dichos genes a partir de una
biblioteca de cDNA. Usando los productos de los tres genes y
co-transformando una cepa de Escherichia coli productora de
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En cada sitio en donde se cultiva B. orellana, el rendimiento
promedio de una plantacion depende del suelo y de la edad de
la planta, entre otras variables (como la cantidad de arboles
sembrados por hectarea). El nimero de plantas sembradas/ha
varia entre 1000-2500 plantas y en promedio se obtienen 1000
kg/ha de frutos secos, o0 hasta 2000 en condiciones 6ptimas. La
semilla representa entre 50 y 60% del peso total, es decir, en
promedio se obtienen de 500 a 600 kg/ha (Diaz & Oyola, 2002;
Perez & Becerra, 2003).

1.5 Importancia econémica
1.5.1 Produccion y comercializaciéon mundial

En 1996 el mercado europeo de colorantes naturales estaba
estimado en US$178 millones y se estimaba que para el afo
2000 el consumo llegaria a 5,700ton (Diaz & Oyola, 2002). El
potencial econémico del colorante natural del achiote es
elevado si el mercado previsto es de exportacion. En el
mercado mundial, el achiote, se comercializa en semilla,
aunque desde 1980 aproximadamente, esta creciendo el
mercado de extractos con valor agregado, estos Ultimos en
varias formas y procesamientos difiriendo en concentracién de
pigmentos (Bernal & Correa, 1989).

El uso industrial y la amplia distribucion de B. orellana ha
impulsado a diversos paises a la tarea de producir, y en el
mejor de los casos a exportar a otras regiones del mundo
(Hernandez et al., 1988). Mundialmente, la produccion
promedio anual de semillas de achiote es aproximadamente de
104 ton, de las cuales 60% provienen de America Latina, 27%
de Africa y 12% de Asia (Bittencourt et al., 2005). Los precios
de semilla de achiote dependen de la produccion y variaron
entre 1985 y 1995, desde $22,000.00 M.N. hasta $6,600.00
M.N por tonelada. Cabe sefialar que los precios son
proporcionales al contenido de bixina, que en cualquier caso
deben de ser superiores al 2.7% (Giuliano et al., 2003).
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investigan actualmente los aceites esenciales extraidos de las
semillas. En menor proporcién, se ha incluido en la
manufactura de productos de diversa indole, como son: ceras,
maderas, marfiles, pieles, lacas, jabones, textiles, cosméticos,
labiales, sombras, barniz de uias y derivados (Poveda, 1983).
Las aplicaciones o usos industriales de B. orellana, radican en
sus diversas propiedades.

1.7 Potenciales aplicaciones en medicina

Bixa orellana, presenta un sin nimero de beneficios a la salud
humana, ademas de los nutrientes contenidos en la semilla
(Devia & Saldarriaga, 2003). Diversos estudios comprueban el
potencial antigénico y antimutagénico que presenta la
norbixina, caroteno producido y almacenado en la cubierta de
la semilla, contra el estrés oxidativo. El extracto de norbixina
reduce diez veces el dafio provocado a células de Escherichia
coli expuestas a la radiacion UV aportando propiedades en el
combate contra el cancer (Junior et al., 2005). Adicionalmente,
a las propiedades antioxidantes que presenta la norbixina,
estudios en conejos demuestran el poder que tienen en la
reduccion de lipidos: bixina, norbixina y queratina, asi como los
flavonoides (7-glicosilapigenina, 7-bisulfato-apigenina, 7-
glicosil-luteolina, 7-bisulfato-luteolina) aislados a partir de
semillas de B. orellana (Lima et al., 2001). Lo anterior se evalud
tras la induccidn hiperlipidemia en conejos y posterior
reduccién del contenido de lipidos, debido a la administracion
efectuada de 0.01 mol/kg de las sustancias evaluadas.

El efecto inhibitorio ante el veneno por mordeduras de
serpientes (Lachesis muta, Crotalus durissus cumanensis, y
Micrurus mipartitus), representa otro beneficio medicinal que
brinda B. orellana, cuyos extractos etandlicos obtenidos a partir
de hojas y ramas, fueron preincubados con el veneno de cada
serpiente e inyectados via peritoneal en ratones. El estudio
demostré la neutralizaciéon del efecto tdxico del veneno por los
extractos (Nufez et al., 2004).
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material genético, para obtener individuos de un sistema
biolégico vigorosa y productivamente, con nuevos arreglos de
genes que confieren caracteristicas superiores a cualquiera de
los padres en el contexto de un entorno agricola (McCouch,
2004; Shewry & Lazzeri, 1996).

El mejoramiento se lleva a cabo en funcién a objetivos
planteados, los cuales giran en torno a la viabilidad bioldgica,
demanda de consumo, y la economia de produccidén
(McCouch, 2004). El proceso de mejoramiento de plantas es
teéricamente simple y se podria reducir a dos pasos
fundamentales:

1. Generar una poblacibn de mejoramiento (breeding
population), altamente variable en sus caracteristicas
agricolamente importantes. Esto se lleva a cabo
identificando padres que poseen caracteristicas
complementarias, para después realizar la polinizacion
cruzada de éstos. La cruza es el mecanismo por el que
los genes son intercambiados entre los padres, asi las
caracteristicas diferenciales de los parentales se
reasocian o segregan en combinaciones potencialmente
nuevas y mejoradas en la descendencia (Manshardt,
2004; Sleper & Poehiman, 2006).

2. Seleccionar e identificar entre la progenie segregante los
individuos que combinan las mejores caracteristicas de
los padres.

La identificacion de los parentales se realiza de acuerdo a sus
caracteristicas morfolégicas. Esto se lleva a cabo identificando
las caracteristicas que poseen los parentales que se
complementan con el otro parental, esto es, las cualidades de
un parental tienen la capacidad de superar las deficiencias del
otro y por la polinizacién cruzada los parentales inician su
recombinacion (Manshardt, 2004).

1.8.1 Estudios morfolégicos en Bixa orellana

Las caracteristicas morfologicas, estiman la variabilidad que se
expresa en caracteristicas visibles y que conforman el fenotipo
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semilla y las capsulas dehiscentes con semillas de color
marrén.

Mazzani et al. (2002) utilizaron los mismos descriptores
y algunos otros descritos por ellos mismos respecto a la
morfologia de la céapsula, en una coleccion de ocho
introducciones recolectadas en comunidades Iocales e
indigenas de Venezuela. Los estudios realizados mostraron
interesantes resultados que versan en que la enfermedad del
mildiu polvoriento afecta de manera negativa el rendimiento
estimado, debido a que los individuos con ramificacion mas
densa (muchas ramas principales, secundarias y terciarias)
presentan un mayor ataque de este patégeno. Por otra parte,
los frutos con apice puntiagudo presentaron menor dehiscencia
que los de apice apiculado y los frutos con menor indehiscencia
mostraron una mayor densidad de espinas. A mayores
dimensiones del fruto, menor es el nimero de capsulas
presentes en la panicula. Los analisis realizados revelan el
valor de esos recursos para ser usados como fuente de
germoplasma para trabajos de mejoramiento y otros en esta
especie, debido a la morfologia contrastante encontrada.

Sin embargo, limitado esfuerzo se ha hecho en el
pasado para clasificar a los cultivares en base al contenido de
bixina y caracteristicas morfolégicas. Los individuos de B.
orellana deben evaluarse en funciéon al rendimiento (contenido
de bixina > 2.7%) e indehiscencia de la capsula, debido a que
la exposicion directa del arilo de las semillas a la radiacion
solar, disminuye el contenido de bixina (Rivera-Madrid et al.,
2006). Esta investigacién facilitaria la rapida y adecuada
seleccion de genotipos parentales para su futuro mejoramiento
genético. En este sentido, Rivera-Madrid et al. (2006)
desarrollaron un método de polinizacién artificial en B. orellana,
para realizar la cruza de los parentales seleccionados,
manipulando procesos como la polinizaciéon y la interacciéon
polen-pistilo.
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Recientemente Martin-Rodriguez (2007), (estudiante del CICY,
de nuestro grupo de investigacion) establecioé las condiciones
metodoldgicas para analizar el cariotipo de los genotipos de B.
orellana con el fin de contar con un método que permita
desarrollar estudios citogenéticos mas extensos en diferentes
genotipos e investigar la posible variacion en el numero
cromosomico del achiote, de acuerdo a los reportes de
Michelangeli et al. (2002) y De Almeida et al. (2006).

1.8.2.2 Cultivo de tejidos in vitro

La regeneracion in vitro de B. orellana puede ser usada para la
produccién de genotipos productivos y de alto rendimiento y
poder acelerar programas de mejoramiento (Parimalan et al,,
2007). En este sentido, D'Souza & Sharon (2000), multiplicaron
directamente explantes meristematicos de brotes apicales y
nodos de plantulas germinadas in vitro, para la obtencion de
plantas completas, consiguiendo asi la propagacién clonal in
vitro de B. orellana. Basado igualmente en la organogénesis
directa, Parimalan et al. (2007), desarrollaron un protocolo con
significativa respuesta a la organogénesis a partir de
hipocotilos de raiz, segmentos de hipocotilos y tejido
cotiledonario de B. orellana, obteniendo plantas completas al
final del cultivo in vitro de los explantes.

Por otra parte, la embriogénesis directa reduce el tiempo
requerido para la propagacion de la planta, que puede ser
benéfica para minimizar los cambios genéticos inducidos en el
cultivo. Adicionalmente, el proceso de embriogénesis somatica
ofrece un medio para propagar un gran numero de clonas élites
(Paiva Neto et al., 2003). En este sentido, Paiva Neto et al.
(2003), realizaron la induccion de embriogénesis somatica a
partir de embriones cigéticos inmaduros de achiote. A pesar de
que un alto nimero de embriones somaticos fallaron en
desarroliar plantas saludables; el protocolo desarrollado
representa un avance benéfico para la propagacién en masa
de clonas elite seleccionadas. E| establecimiento de diversas
metodologias de embriogénesis u organogénesis, es necesario
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1.8.3 Estudios genético-moleculares en Bixa orellana

Desde hace varios afios, el grupo de la Dra. Rivera en UBBMP-
CICY, ha desarrollado estrategias para el mejoramiento
genético del achiote, y asi obtener el mayor aprovechamiento
de los metabolitos que esta planta sintetiza, debido a que la
variacién contrastante en los rendimientos y en la calidad sus
pigmentos ha sido uno de los principales retos a vencer
(Michelangeli et al., 2002; Rivera-Madrid et al., 2006).

El advenimiento de los marcadores moleculares, ha
hecho posible la exploracién molecular de las poblaciones de la
cual se seleccionaran los parentales. Seleccionando parentales
genéticamente similares, se restringe la cantidad de variacion
que sera evaluada en la descendencia. Por otro lado, cruzando
padres divergentes genéticamente, el rango de variaciéon
fenotipica seria mucho mas extensivo e interesante, con
muchos individuos que pudieran no esperarse basados en los
atributos de los padres (McCouch, 2004; Manshardt, 2004).

Sin embargo, aun no se ha desarrollado en B. orellana el
analisis genético-molecular mediante técnicas de marcaje,
basado en el uso de secuencias nucleotidicas y ADN, cuya
variacion (polimorfismo) (Ford-Lloyd & Painting, 1996; Karp &
Edwards, 1997), es utilizada en el mejoramiento convencional,
para facilitar la seleccion de los parentales genéticamente
diferentes (Rodriguez & Arencibia, 2002), debido a que permite
establecer diferencias o similitudes entre individuos de una
misma especie, en funcién a la identificacion de productos y/o
composicion gendémica (Hidalgo, 2003). También se emplea
para evaluar la diversidad genética, identificar duplicados en
las colecciones (Pérez-Vega, 1993), estimar la tasa de
entrecruzamiento, generar mapas genéticos (Weising & Kahl
1997) de parentales y progenie segregante de la cruza, e
identificar los loci de caracteristicas cuantitativas (QTL) y asistir
en el mejoramiento genético (MAS) (Rodriguez & Arencibia,
2002).

En este sentido unicamente se han desarroliado
estudios empleando isoenzimas, como el llevado a cabo por
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cebadores especificos. Los cebadores son de 17 a 18
nucléotidos de largo y constan de los siguientes elementos:
una secuencia centro de 13 a 14 bases, donde las primeras 10
6 11 bases que inician en la terminacién 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 tanto, los fragmentos de ADN amplificados durante la PCR,
corresponden a menudo a secuencias codificantes. Por otra
parte, los primeros ciclos de la PCR se realizan a temperaturas
de alineamiento bajas (35°C), permitiendo que gran nimero de
fragmentos de ADN puedan ser amplificados y asegurados de
manera especifica y reproducible en los posteriores ciclos en
donde la temperatura de alineamiento se incrementa a 50°C (Li
& Quiros, 2001).

Debido a lo anterior, los marcadores SRAP detectan
fragmentos de ADN con alta resolucion, polimorfismo y
reproducibilidad asi como elevado nimero de marcadores
dominantes (80%). La facil seleccién, simplicidad y fidelidad del
sistema, favorece la amplificacién y el subsecuente aislamiento
de secuencias codificantes (Li & Quiros, 2001).

Las caracteristicas mencionadas han sido determinantes
para utilizar el sistema SRAP en analisis taxondmicos y
genotipicos, asi como para generar mapas genéticos, analizar
varios aspectos de la biologia poblacional (paternidad, flujo de
genes) y mejoramiento de plantas (determinacién de hibridos)
en donde el empleo de marcadores que proporcionan alto
contenido de informacion (polimorfismo geneético) es importante
(Li & Quiros, 2001).

El marcador molecular SRAP ha sido utilizado en
estudios de caracterizacion y diversidad genética. Mengyao et
al. (2008), emplearon dos sistemas de marcaje (SRAP y SSR)
para evaluar la diversidad molecular en 19 cepas del hongo
Auricularia polytricha. Un total de 202 (99.0%) y 459 (95.9%) de
bandas polimérficas fueron detectadas mediante las
combinaciones de 13 y 14 combinaciones de cebadores SSR y
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2007; Gao et al., 2007; Okazaki et al., 2007; Meng-yang et al.,
2007; Sun et al., 2007), cafa de azucar (Alwala et al., 2007) y
trigo (Li et al., 2007), asi como en el alineamiento gen a gen
entre los genomas de Arabidopsis y Brassica (Li et al., 2003).

Okasaki et al. (2007), Li et al. (2007), Gao et al. (2007),
Lin et al. (2005), Chen et al. (2007), reportan que en la
utilizacion de diferentes sistemas moleculares tales como
RFLP, AFLP, SSR y SRAP, el marcador molecular SRAP
detectd mas del 50% del total de fragmentos polimérficos
detectados en especies tales como algodén y Brassica
oleracea, lo cual indica que pese a su caracter dominante, el
marcador SRAP es eficiente para explorar el genoma, asi como
para detectar el polimorfismo genético, caracteristica
importante en la seleccién del marcador molecular a utilizar
para la construccién del mapa genético.

Por otra parte, Valdez-Ojeda (2004) estandarizé las
condiciones metodolégicas necesarias para el desarrollo del
sistema SRAP en B. orellana, que incluyé la seleccién de un
método de extraccion de ADN libre de polisacéaridos,
polifenoles y otros contaminantes, asi como, la evaluacién
preliminar del polimorfismo en B. orellana mediante estos
marcadores, facilitando asi su empleo en estudios genético-
moleculares para el mejoramiento genético de esta especie.

1.8.3.2 Sistemas de entrecruzamiento

El sistema de entrecruzamiento de las angiospermas,
determina las vias por las cuales se produciran los cigotos:
geitonogamia y/o xenogamia (Barret, 2003). En las especies
que se polinizan por geitonogamia o autofertilizacion, el gameto
masculino poliniza al gameto femenino de la misma flor,
presentando menor diversidad genética y heterocigosidad entre
las poblaciones. En las especies polinizadas por xenogamia o
polinizacién cruzada, el gameto masculino de una flor poliniza
al gameto femenino de otra flor, manifestando mayor
diferenciacién genética dentro de las poblaciones (Williams et
al., 2001).
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para el cultivo de una especie en particular (Sleper &
Poehlman, 2006).

1.8.3.3 Mapas genéticos

En el mejoramiento de plantas, el objetivo del cruzamiento de
cultivares, es combinar, en un solo genotipo (probablemente no
presente en la naturaleza), una serie de genes de caracteres
deseables que poseen los parentales (Sleper & Poehiman,
2006). Los genes de los parentales segregan (marcadores o
loci) mediante la recombinacion de los cromosomas durante la
meiosis (Paterson, 1996 citado por Semagn et al., 2006; Coto &
Cornide, 2002). Por tanto, la meiosis es importante para el
mejorador porque (1) permite el mantenimiento del nimero de
cromosomas, Y (2) la recombinacion y segregacion de alelos
contrastantes, en la siguiente generacion (Sleper & Poehlman,
2005).

En la fase meiética denominada Profase |, ocurre la
recombinacién genética. Durante la primera etapa meidtica,
denominada leptoteno, el ADN duplicado en la fase S previa,
en forma de cromatina se empaqueta y se condensa,
haciéndose visible cada cromosoma con dos cromatidas
hermanas idénticas unidas por un centromero. Durante la
segunda etapa de la profase |, en cigoteno, el par de
cromosomas homélogos se alinea, y una de las cromatidas de
cada par de homdlogo, se atraen entre si para iniciar el
proceso de sinapsis entre cromatidas no-hermanas, formando
un complejo sinaptonémico y con elio el intercambio o la
recombinacién de genes (Strickberger, 1978). Posterior a una
sucesion de divisiones nucleares, los pares se mueven a un
polo y el homdlogo al polo opuesto, rompiéndose para formar
gametos con una nueva recombinacion de genes que difieren
de cualquiera de los parentales (Semagn et al., 2006). Por
tanto, en el proceso meidtico, ocurre la reduccién del numero
de cromosomas del numero diploide (2n) de la célula madre
megaespora, al numero haploide (n) de las esporas (gametos)
(Sleper & Poehiman, 2005).
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cromosoma. Cuando dos genes se encuentran cercanos en el
mismo cromosoma, éstos no segregan independientemente, es
decir, estan “ligados” (Semagn et al., 2006; Mensua, 2003;
Ferrer et al., 2004). Cuanto mayor sea la distancia entre los
genes ligados, mayor sera la frecuencia de que el
entrecruzamiento ocurra, y el valor del entrecruzamiento sera
mas alto. A partir de los porcentajes de entrecruzamiento, los
mapas genéticos, que muestran la posiciéon relativa de los
genes en los cromosomas, han sido construidos para muchas
especies (Carrera et al., 2004; Paterson, 1996 citado por
Semagn et al. 2006; Coto & Cornide, 2002). La proporcién de
las recombinaciones de dos genes cercanamente ligados, sera
mas pequeiia que la proporcibn de dos genes que se
recombinan independientemente (Sleper & Poehiman, 2005).

La distribucién de genes ligados en el bivalente, son
denominados como de acoplamiento (distribucién cis), en
plantas F1 heterocigotas, si reciben alelos dominantes de un
padre y alelos recesivos de otro padre. La condicion donde la
F1 heterocigota, recibe un alelo recesivo y un alelo dominante
de un par ligado de un padre y la combinacién contraria del otro
padre es denominado como de repulsién (distribucién trans)
(Sleper & Poehlman, 2005). En especies diploides, la mayoria
de gametos segregan en fase de acoplamiento (Semagn et al.,
2006), como puede ser el caso en B. orellana.

A continuacién se describen los requerimientos para la
construccién del mapa genético: 1) seleccionar dos padres
divergentes genéticamente, que muestren claras diferencias
genéticas para una 0 mas caracteristicas de interés (ej. los
actuales padres pueden ser cultivares altamente productivos y
comercialmente exitosos, pero que carezcan de la resistencia a
enfermedades, que esta presente en otro padre donador). Los
padres deberian ser lo suficientemente divergentes y cercanos
para exhibir polimorfismo y no: a) causar esterilidad de la
progenie y/o b) mostrar muy altos niveles de distorsion a la
segregacién (proporciones genotipicas desviadas de las
esperadas de acuerdo a la segregacion genotipica mendeliana)
durante el andlisis de ligamiento; 2) seleccionar el tipo de
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ABSTRACT

Annatto (Bixa orellana L.) is the sole source of bixin, a seed-
specific red apocarotenoid pigment used worldwide. Genetic
improvement of annatto has focused on increasing bixin content
as well as fostering traits that favor higher content such as pod
indehiscence and flower color, among others. Eighty-seven
samples collected from two separate important agricultural
regions of the southeast of Mexico were characterized
morphologically and analyzed genetically for the first time. The
sequence-related amplified polymorphism method was used for
genetic analysis. Two-step cluster analysis of the individuals
based on morphological traits produced three groups: one
containing individuals with desired morphological characteristics
and two others with complementary traits. Like the
morphological analysis, the genetic analysis indicated high
genetic variation, although the dendrogram based on Nei and
Li's similarity coefficient showed them to be dispersed by
collection site. However, calculated similarity index values
indicated all individuals exhibited high genetic variation. The
results are an important advance toward a more effective
genetic improvement of annatto because crosses between the
different morphological and/or genetic groups described here
have the potential to produce a recombination of desired traits
in hybrid offspring.

'Assessing Morphological and Genetic Variation in Annatto
(Bixa orellana L.) by Sequence-related Amplified Polymorphism
and Cluster Analysis. Ruby Valdez-Ojeda, José Luis
Hernandez-Stefanoni, Margarita Aguilar-Espinosa, Renata
Rivera-Madrid, Rodomiro Ortiz and Carlos F. Quiros. 2008.
Hortscience 43(7), 2013-2017.
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facilitate rapid and accurate selection of parental genotypes for
further genetic improvement.

Morphological characterization was initially carried out in
Venezuela, where variation in traits clustered individuals by
origin (Mazzani et al., 2000). Isozyme variation has been
studied for annatto in Brazil and indicated that genetic
differences corresponded to geographic differences (Portela de
Carvalho et al., 2005). Similar research in Venezuela allowed
identification of unique genotypes within highly diverse
populations (Medina et al., 2001a).

The objective of this study was to analyze morphological
variation in B. orellana and support it for the first time with
genetic variation data generated using molecular markers
(SRAP) (Li & Quiros, 2001). High bixin content material and
agronomically important traits favoring bixin yield were also
evaluated such as pod indehiscence and flower color, among
others. The agronomical traits were compared with bixin
production and the individuals were analyzed genetically to
select the most appropriate germplasm for genetic improvement
of annatto.

2.2 MATERIALS AND METHODS
2.2.1 Sample collection

Samples were collected between Oct. 2005 and Jan. 2006 from
the locations of Cooperativa and Yaxcaba, Yucatan state,
Mexico (Fig. 2.1). One to five panicles and five to ten leaves
from active shoots were collected from a total of 200 aduit
plants (100 in each Cooperativa and Yaxcaba). All plant
materials were stored at 80°C until processing. In both
locations, Cooperativa and Yaxcaba, the sample plants were 5
to 10 year old seed propagated plants. In Cooperativa, plants
were grown in different fields, whereas in Yaxcaba, they were
grown in the backyards of houses. The collected germplasm
was chosen after review of available B. orellana materials in the
herbarium at the Centro de Investigacidn Cientifica de Yucatan
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mature materials, except for capsule color, which was recorded
from immature materials. Measurements of 10 randomly
chosen capsules were taken from each individual.

Seeds were placed in 2 mL plastic tubes, wrapped in
aluminum foil to avoid contact with light and stored at —20°C.
Bixin content was determined in ftriplicate following Dendy's
(1966) protocol, slightly modified for this study. A sample of
=0.1g was placed in a glass tube (15 mL) in an ice bath and 5
mL of chloroform was added and mixed for 1 min with an Ultra-
turrax homogenizer (T25; Janke-Kunkel, Seelbach, Staufeni,
Germany). The extract was filtered with a 25-mm Swinnex filter
holder (Millipore, Billerica, MA; SX0002500, 0.45 mm; Millipore,
Billerica, MA; HNWP02500), recovered in a plastic tube (15
mL), and the volume was adjusted to 5 mL. A 10 mL aliquot of
bixin extract was diluted to 1 mL volume. Using a
spectrophotometer (DU 600 Series; Beckman, Fullerton, CA),
bixin was measured at a maximum absorbance of 500 nm and
total carotenoid content was measured at 500 and 404 nm.
Absorbance records ranged from 0.5 to 1.0 to produce an
accurate estimate of bixin content. Bixin and carotenoids
contents were calculated using correction factors of 282.6 for
bixin and 0.256 for total carotenoids.

2.2.3 Molecular characterization

A sample of =100 mg of fresh leaf was ground in liquid nitrogen
and total genomic DNA was extracted using a DNeasy Tissue
Kit (Qiagen, Hilden, Germany; 69506). Following the method of
Li & Quiros (2001), the SRAP protocol was implemented using
53 primer combinations to select for polymorphic bands. The
selected primers consisted of =5 polymorphic fragments from
two individuals with contrasting traits, for example, large and
dehiscent capsules with high bixin content or short and
indehiscent capsules with low bixin content.

Twelve primer combinations were selected for SRAP
analysis (Table 2.1). The forward primers were labeled with
IRDye 800 or IRDye 700. A standard polymerase chain reaction
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2.2.4 Analysis of morphological data

A cluster analysis was performed to group the individuals from
both studied sites according to similar morphological traits
based on different quantitative and qualitative descriptors of the
capsule, flower, and seed. To form groups and test for
relationships between these groups and bixin content, a two-
step cluster analysis algorithm was run using the SPSS 13.0
program (SPSS Inc., Chicago, IL). This is a relatively new
cluster technique that can process both continuous and
categorical variables with a log likelihood distance measure. It
is therefore appropriate for forming groups according to the
similarity of two variable types: quantitative variables (capsule
length and width, length/width ratio, and number of seeds) and
qualitative variables (spine density and length, capsule apex
shape, flower and capsule color, and capsule dehiscence or
indehiscence). The two-step cluster analysis consists of a
preclustering step in which records are grouped into numerous
small subclusters followed by a clustering step. The subclusters
are grouped into clusters using an agglomerative hierarchical
clustering approach. The method automatically chooses the
optimum number of clusters by examining the Akaike
information criterion values (Chiu et al., 2001).

Significant differences between the groups produced in
the two-step cluster analysis were evaluated with an analysis of
variance (ANOVA) and Tukey's honestly significant difference
(HSD) test for numerical variables and Pearson’s X? and
Fisher's exact test for categorical variables. Another ANOVA
was run to analyze differences in bixin content among collection
sites in each group as well as between groups.

2.2.5 Analysis of genetic data
Each SRAP fragment was coded “1” for the presence of a
specific allele or “0” in its absence. Similarity matrices based on

Nei and Li's similarity coefficient was used to construct an
unweighted pair group method with arithmetic average
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Figure 2.2 Differences in capsule size between clustered groups: (a)
average length, (cm) (F[, saJ=21.85, P< 0.000; Tukey HSD at 5%); (b)
average width, (cm) (F[,, e]=7.56, P< 0. 001, Tukey HSD at 5%); and (c)
length/width ratio, (cm) (F[, ¢6)=59.39, P< 0. 000, Tukey HSD at 5%).

A large proportion of Group 1 individuals had capsules with
short to medium spines, a rounded and acuminate capsule
apex, purple flowers, and red and dark red capsules that were
dehiscent. In contrast, most individuals in Groups 2 and 3 had
capsules with large to very large spines, an agreed capsule
apex, white flowers, and yellow and green capsules that were
indehiscent (Fig. 2.3).
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(61.55%) and within sampling sites (38.45%). A significant ®
value (Dst = 0.61, P < 0.00) further confirmed the differentiation
between Cooperativa and Yaxcaba.

2.4 DISCUSSION

The morphological analysis clustered individuals with desirable
characteristics for genetic improvement of B. orellana in Group
1. Capsule size was not found to affect seed number, although
previous reports have suggested that large, wide capsules are
positively correlated with seed size (Medina et al., 2001b).
Group 1 also had capsules with short to intermediate length
spines, which is a desirable trait because it facilitates capsule
harvest and seed recovery (Medina et al., 2001b) (Fig. 2.3a).
The pink or purple flower color and red capsule color of this
group (Fig. 2.3d-e) are associated with higher bixin content
(Table 2.2). Groups 2 and 3 had white flowers and yellow and
green capsules (Fig. 2.3d-e) as well as lower bixin content
(Table 2.2). This coincides with Rivera-Madrid et al. (2006),
who reported that individuals with purple flowers and red
capsules had higher bixin content than those with white flowers
and green capsules. Another advantage of individuals with
purple or pink flowers is that outcrossed hybrids exhibit higher
fruit set than those of white flower individuals (Rivera-Madrid et
al., 2006). Parents with purple or pink flowers and red capsules
are therefore potential sources for genetic improvement of
annatto with the goal of increasing bixin content.

The difference in bixin content between Group 1-
Cooperativa and Group 1-Yaxcaba individuals and Group 2
and 3 individuals is probably the result of the different uses of
annatto seeds at each site. In Cooperativa, seeds are probably
selected for commercial use in bixin extraction, whereas in
Yaxcaba, the seeds are for household use and may not be
subject to heavy selection pressure.

Individuals in Groups 2 and 3 had indehiscent capsules
(Fig. 2.3c). This is an important breeding target, because
indehiscence may enhance crop yields (Roberts et al., 2002),
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locations. This high genetic variability in all individuals expands
the gene pool and increases the possibility of selecting elite
parents for genetic improvement. In particular, Group 1
exhibited desirable morphological traits that make it a promising
source for selection of individuals with traits linked to high
pigment yield. These could then be included in a breeding and
clonal propagation program focused on establishment of new
plantations. The undesirable trait of capsule dehiscence could
be mitigated by crossing blocks with Groups 2 and 3 individuals
with indehiscent capsules. As reported by Medina et al.
(2001b), large and indehiscent capsules without spines are
desirable because they facilitate harvest and produce higher
bixin content. Genetically diverse parents may also manifest a
broad range of phenotypic variation potentially useful for further
trait selection (McCouch, 2004). Future research can make
genetic improvement of annatto more efficient by focusing on
segregation of contrasting traits from crossing individuals to
map genes of interest for marker-assisted selection of useful
traits. Genetic analysis can also be used to identify DNA
markers linked to quantitative trait loci affecting important traits
in the B. orellana genome.
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B. orellana by molecular markers, SRAP. Eleven open-
pollinated progeny arrays of 10 individuals were used. SRAP
data indicate a multilocus outcrossing rate (t,) of 0.748.
Outcrossing is predominant in the B. orelllana open-pollinated
population. The Wright's fixation index (F), indicated high
homozygosity in the progeny evaluated with random mating,
probably due to the low variability in the population. The
molecular marker SRAP was highly polymorphic in B. orellana
and adequate for evaluating the mating system of this species.

2Outcrossing rates in Bixa orelffana L. determined by Sequence-
Related Amplified Polymorphism (SRAP). Ruby Valdez-Ojeda,
Carlos F. Quiros, Margarita de Lourdes Aguilar Espinosa and
Renata Rivera-Madrid. 2009. Sometido en Plant Breeding.

3.1 INTRODUCTION

Bixa orellana L. (annatto) is grown for its unique capability to
produce bixin, a natural pigment, found predominantly in the
outer coatings of the seeds and widely used in the food
industry. The demand for natural colorants of annatto has
increased because of its natural nutrients and its beneficial
effects in lowering glucose (Russell ef al., 2005) and cholesterol
(McGonigle & McCracken, 2002) in blood. It has also displayed
antimutagenic (Janior et al., 2005), antimicrobial (Rojas et al.,
2006), neuropharmacological, anticonvulsant, analgesic, and
antidiarrhoeal activity and an effect on gastrointestinal motility
(Shilpi et al., 2006). These all make annatto a very attractive
and safe substitute pigment for many synthetic colorants,
including as an alternative tracking dye for gel electrophoresis
(Siva et al., 2008).

However, annatto yields vary from sample to sample, and from
plant to plant (Michelangeli et al.,, 2002, Valdez-Ojeda et al.,
2008). Numerous methodologies have been developed to
accelerate true-breeding programs; i.e, high yielding lines have
been selected and vegetatively propagated for commercial
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to 89° 54'. The origins of selected trees were sufficiently distant
from each other to allow an assumption of non-relatedness
among the individuals. One hundred trees were selected for
progeny testing. Open-pollinated (O.P) seeds collected from
these selected trees were grown under greenhouse conditions.
From the 100 O.P. families, a random sample of 11 O.P.
progeny arrays of 10 individuals each, i. e. a total of 110
individuals were used for this study.

3.2.2 DNA isolation and SRAP procedure

Samples of approximately 100 mg of fresh leaf were ground in
liquid nitrogen and total genomic DNA was extracted using a
DNeasy Tissue Kit (Qiagen, Hilden, Germany). Following the
method of Li and Quiros (2001), the SRAP protocol was
implemented using primer combinations selected by their
polymorphism in B. orellana (Valdez-Ojeda et al., 2008) as well
as others selected for this study. Eighteen primer combinations
were used to detect 50 polymorphic bands, which were used for
this study. The SRAP analysis was performed with forward
primers labeled with IRDye 800 or IRDye 700 (LI-COR, Lincoln,
NE, USA). A standard PCR cocktail mix was prepared
according to Valdez-Ojeda et al. (2008) and subjected to the
following conditions: 1 cycle of 94 °C for 2 min; 5 cycles of 94
oC for 30 s, 35 °C for 30 s, and 72 °C for 1 min; 35 cycles of 94
oC for 30s, 50 °C for 30 s, and 72 °C for 1 min; followed by a
final extension of 72 °C for 2 min. 3 pl of blue stop solution (LI-
COR, LincoIn, NE, USA) were added to the PCR products prior
to denaturing at 94 °C for 5 min. After denaturing, 0.6 ul of the
reaction mixture were loaded into KB 6.5% gel matrix (LI-COR,
Lincoln, NE, USA) and continuous 1x TBE buffer. The samples
were run in triplicate to ensure band pattern reproducibility. The
PCR products were run in a sequencer (IR2 4200, LI-COR,
Lincoln, NE, USA).
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3.4 DISCUSSION

This research is the first molecular study to estimate the
outcrossing rates in B. orellana. According to the results
obtained, SRAP were highly polymorphic in B. orellana and
adequate for evaluating the mating system in this species.
Estimated outcrossing rates indicated that B. orellana seeds in
Yucatan were the product of both selfing and outcrossing
events, being preferentially from outcrossing. Recent pollination
studies suggest that annatto can tolerate both pollination types
indicated by the fruit set: 31.4% from self-pollination, and 57%
from allogamy (Rivera-Madrid et al. 2006). These studies
suggest that flower maturation in annatto was asynchronous on
the same panicle and between different panicles, and that
annatto is protandrous, that is, the anthers shed their pollen
before the stigma of the same flower is receptive (Rivera-
Madrid et al. 2006), therefore favoring outcrossing. This
reproductive mechanism (documented within 50% of all
angiosperms) is a pre-zygotic mechanism that favors
outcrossing, reducing the frequency of selfing and biparental
inbreeding (Charlesworth & Charlesworth 1987).

Inflorescence morphology can have an impact on the

outcrossing rate (Sleper & Poehiman 2006). The reproduction
biology in annatto has not been explained by floral morphology,
although floral morphology in annatto (Rivera & Flores 1988),
indicated by the position of female and male sexual organs,
appears to favor selfing.
The single locus estimates in annatto were high (26%),
probably due to the low genetic variability found by us in this
study site by means of SRAP (Valdez-Ojeda et al. 2008). This
could be because the seeds from maternal plants were
probably introduced independently, propagated and maintain by
different households.

The difference between the multilocus rate and single-
locus estimates suggests the existence of biparental breeding.
This biparental breeding or mating between relatives causes
inbreeding with increased homozygosity (Ritland, 2002), which
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wasps, flies, wind; and the identification of how many parents
contribute to outcrossing, among other issues.
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marcador molecular efectivo para generar un mapa genético
preliminar de achiote

ABSTRACT

Bixa orellana L. (2n = 14) is a tropical perennial plant with an
annual cycle. This species is used commercially for its
biosynthesis of bixin, the second most important natural
colorant worldwide. During the last ten years, the contrasting
variation in the yields and quality of bixin has lead to the
development of strategies for genetic improvement. In this
context, this research focuses on the use of sequence-related
amplified polymorphism (SRAP) to generate, for the first time, a
preliminary genetic map using an F1 population. This F1
population, that constituted 150 segregating individuals, was
obtained by crossing the male parent, which presented high
bixin contents and dehiscent pods, with the female parent,
which presented low bixin contents and indehiscent pods.
Twenty-one polymorphic SRAP primers were selected to detect
63 markers in the F1 population. From those markers, 49 were
segregated from the male parent and 14 from the female
parent. The analysis showed that 33 markers segregated in an
expected Mendelian segregation ratio of 1:1 (P 20.05). These
markers were used to generate a map with the software
JoinMap. Four linka¢ groups (LGs) were generated with an
LOD score of 3.0. LGs containing 2 to 9 markers covered 381.9
Haldane cM of the B. orellana genome. The incorporation of
additional markers will allow the generation of all 7 expected
linkage groups. This study demonstrates that SRAP is an
effective molecular marker for generating a preliminary genetic
map in annatto.

Preliminary Genetic Map of B. orellana using Sequence-
related Amplified Polymorphism. Ruby Valdez-Ojeda, Carlos F.
Quiros, Margarita Aguilar-Espinosa and Renata Rivera-Madrid.
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population can take between 3 to 5 years. To deal with this
issue, we studied the morphological and genetic traits in B.
orellana (Valdez-Ojeda et al., 2008) to identify characters
associated with bixin content and select potential parents.
Based on this information, diploid parents with extremely
contrasting phenotypic traits in bixin content, pod dehiscence,
thorns, and flower color, were crossed using an artificial
pollination system (Rivera-Madrid et al.,, 2006) to obtain an F1
population. This population was used to detect SRAP markers
and to generate the first preliminary genetic map of B. orellana,
based on genetic linkage groups produced according to
recombination frequencies of the segregating markers.

4.2 MATERIALS AND METHODS
4.2.1 Plant Material

Previously selected individuals of B. orellana were crossed. The
male parent, had pink flowers, higher bixin content (>2.7%), red
pods with a few thorns and was dehiscent, while the female
parent had white flowers, lower bixin content (<2.7%), green
pods with many thorns and was indehiscent (Fig. 4.1) (Valdez-
Ojeda et al., 2008). One hundred and fifty segregants from the
F1 population were grown by in vitro methods to secure the
germination. Seedlings were then acclimated and transplanted
to garden conditions. The morpholocal traits from the progenie
were not testing because only are one year old. We have to
wait one more year to get flowers and fruits.
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into map distances (cM) with Haldane's mapping function, as
well as the muitipoint maximum likelihood (ML). We used these
parameters to develop the map, because for a CP type
population, derived from two independent meiosis divisions, the
likelihood is correct, it is not an approximation. The likelihood
method employed assumes that adjacent chromosome
segments are independent of their recombination events. On
the other hand, the Haldane mapping function applies to the
situation that assumes no crossover interference, similar to the
CP population type (Van Ooijen, 2006).

4.2.4 Genome length

Genome length, G, was estimated using the method of Hulbert
et al. (1988), and Chakravarti et al. (1991), in which G = n(n-
1)d/k, where n is the total number of markers, d is the map
distance corresponding to the LOD threshold T for declaring
linkage, and k is the number of markers linked at LOD T or
greater. We chose the locus with the largest estimated 6 value
from all the locus pairs with LOD scores of 2.0. This 8 value
was used in Haldane's mapping function to obtain d.

4.3 RESULTS AND DISCUSSION
4.3.1 Linkage analysis

The primer combinations Me-2 and Sa-16 detected 7
polymorphic loci, in contrast to the average number of loci
detected (2.9) by the other primer combinations used (Table
4.1). Figure 4.2 shows an example of a typical banding pattern
with the primer combination Dc-1 and Odd-23.
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bix7-me2sa16 1 264.281

bix6-me2sa16 1 304.145
10 bix1-od3ce12 2 0.000
11 bix2-od3ce12 2 16.824
12 bix2-me2ga45 3 0.000
13 bix4-me2ga45 3 27.028
14 bix1-dc1od19 4 0.000
15 bix2-dc10d19 4 33.549

4.3.2 Genome length

DNA content of B. orellana from a diploid genome, 1C, is
0.20pg of DNA, which is equivalent to 191Mpb (Hanson et al.
2001) since 1pg is equal to 980 Mpb (Bennett et al, 2000;
Dolezel, 2003). In plants there is a great deal of variation in the
equivalence between physical and genetic maps (Semagn et
al., 2006), however, Mézar (2006) showed that in Arabidopsis
thaliana 1cM = 217Kpb. Considering this correspondence, we
estimated the B. orellana genome to be approximately
880.64cM. Therefore, 496.7 Haldane cM remain to be explored.

On the other hand, an approximate calculation made
using the Hulbert et al. (1988) and Chakravarti et al. (1991)
methods showed the genome length estimate (G) to be 117.154
cM. This is based on a total of 528 linked marker pairs that
were detected using an LOD threshold of 2.0, where n
represents the 33 markers used in linkage analysis with a
significance level less than 0.05. The maximum map distance
associated with an LOD score of 2.0 was 58.577cM.

The difference between the calculated genome length
(117.154cM) and that estimated for the linkage groups
(381.9¢cM) is probably because the mapping function multipoint
maximum likelihood recommended by Van Ooijen (2006), to CP
type populations, form extreme linkage groups. Increased
incorporation of markers will allow a better approximation of the
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coleccion de individuos de B. orellana de Brasil. De acuerdo a
los resultados obtenidos por Medina et al. (2002), la
dehiscencia de las capsulas se encuentra asociada con una
coloracion de semilla de baja calidad, asi como con frutos de
alta espinosidad y espinas largas, caracteristicas indeseables,
considerando que la cosecha se realiza manualmente. Los
mismos autores sugieren que capsulas grandes e
indehiscentes serian deseables para la obtencién de semillas
con mayor contenido de bixina y de buena calidad; siendo a su
vez, capsulas que se manejarian con mas facilidad durante la
cosecha. Los resultados obtenidos por Mazzani et al. (2000),
son igualmente similares a los obtenidos en el presente trabajo.
Estos investigadores, mencionan que los frutos con apice
puntiagudo presentan dehiscencia menor que los de apice
apiculado. Los frutos dehiscentes presentaron menor densidad
de las espinas. Los frutos con menor indehiscencia mostraron
una mayor densidad de espinas.

Las cruzas entre los diferentes grupos morfoidgicos
formados mediante el estudio realizado en este trabajo, tienen
el potencial para producir una recombinacién de caracteres
deseados en la descendencia hibrida. Sin embargo, la
caracterizacion morfologica no es suficiente, debido a que para
efectos de mejoramiento genético es preferible que los
parentales involucrados sean también  divergentes
genéticamente. Por lo que realizamos la caracterizacion
genética de los mismos para determinar la variabilidad genética
en B. orellana. En este sentido, los marcadores moleculares
SRAP, se utilizaron para analizar la variacion genética en los
individuos estudiados. Basados en el indice de similitud
genética, todos los individuos son variables genéticamente, por
lo que el entrecruzamiento entre estos individuos con fines de
mejoramiento genético pudiera permitir ampliar la variacion
genética en la descendencia. Portela de Carvahlo et al. (2005),
igualmente encontraron alta variabilidad genética en los sitios
de colecta mas aislados de B. orellana, mediante isoenzimas.
Medina et al. (2001), 1ostraron que mediante los patrones
electroforéticos utilizados, se puede establecer un sistema de
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Estudios de polinizacion artificial indican que el numero de
semillas por fruto fue mas alto en las polinizaciones cruzadas
de las variantes blancas con la rosada y la purpura que las
cruzas entre las variantes blancas (Rivera-Madrid ef al., 2006).
Esto parece indicar que probablemente el sistema de
reproduccion, obedece a caracteristicas fenotipicas entre
parientes, denominado apareamiento fenotipicamente positivo.
Por otro lado, podriamos asumir depresion por endogamia
respecto a las variantes blancas; probablemente relacionados
por ascendencia. Respecto a la cruza entre variantes rosadas y
purpuras con las de color blanco, probablemente éstas estén
menos relacionadas evolutivamente basados en los sindromes
de domesticacion, de las variantes de B. orelllana. Los
resultados obtenidos, permiten tomar medidas adecuadas para
disehar programas de mejoramiento adecuados segln el
sistema de reproduccién de la especie. Dentro de las medidas
adecuadas, se citan la mezcla de las variantes de flor blanca y
flor rosada, previniendo el autocruzamiento de las mismas con
la enmasculacion de las plantas receptoras de polen. De igual
forma podrian aislarse las mismas variantes y debido a que
presumiblemente esta especie es polinizada por abejas, se
podrian aislar conteniendo una colmena en el sitio aislado para
que de esta manera las abejas realicen la polinizacion cruzada.

3. Mapa genético preliminar de Bixa orellana (L) usando
polimorfismo amplificado de secuencia relacionada
(SRAP).

La generaciéon de un mapa genético de B. orellana, facilitaria la
ubicacion de los genes involucrados en la biosintesis de bixina
y la dehiscencia de la capsula, facilitando la ejecucion de los
estudios futuros para el mejoramiento genético del achiote,
tales como la distribucién y organizacion de los genes; la
introgresién de los mismos a través de la seleccion asistida por
marcadores (MAS), la identificacion de loci de caracteristicas
cuantitativas (QTL), etc.
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Chen et al., 2007; Gao et al., 2007; Okazaki et al., 2007; Meng-
yang et al., 2007; Sun et al., 2007), cafia de azucar (Alwala et
al., 2007) y trigo (Li et al., 2007), asi como en el alineamiento
gen a gen entre los genomas de Arabidopsis y Brassica (Li et
al., 2003).

La limitante en la generacion inicial de mapas de
ligamiento es como se ha mencionado, el largo periodo de la
etapa juvenil, de algunas especies como papaya (Sondur et al.,
1996), aguacate (Sharon et al., 1997) y cocoa (Lanaud et al,,
1995). La adiccién de marcadores detectados en el genoma de
B. orellana conducira a la generacion inicial del primer mapa de
ligamiento de esta especie.
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ligamiento de los siete esperados de acuerdo su numero
haploide.

116






3. El estudio de entrecruzamiento desarrollado permitié
descubrir aspectos interesantes en el sistema de
entrecruzamiento de la especie. Las variantes de flor rosada y
purpura presentan aparentemente apareamiento
fenotipicamente positivo, con variantes de flor blanca. Contrario
al entrecruzamiento entre variantes blancas. Por lo que
estudios evolutivos sobre estas variantes podrian explicar esta
preferencia en el sistema de apareamiento. Es posible que las
variantes blancas estén mas estrechamente relacionados, o
por el contrario las variantes de color y blancas sean mas
divergentes genéticamente.

4. Otros aspectos que merecen su estudio son: la relacién
entre la morfologia floral y el sistema de reproduccion;
compatibilidad entre las variantes y su morfologia floral, la
contribucién de los agentes (abejas, hormigas, mariposas,
viento, etc.) para la dispersion de polen y semillas, asi como la
estimacion del numero de padres que contribuyen al
entrecruzamiento; permitirian determinar la contribucién de los
parentales.

5. La generacion de un mapa genético en la poblacién
segregante F1 generada en este trabajo, facilita la futura
cobertura del genoma de B. orellana, para tener un mapa
genético denso, y mapear los genes de interés. Construido el
mapa genético denso de B. orellana se puede llevar a cabo la
identificacion de genes que controlan los caracteres
cuantitativos o QTL (Quantitative Trait Locus). E| estudio de
cosegregacion entre marcadores y caracteres cuantitativos,
permite la deteccidon de zonas cromosdémicas en las que se
encuentran uno o0 mas genes que afectan al caracter de
interés, asi como los efectos de los alelos en dichos QTLs.

6. Establecidas las herramientas para la construccién del mapa
genético de B. orellana se puede llevar a cabo el mapeo
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