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RESUMEN

El propésito de esta tesis fue caracterizar 4 cultivares y 16 lineas experimenta-
les de amarantos graniferos cultivados, pertenecientes a las especies A.
cruentus, A. hypochondriacus, A. caudatus y A. mantegazzianus. Para lograrlo
se desarrollaron marcadores moleculares RAPDs (Polimorfismos de ADN Am-
plificados al Azar) y AFLPs (Polimorfismos en la Longitud de los Fragmentos
Amplificados).

La capacidad de andlisis que tuvieron los marcadores se determiné por la eva-
luacién del indice de contenido polimoérfico, el cociente multiple y el estableci-
miento de las relaciones genéticas en las 20 entradas. Ambos marcadores ob-
tuvieron un indice de contenido polimérfico similar mientras que, los marcado-
res AFLPs poseyeron el mayor cociente muitiple. Las relaciones genéticas en-
tre las distintas entradas, establecidas con ambos marcadores por los indices
de Jaccard y Nei & Li, estuvieron altamente correlacionadas, indicando con-
gruencia entre la informacién otorgada por los dos sistemas. Sin embargo, los
marcadores RAPDs demostraron una mejor correspondencia con las relaciones
inter-especificas establecidas previamente por caracteres morfoldgicos. Las
similitudes genéticas entre entradas de cada especie fueron entre 0,90 y 0,99
con ambos tipos de marcadores, lo que sugiere un elevado grado de homologia
genética entre estos materiales cultivados.

Por la combinacion de distintos loci moleculares derivados de ambas técnicas
se logré establecer patrones de fingerprinting para todas las entradas analiza-
das. En este caso, los marcadores AFLPs fueron mas informativos debido a un
mayor numero de loci entrada-especificos.

De acuerdo a los resultados obtenidos podemos concluir que, los marcadores
RAPDs y AFLPs pueden utilizarse como informaciéon complementaria a la
morfolbgica para la caracterizacién, conservacion y utilizacién de estos y otros

materiales del germoplasma de amaranto.



ABSTRACT

The aim of this thesis was to characterize 4 cultivars and 16 experimental lines
from cultivated grain amaranths, all of them belonging to A. cruentus, A. hypo-
chondriacus, A. caudatus and A. mantegazzianus species. To obtain them,
molecular markers from RAPDs (Random Amplified Polymorphic DNA) and
AFLPs (Amplified Fragment Length Polymorphisms) were developed.

The capacity of analysis from these markers had determined by evaluating the
polymorphic content index, the multiplex ratio and the establishment of the ge-
netic relationships among the 20 accessions. Both markers obtained a similar
efficiency of polymorphism detection, whereas the AFLP markers had a higher
multiplex ratio. The genetic relationships among different accessions, esta-
blished with both markers by the Jaccard and Nei & Li indices, were highly co-
rrelated, indicating congruence between the information obtained from the two
systems. However, RAPD markers showed a better correspondence with the
inter-specific relationships previously established with morphological characters.
The genetic relationships among accessions from each species were 0.90 to
0.99 with both set of markers, which suggests a high degree of genetic homolo-
gy among these cultivated materials.

It was possible to establish fingerprinting for all the analyzed accessions with
the combination of different molecular loci, derived from both techniques. In this
case, AFLPs markers were more informative than RAPDs because of the higher
number of accession-specific loci.

In accordance with the obtained results, it can be concluded that RAPDs and
AFLPs markers can be used as complementary information to the morphologi-
cal data to the characterization, conservation and utilization from these and

other amaranth germplasm materials.
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1 - INTRODUCCION

1.1 - Origen, Historia y Distribucion:

El amaranto se ubica sistematicamente dentro del orden Centrosperma-
les, familia Amaranthaceae, género Amaranthus, habiéndose identificado den-

tro de este género mas de 60 especies.

El origen de varias especies cultivadas de Amaranthus ha sido dificil de
establecer, debido a que sus ancestros silvestres son malezas de amplia distri-
bucién geografica. Entre ellos Amaranthus spinosus L., A. hybridus L. y A. du-
bius Mart. corresponden a morfotipos tipicamente tropicales, mientras que A.
retroflexus L., A. viridis L., A. lividus L. y A. graecizans L. son malezas distribui-

das en regiones mas templadas (Grubben y van Sloten, 1981).

Las especies horticolas cultivadas mas importantes de amaranto son: A.
tricolor L., originaria del sur o sudeste de Asia, A. lividus nativa del sur o centro
de Europa y A. dubius originaria de América Central. Por otra parte, varios au-
tores coinciden en afirmar que todos los amarantos graniferos son originarios
de América (Hauptli y Jain, 1984; Hunziker, 1943, 1952; Sauer, 1950, 1967,
Sreelathakumary y Peter, 1993). A. cruentus L., A. hypochondriacus L. y A.
caudatus L. son entre las especies graniferas domesticadas las mas cultivadas.
Con respecto al origen de estas tres especies existen dos hipétesis propuestas
por Sauer (1967, 1976), una de ellas propone un origen polifilético a partir de
tres especies silvestres A. hybridus, A. powellii L. y A. quitensis S., distribuidas
en tiempos precolombinos en el norte de América Central, oeste de América
del Norte y en las areas montafosas de Ecuador, respectivamente. A. cruentus
fue domesticada posiblemente a partir de A. hybridus en América Central, A.

hypochondriacus de A. powellii en Méjico y A. caudatus de A. quitensis en
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América del Sur. La otra hipétesis por el contrario, propone un origen monofilé-
tico de estos cultivos, considerando un progenitor semejante a la especie A.
cruentus en Guatemala, domesticado a partir de A. hybridus, el que subse-
cuentemente habria migrado al norte y oeste de Méjico, en donde habria sufri-
do introgresiones con A. powellii originando a A. hypochondriacus, como tam-
bién habria migrado hacia el sur, a la regién andina, en donde del mismo modo,
con A. quitensis darian origen a A. caudatus. Numerosos estudios comparati-
vos de morfologia, isoenzimas, analisis de hibridos y con ADN (Acido desoxiri-
bonucleico) de cloroplastos y nuclear, se realizaron entre amarantos cultivados
y silvestres; sin embargo no se encontrd ninguna evidencia concluyente acerca
de las posibles relaciones filogenéticas de estos materiales (Hauptli y Jain,
1984; Lanoue et al., 1996; Pal y Khoshoo, 1972, 1973a, 1974). Chan y Sun
(1997) utilizaron isoenzimas y RAPDs para establecer las relaciones filogenéti-
cas de los amarantos graniferos y sus resultados concordaron con el origen
monofilético a partir del ancestro comun A. hybridus.

El cultivo de amaranto en América data de mas de 4000 afios. Las prin-
cipales especies graniferas que encontraron los espafoles a su llegada al Con-
tinente Americano fueron maiz, poroto, quinua y amaranto. Este ultimo era el
principal cultivo de América Central y ocupaba una extensién considerable en
los Andes Sudamericanos. El amaranto ademas de ser empleado como ali-
mento, tributo o pago de impuestos, formaba parte de ciertos ritos religiosos de
las tribus Aztecas. Debido a ello, en el periodo colonial, la Iglesia Catélica
prohibié su consumo, relegandolo al estado de cultivo intranscendente (Nieto
Cabrera, 1989).

Recientemente, el amaranto ha sido redescubierto por su elevado valor
nutritivo en Estados Unidos, Méjico, Centro y Sudamérica. También su cultivo
se ha incrementado en Asia, especialmente en Nepal y en las areas montafo-
sas del sur y norte de la India (Grubben y van Sloten, 1981). El cuitivo de los
amarantos graniferos es practicado en el noroeste de Argentina desde mucho

antes de la conquista espanola, asi lo testifican hallazgos arqueolégicos. Uno
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de los cuales, realizado en el area meridional del pais (provincia de Mendoza),
determin6 una antiglledad de 2000 anos a un depésito de semillas de A. cau-
datus. Otro amaranto granifero muy afin al anterior es A. mantegazzianus Pas-
ser., endémico del noroeste argentino, pero que actualmente sélo se halla en
areas cultivadas. Por otra parte, es posible que las especies A. cruentus y A.
hypochondriacus nunca se cultivaran en el Imperio Incaico. Fuera del area cul-
tivada por los aborigenes americanos, los amarantos graniferos sudamericanos
s6lo se han sembrado, desde principios de este siglo, en pequefas parcelas
experimentales de las provincias de Salta y Jujuy (Covas, 1994b). Actualmente
se realizan trabajos experimentales y analiticos sobre amarantos en la Estacién
Experimental Anguil de INTA, la Facultad de Agronomia de la Universidad Na-
cional de La Pampa, la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales de la Univer-
sidad de Buenos Aires y en |la Facultad de Agronomia y Veterinaria de la Uni-
versidad Nacional de Rio Cuarto, contando entre las distintas instituciones con
mas de 500 entradas. Finalmente en nuestro pais el Ministerio de Salud y Ac-
cién Social ha aprobado la inclusion de los amarantos graniferos en el Cédigo
Alimentario Argentino, por resolucién numero 80 del 13 de enero de 1994, he-
cho sobresaliente que tiende a cimentar al amaranto como un cultivo alternati-
vo.

1.2 - Morfologia, Biologia reproductiva y Citologia:

La mayoria de las especies del género Amaranthus son plantas anuales,
herbaceas y se caracterizan por presentar tallos suculentos en el estadio ve-
getativo y algo lignificados en el estadio reproductivo, pudiendo llegar a medir
hasta 3 m de altura. Las raices son del tipo axomorfo bien desarrolladas, con
numerosas raices secundarias y terciarias. La planta presenta un eje central
bien diferenciado y muchas especies tienden a ramificar a media altura o desde
la base del tallo. Las hojas son generalmente opuestas o alternas, sin estipu-
las, de formas eliptica o aovada y lisas o pubescentes con nervaduras pronun-

ciadas. El color de la planta puede variar desde verde hasta purpura con dife-
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rentes colores intermedios como rojo, rosado o café. Las inflorescencias son
muy vistosas y se presentan desde totalmente erectas hasta decumbentes y en
cuanto a colores varian desde amarillas, anaranjadas, cafés, amarillentas, ro-

jas, rosadas hasta purpuras (Nieto Cabrera, 1989).

Las especies cultivadas de amarantos graniferos son monoicas con flo-
res pequefnas, unisexuales, reunidas en glomérulos formando falsas umbelas
con tres o cinco bracteas externas cada una. Las flores masculinas poseen tres
o cinco estambres y las femeninas presentan ovario supero dando una sola
semilla. El glomérulo es una ramificacién dicasial cuya primera flor es terminal y
siempre masculina; en su base nacen dos flores laterales femeninas, las que a
su vez son terminales, de cuyas bases se originan otras dos flores femeninas y
asi continiia sucesivamente hasta que la planta madura (figura 1.2.1). Un glo-
mérulo puede alcanzar a poseer hasta 250 flores femeninas, aunque el numero

de flores polinizadas es mucho menor (Nieto Cabrera, 1989; Pal, 1972a).

Figura 1.2.1: Representacién esquematica correspondiente a la mitad de un
glomérulo de los amarantos graniferos cultivados segun Pal (1972a).
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L.as flores femeninas estan representadas por circulos rojos, la flor masculina por un
circulo negro y el circulo verde corresponde al eje de la panoja. Las especies A.
cruentus, A. hypochondriacus, A. caudatus y A. mantegazzianus presentan este tipo
de arreglo en la estructura floral con muy pequefias diferencias entre ellas.
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El fruto botanicamente es un pixidio unilocular, presentando dehiscencia
transversal. La semilla alojada en su interior es muy pequefia de 1 a 1,5 mm de
diametro y el numero de semillas varia entre 1000 a 3000 por gramo. La semi-
lla es de forma esférica y también como el resto de la planta presenta colores
muy variados: blanco, blanco amarillento, dorado, rosado, rojo y negro (Nieto
Cabrera, 1989; Pal, 1972a).

Las especies graniferas se caracterizan por presentar porte erecto, tallo
principal bien desarrollado y grandes inflorescencias terminales; las semillas
pueden ser de color claro, blanco o también de color negro. En cambio, todas
las especies silvestres presentan granos de color negro con cubiertas muy du-
ras. Al comparar los amarantos graniferos con los amarantos de hoja, la rela-
cion hoja : tallo es generalmente menor, el contenido de materia seca es mayor
y la produccién de semillas es al menos cinco veces superior. El rendimiento
por planta es de 40000 a 60000 semillas (Grubben y van Sloten, 1981; Hunzi-
ker, 1943, 1952; Sauer, 1950, 1967).

La mayoria de las especies son predominantemente autégamas, aunque
los estigmas de las flores pistiladas pueden permanecer receptivos (protoginia)
algunos dias antes de ia apertura de las flores masculinas, las que representan
entre el 0,5 al 1% del glomérulo. En los amarantos graniferos mas cultivados,
A. hypochondriacus, A. cruentus y A. caudatus, se ha calculado el porcentaje
de alogamia a nivel intra e inter-especifico, obteniéndose como resultado valo-
res que sugieren comportamientos autogamicos. Los porcentajes de alogamia
obtenidos entre individuos de una misma poblacién varian entre 10 y 50% de-
pendiendo de varios factores, tales como cultivar, viento, viabilidad y cantidad
de polen e insectos (Agong y Ayiecho, 1991; Hauptli y Jain, 1985; Jain et al.,
1982; Nieto Cabrera, 1989).

Varios autores han demostrado la existencia de barreras reproductivas
entre las especies de Amaranthus (Behera y Patnaik 1974, 1982; Desai, 1971;
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Grant, 1959a, b, c; Greizerstein y Poggio, 1992; Khoshoo y Pal, 1972; Pal,
1972a; Pal et al., 1982; Pal y Khoshoo, 1973a, b).

En el género se ha encontrado dos numeros gaméticos, n=16 y n=17,
registrandose en algunas especies como A. cruentus y A. hypochondriacus la
presencia de ambos numeros gaméticos en sus cultivares (Greizerstein y
Poggio, 1994; Palomino y Rubi, 1991). El numero de cromosomas presentes
en 30 especies evaluadas, muestra que todas son diploides con excepcion de
A. dubius que resultdé ser tetraploide (Sreelathakumary y Peter, 1993). Grei-
zerstein y Poggio (1992) aportaron nuevas evidencias acerca del origen tetra-
ploide del género (x=8) y del numero basico derivado actual x=17 a partir de
x=16 por trisomia primaria.

Greizerstein y Poggio (1994) realizaron estudios cariologicos y del con-
tenido en ADN en amarantos. A. caudatus y A. mantegazzianus presentaron
2n=32 coincidiendo con los resultados de estudios previos realizados por Grant
(1959c) y Tandom y Tawakley (1970). A. hypochondriacus también presenté
2n=32 cromosomas al igual que los resultados presentados por Pal (1972b) y
Pal ef al. (1982), aunque algunos autores también han encontrado 2n=34 en
esta especie (Palomino y Rubi, 1991, Tandom y Tawakley, 1970). Finalmente
en A. cruentus obtuvieron 2n=34, encontrandose en la bibliografia de esta es-
pecie 2n=32 y 34 (Grant, 1959c; Pal y Khoshoo, 1973a; Palomino y Rubi, 1991;
Tandom y Tawakley, 1970). El contenido de ADN total (2C) estimado en A.
hypochondriacus y en A. cruentus fue de 1,26 picogramos (pg), en A. caudatus
fue 1,35 pg y 1,46 pg en A. mantegazzianus.

1.3 - Fisiologia e Importancia del cultivo:

El amaranto es una de las pocas especies que no perteneciendo a la
familia de las gramineas realiza fotosintesis via C4. Esto le permite tener una

alta eficiencia fotosintética, ya que las pérdidas de carbono por fotorespiracion
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son nulas. En este cultivo, la respuesta a la influencia del fotoperiodo para la
floracion y fructificacion ocurre en dias cortos (Fasheum, 1986; Trujillo, 1986).

El rango de adaptacion del amaranto varia desde el nivel del mar hasta
los 2800 m de altura. En general todas las especies crecen mejor cuando la
temperatura promedio no es inferior a 15°C y el promedio de temperaturas 6p-
timas del cultivo es entre 18 y 24°C (Nieto Cabrera, 1989).

Es un cultivo que requiere la presencia de humedad adecuada en el
suelo durante la germinacion y el crecimiento inicial; luego que las plantas se
han establecido pueden prosperar muy bien en ambientes de humedad limita-
da, adaptandose mejor a ambientes secos y calientes que a aquellos con exce-
so de humedad. Las especies graniferas pueden dar cosechas con rendimien-
tos aceptables en ambientes con 300 a 400 mm de precipitacién anual
(Kauffman, 1979; Rangel, 1986).

Algunos amarantos han sido cultivados con fines ornamentales, mientras
que otros son relevantes como cultivos graniferos, horticolas o forrajeros, debi-
do a que poseen un elevado contenido de proteinas en las hojas y semillas,
con una alta proporcion del aminoacido esencial lisina (Covas, 1984). Las es-

pecies graniferas son las de mayor importancia econémica.

La alta calidad nutritiva que se le atribuye a estas especies se debe fun-
damentalmente a los niveles de proteina. En el grano alcanza un rango de 14 a
19% de proteina y en la hoja varia entre 20 y 30%, respectivamente. El balance
de aminoacidos es muy adecuado, destacandose el aminoéacido lisina con
contenidos de 4 a 7% en el total de proteinas (Carlsson, 1977; Casillas Gémez,
1986; Cervantes, 1986). El balance de aminoacidos y el valor nutritivo en gene-
ral es muy similar a los niveles recomendados por la FAO, para la alimentacién
humana, si se utiliza una mezcla de iguales proporciones de amaranto y trigo, o

amaranto y arroz, o amaranto y maiz (Singhal y Kulkami, 1988).
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Cuadro 1.3.1: Analisis comparativo entre los contenidos nutritivos de amaranto
y otros granos (Nu-World Amaranth Inc., 1998).

Totales sobre 100 gramos.

Desde 1977 el Rodal Research Center junto con varias instituciones en
Estados Unidos y Canada, esta realizando tareas de mejoramiento en el ger-
moplasma de amarantos graniferos, por medio de seleccién individual y masal.
Las selecciones realizadas son para obtener genotipos que reunan |as cualida-
des que requiere la agricultura moderna. En el programa de mejoramiento se
seleccionan caracteres que son relativamente faciles de mejorar tales como
reduccion de la altura de la planta (1 a 1,5 m), inflorescencia sobre la canopia,
ausencia de ramificaciones, semillas de color claro, 100 a 120 dias de madura-
cién, mayores rendimientos como resultado de aumentar el tamafio de la inflo-
rescencia y otros caracteres con mayores dificultades de seleccionar tales co-
mo el tamafio de la semilla, tolerancia a insectos y a enfermedades, vigor de
las plantulas, alto contenido proteinico, etcétera. A fines de 1980 salieron al
mercado los primeros cultivares de amaranto obtenidos en la Universidad de
Cuzco en Per(, en La Estacion Experimental de Agricuitura de Montana y en la
India, promoviendo la comercializaciéon de este cultivo (Kauffman y Weber,
1990).

El futuro promisorio de los amarantos en la Argentina se fundamenta en
la gran extension del area apta para el cultivo de los mismos, que abarca no

menos de 5 millones de hectareas, sin desplazar a otras actividades agrope-
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cuarias, situadas principalmente en la regién semiarida del pais, al norte de la
region Patagonica. Esta area se caracteriza por abarcar cerca de 20° de latitud
y alturas sobre el nivel del mar que se extienden desde la costa atlantica hasta

unos 3000 m de altitud, con lluvias anuales de 400 a 800 mm aproximada-
mente.

1.4 - Clasificacion, Taxonomia y Diversidad genética:

Una clasificacién es el agrupamiento de objetos en clases sobre la base
de atributos que poseen en comun y/o sus relaciones (Crisci y Lopez Armengol,
1983) y por otra parte la taxonomia es el estudio teérico de esas clasificacio-
nes. Para establecerlas, los sistematicos utilizan generalmente caracteres fe-
notipicos, los que son producidos por el genotipo,'ambiente e interaccién geno-
tipo-ambiente (Davis, 1983). Algunas entradas de amarantos graniferos pudie-
ron ser clasificadas dentro de una especie en particular, empleando sélo ca-
racteres morfoldgicos (Covas, 1994a; Feine, 1986; Hunziker, 1943, 1952;
Sauer, 1950, 1967). Sin embargo, la variaciéon de dichos caracteres debido a
factores genéticos, ambientales y a la interacciéon genotipo-ambiente, a menudo
provocaron una clasificacién equivocada de los materiales analizados (Transue
et al., 1994). En varias especies vegetales se ha demostrado que si el com-
portamiento de un caracter es muy plastico y de baja heredabilidad, puede en-
mascarar las verdaderas relaciones genéticas, siendo de poca utilidad para
estudios con propésitos taxonémicos (Davis, 1983; Pigliucci et al., 1991). Por lo
tanto, es muy dificil determinar si el genoma es completamente descripto por
los caracteres morfolégicos, o si fenotipos similares reflejan reaimente genoti-
pos similares (Smith y Smith, 1992).

Las proteinas y el ADN también son empleados rutinariamente para es-

tablecer relaciones entre organismos. La variacién de estos marcadores mole-

culares es ubicua, por lo que puede ser comprendida en términos genéticos,
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ventaja que permite aceptarlos ampliamente como fuente de datos en estudios
evolutivos, taxonémicos y genéticos (Tanksley y Orton, 1983; Weir, 1990).

Diversos sistemas enzimaticos fueron empleados en el calculo de la di-
versidad genética intra e inter-poblacional de varias especies del género Ama-
ranthus (Hauptli y Jain, 1984). Los resultados muestran un alto numero de ale-
los fijados o casi fijados en distintas poblaciones de las especies predominan-
temente autdbgamas A. cruentus, A. hypochondriacus y A. caudatus. Debido al
bajo valor de diversidad obtenido en el grupo de especies evaluadas fueron
hallados pocos alelos especie-especificos, dificultando los estudios taxondémi-
cos intra-especificos (Chan y Sun, 1997). Estos resultados son similares a los
de muchas especies vegetales, por lo que la utilidad de estos marcadores en la
determinacion de la diversidad genética ha sido en muchos casos limitada por
la baja frecuencia de diversidad alélica (Goodman et al., 1980).

Estudios de diversidad genética en distintas especies graniferas y horti-
colas del género, basados en caracteres morfolégicos y marcadores isoenzi-
maticos, demuestran un marcado contraste entre los polimorfismos morfologi-
cos y los patrones monomorficos hallados para casi todos los loci isoenzimati-
cos ensayados (Hauptli y Jain, 1984; Jain ef al., 1980).

Los marcadores moleculares de ADN permiten, al igual que los caracte-
res morfolégicos e isoenzimaticos, obtener una medida cuantitativa de la varia-
bilidad genética de una coleccién de germoplasma. Con esta informacion es
posible:

1) Identificar material duplicado en la coleccién.
2) Establecer una coleccién de referencia.
3) Determinar los grados de similitud entre especies cultivadas y salvajes.

4) Establecer prioridades para la adicion de material nuevo a una coleccioén.

Existen antecedentes sobre la utilizacién de distintos tipos de marcadores

moleculares, principalmente en el estudio de la variabilidad entre especies o
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bien entre individuos de una misma especie, pero poca informacién sobre el
estudio de variedades protegidas que demuestran una alta relacién genética

involucrando dificultades para su caracterizacién y diferenciacion.

El Plan Plurianual de Ciencia y Tecnologia de 1999-2001 de nuestro
pais presenta como prioridades sectoriales y en temas especificos a la Biotec-
nologia y a la Biodiversidad. Considerando necesario fortalecer tanto la investi-
gacién como la formacion de recursos humanos en las areas de conocimiento
que permitan conocer la composicién y dinamica de los ecosistemas naturales
y poner en practica formas de aprovechamiento sustentable de la biodiversi-
dad. Se establecieron, entre otras, las siguientes lineas prioritarias: Promover
el fortalecimiento de las instituciones dedicadas a la investigaciéon de Biodiver-
sidad y a la capacitacién de taxdnomos y curadores. Organizar Bases de Datos
con la informacién preexistente, haciendo posible y accesible la informacién
disponible, estableciendo el estado del conocimiento sobre Biodiversidad, para
evaluar y detectar los requerimientos determinando lineas prioritarias de inves-
tigacién. Fomentar lineas de trabajo tendientes a actualizar y completar un In-
ventario de Biodiversidad y establecer sistemas de monitoreo para el segui-
miento, la deteccion temprana de problemas y la prediccion de la evolucién de
los componentes de la Biodiversidad. En el mismo sentido, la Resolucién C.S.
086/97 de la Universidad Nacional de Rio Cuarto establecio lineas generales
para la politica de Ciencia, Tecnologia y Extension Universitaria. Sobre la base
de las demandas sociales, econémicas y educativas identificadas en la regién
del Centro-Sur de Cérdoba define areas y temas de interés hacia donde la Uni-
versidad dirigira sus mayores aportes para la creacion de conocimientos. Entre
las areas se enumeran a los sistemas agroalimentarios y a la biotecnologia.
Entre los temas de interés en los sistemas agroalimentarios se defini6 la obten-
cion de nuevos genotipos vegetales de interés para la produccién de alimentos
y en biotecnologia se determinaron como temas de interés a los estudios mole-
culares y genéticos basicos sobre especies vegetales y al mejoramiento gené-
tico de especies vegetales.
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1.5 - Marcadores moleculares RAPDs (Random-Amplified-Po-
lymorphic DNA):

Los marcadores moleculares basados en la secuencia del ADN, permi-
ten una comparacién clara y directa del material genético de dos o mas orga-
nismos, evitando alguna influencia ambiental sobre la expresion génica. La téc-
nica de la Reaccién en Cadena de la Taq (Thermus aquaticus) ADN Polimera-
sa (PCR) es una herramienta de extrema utilidad en biologia molecular. La
misma consiste en la multiplicacién in vitro, de una o unas pocas cadenas de
ADN de una longitud discreta hasta niveles tales que permitan su facil detec-
cion en geles.

Williams et al. (1990) describieron una variante de PCR para detectar
polimorfismos que se denomina polimorfismos del ADN amplificados al azar
(RAPDs).. Esta consiste en emplear iniciadores cortos con una secuencia arbi-
traria de 10 nucleétidos, que se unen por complementariedad de bases al ge-
noma. Los productos obtenidos, tras sucesivos ciclos de amplificacién, son
segmentos discretos de ADN de 300 a 3000 pares de bases. Los polimorfis-
mos, hallados entre los productos de amplificacién de diferentes individuos,
presentan como ventaja que no se requiere de informacion previa sobre la se-
cuencia nucleotidica de ADN a ser analizada. Penner et al. (1993) probaron la
repetibilidad de los patrones RAPDs, utilizando esta técnica de analisis en dis-
tintos laboratorios. Los resultados obtenidos mostraron variacién entre laborato-
rios. Esta variacién se presentd en el rango de tamafno en los fragmentos de
RAPDs amplificados, como también en la repetibilidad de acuerdo a los inicia-
dores elegidos. Siendo para los autores la causa principal de la variacién en el
rango de tamano de los fragmentos amplificados, el tipo de termociclador em-
pleado, y consideran que la distribucion de bases en el extremo 3' de la se-
cuencia del iniciador, puede ser la determinante de fa unién con distinto por-
centaje de homologia al ADN.
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Los iniciadores permiten detectar segmentos polimoérficos entre indivi-
duos, producidos por: 1) inversidn de los sitios de unién del iniciador con au-
sencia en el gel del fragmento, 2) la sustitucién de una base en el ADN la cual
afecta la union de uno de los iniciadores al ADN molde por cambios en la ho-
mologia, conduciendo a la presencia/ausencia o cambio en el tamario del frag-
mento obtenido, 3) delecién del sitio de unién del iniciador al fragmento de ADN
provocando la ausencia del fragmento, 4) inserciones de trozos de ADN que
incrementan la separacion de los sitios de unién del iniciador sobre el limite de
amplificacién también provoca la ausencia del fragmento y 5) pequenas inser-
ciones o deleciones que resultan en cambios en el tamano de los productos
amplificados.

Estas caracteristicas hacen que los RAPDs sean mayormente marcado-
res dominantes (Tingey y del Tufo, 1993; Williams et al., 1990). Sélo en el caso
en que los polimorfismos se deban a pequefas inserciones o deleciones se
observa una herencia codominante del marcador obtenido, permitiendo que el
genotipo heterocigota sea distinguible de ambos homocigotas. Sin embargo, en
la practica la ocurrencia de cambios en el tamafio de los fragmentos es rara. En
cambio, lo que ocurre usualmente con un RAPD es la presencia (alelo A) o au-
sencia (alelo a) del marcador. Un fragmento es igualmente visto en el estado
homocigota AA o heterocigota Aa y solo la ausencia del mismo revela al geno-
tipo homocigota aa.

Los polimorfismos capaces de ser detectados por RAPDs (Williams et
al., 1990) permiten que estos marcadores sean utilizados para estudios de di-
versidad genética, relaciones genéticas, mapeo de genes, mejoramiento vege-
tal, marcadores de ADN y genética de poblaciones (Vierling y Nguyen, 1992).

Los marcadores moleculares RAPDs se han utilizado para la caracteri-
zacion de diversos recursos genéticos vegetales (Andersen y Faribanks, 1990;

Caetano-Anolles et al.,, 1991; Joshi y Nguyen, 1993, Wening y Langridge,
1991).
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1.6 - Marcadores moleculares AFLPs (Amplified-Fragment-

Length-Polymorphisms):

Vos et al. (1995), basados en la técnica de PCR, desarrollaron un nuevo
tipo de marcadores moleculares para el analisis de ADN gendémico, sin la nece-
sidad de conocer su secuencia. En esta metodologia, primero el ADN es dige-
rido por dos endonucleasas de restriccién, una de aita y otra de baja frecuencia
de corte. Posteriormente, se realiza una reaccién de ligaciéon entre los frag-
mentos de restriccion y adaptadores de doble cadena que contienen la secuen-
cia de nucleétidos complementaria al sitio de restriccién reconocido por las dos
enzimas. Con el producto de la reaccién de ligacion se realizan dos reacciones
de PCR. En la primera reaccién se utilizan como iniciadores la secuencia del
adaptador mas un nucleétido en 3' elegido al azar, y en la segunda reaccién,
tres nucledtidos selectivos que determinan secuencias arbitrarias de amplifica-
cion. Los polimorfismos de los fragmentos amplificados de ADN (AFLPs) son

finalmente observados en un gel del tipo de secuenciacion.

La técnica de AFLP al igual que la técnica de RFLP (Restriction-
Fragment-Length-Polymorphism) se basa en detectar fragmentos genémicos
de restriccion. La diferencia entre ellas radica en que para AFLP se emplea una
amplificaciéon por PCR para observar en la mayoria de los casos la presencia o
ausencia de los fragmentos de restriccion amplificados (marcador dominante).
Al igual que en RAPDs sélo en el caso en que los polimorfismos se deban a
pequenas inserciones o deleciones, se observa una herencia codominante del
marcador obtenido. Mientras que la técnica de RFLP se asocia con Southern
blot (Southern, 1975) para evaluar diferencias en el tamafo de los fragmentos,

siendo un marcador codominante (Vos et al., 1995).

El nivel de polimorfismo obtenido por AFLP depende de la relacion entre
el numero de nucledtidos seleccionados en los iniciadores para la amplificacién
por PCR y la complejidad del genoma analizado. La repetibilidad de los patro-
nes de AFLP estd garantizada por el uso de adaptadores de ligacién sitio-
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especifico, e iniciadores de secuencia determinada por los sitios de restriccion,
mas un numero variable de nucleédtidos selectivos manteniendo condiciones

estrictas de amplificacion (Lin y Kuo, 1995).

Numerosas poblaciones vegetales, de diferente complejidad gendmica,
han sido descriptas en: sus relaciones genéticas, mapeo génico, estudios de
segregacion, analisis de germoplasma, utilizando para ello los marcadores
moleculares AFLPs (Hill et al., 1996; Lin y Kuo, 1995; Maheswaran et al., 1997;
Powell et al., 1996).

1.7 - Sistema de Proteccion y Control de semillas en la Argenti-

na:

El contenido genético de cada semilla representa un gran esfuerzo de
investigadores y de programas de mejoramiento. Por otra parte el gran creci-
miento de la produccién de semillas y las demandas del mercado, lievaron a la
creacion de la ley de las semillas. En nuestro pais dicha legislacion esta orde-
nada bajo el numero N° 20.247 (Ley de Semillas y Creaciones Fitotécnicas) y el
organismo responsable de su aplicacién es el Instituto Nacional de Semillas
(INASE), cuyo principal objetivo es proveer un cuadro legal y técnico.

Dentro de esta Institucion se crea la Lista Nacional de Cultivares, donde
se encuentran todas las variedades que se comercializan en el pais y la Lista
Nacional de propiedad de Cultivares, en la cual se encuentran todas las varie-
dades protegidas. La funcién de otorgar un titulo de propiedad a una nueva
variedad esta destinada al Registro Nacional de Cultivares del INASE.

La ley N° 24.736/94, establecida por el Congreso de la Nacion Argentina,

acepta la adherencia de nuestro pais a la Convencion Internacional para la

Proteccién de Obtenciones Vegetales (UPOV). Esto permite aumentar la con-
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fianza nacional e internacional en el ambito de la concesién de propiedad al
criador de una nueva variedad.

Para que un criador pueda adquirir el titulo de propiedad, la nueva varie-
dad debe cumplir con los tres requisitos expuestos en el articulo 6 de la Con-
vencion de UPOV (TG/1/2, 1979):

Distinguibilidad (D): Una nueva variedad debe demostrar ser distinta sobre la
base de un caracter importante de las ya existentes en el Listado Nacional de
Propiedad de cultivares.

Homogeneidad (H): Todas las plantas de una misma variedad deben presentar
los mismos caracteres morfolégicos, fisioldégicos y/o fenolégicos, tomando en
cuenta su sistema de reproduccién.

Estabilidad (E): Todas las plantas de una misma variedad, deben ser estables
en sus caracteristicas esenciales, luego de repetidas muitiplicaciones o repro-

ducciones.

Todos los paises adheridos a UPQV, con el fin de lograr coherencia en
los resultados, realizan a campo las pruebas (DHE) para diferenciar e identifi-
car una variedad de otras, dentro de la coleccion de cada especie. Para este
estudio en la actualidad se utilizan las caracteristicas morfolégicas y los datos
complementarios a partir de la utilizacion de técnicas bioquimicas tradicionales
(electroforesis en geles de poliacrilamida de proteinas de reserva e isoenzimas)
ya estandarizadas por el Organismo Internacional de Testeo de Semillas (IS-

TA), en el cual la Argentina posee representantes en el Comité Ejecutivo.

La distincién en la actualidad se establece sobre la base de caracteres
gue tienen o no una relacion con el valor agronédmico o tecnologico de la varie-
dad. Basta con una diferencia relativa a un caracter (calificado como "impor-
tante”) para llegar a la conclusién de que una variedad es distinta de otras
(UPOV/QUI/96/15, 1996).
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1.8 - Caracterizacion e Identificaciéon de nuevas lineas y cultiva-

res:

La caracterizacién de un organismo es el registro de caracteres alta-
mente heredables, que varian muy poco cuando las plantas son probadas en
diferentes ambientes. La estandarizacion de métodos de observacién y regis-
tro, en bancos de datos, de estos caracteres es esencial para una descripcién
eficaz de las colecciones. Las caracterizaciones son utiles para la clasificacion
de germoplasma y para el estudio de patrones de variabilidad durante la rege-
neracion de los stocks (IBPGR, 1987).

Un organismo puede ser caracterizado por un amplio rango de caracte-
res. En cambio la identificacion del mismo requiere de un inequivoco fingerprint
(Nicese et al., 1998).

Los caracteres fenotipicos, tales como los morfolégicos, son extrema-
damente Gtiles para la caracterizacién de organismos. Pero muchas veces es-
tan influenciados por las condiciones ambientales y ademas el control genético
de la mayoria de estos caracteres es complejo. Por lo que, en muchos casos
de seleccién de hibridos o en la determinacién de pedigri, no es suficiente el
empleo de estos marcadores. Las proteinas presentan la ventaja de que en su
mayoria son el producto de genes unicos. Aunque el rango de proteinas, que
pueden ser empleadas como marcadores moleculares esta limitado a aquellas
que son visualizadas como extracto de un 6rgano en particular o por el nUmero
de isoenzimas que produce un producto de reaccidn colorimétrico. Los marca-
dores moleculares de ADN, presentan las ventajas de no ser afectados por el
ambiente y el numero de éstos es definido por la técnica y la complejidad del

genoma en estudio.

No existe una técnica de analisis molecular Gnica que pueda ser reco-
mendada como 6ptima en todas las situaciones de caracterizacién de organis-

mos vegetales. Las descripciones de los materiales basadas en caracteres,
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que reflejen variacién genética, son empleadas rutinariamente para medir di-
versidad, pudiendo de este modo, ser usadas para caracterizar y lograr una
eficiente conservacion, identificacion y utilizacion de los recursos vegetales cul-

tivados y de sus respectivas poblaciones naturales.

Los RAPDs han sido usados para identificar variedades de especies ve-
getales cultivadas de genomas con distinta complejidad. Asi es como, hasta el
presente, la combinacion de diferentes nimeros de iniciadores ha permitido
discriminar patrones moleculares a nivel de ADN en cultivares de cacao (Theo-
broma cacao) (Wilde et al., 1992), variedades de arroz (Oriza sativa) (Welsh y
McClelland, 1990), soja (Glycine max) (Caetano-Anolles ef al., 1991), genotipos
del género Brassica (Demeke et al., 1992), trigo (Triticum monococum, T.
urartu) (Vierling y Nguyen, 1992), apio (Apium graveolens) (Yang y Quiros,
1993).

Transue et al. (1994) utilizaron la técnica de RAPDs para determinar su
utilidad potencial en la identificacién de materiales de amaranto. Para ello en-
contraron iniciadores especificos para las especies A. cruentus, A. hypochon-
driacus y A. caudatus utiles para identificar entradas de amarantos graniferos
descriptas previamente por caracteres morfolégicos. Ranade et al. (1997), lo-
graron con perfiles de RAPDs generados por 2 o 3 iniciadores, patrones Unicos
no soélo inter sino también intra-especificamente en varias especies del género

Amaranthus.

La técnica de AFLP ha sido también empleada para comparar diferentes
sistemas de marcadores moleculares en la caracterizacion de genotipos vege-
tales (Lin et al., 1996; Powell et al., 1996). Esta técnica, junto con la de RAPD,
se ha caracterizado por la habilidad que posee para identificar genotipos ve-
getales, por el alto contenido de informacion resultante. Asi, los marcadores
RAPDs y AFLPs son ampliamente usados como fingerprintings de ADNSs,

cuando existe la necesidad de identificar variedades de especies cultivadas o,
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para determinar el parentesco de los distintos materiales en programas de me-
joramiento (Dulson et al., 1998; Guillin et al., 1998; Hill et al., 1996).

El grupo evaluador de Técnicas Biomoleculares (UPOV/BMT/4/21, 1997)
plante6 que éstas son importantes ya que explican la relacién existente entre
las variedades, brindando informacion sobre el genoma de las mismas, y enfa-
tizando su importante utilidad en la identificacion varietal pero no recomendan-
do las mismas para estudios de diferenciacién. Actualmente, se considera a los
marcadores moleculares como una herramienta capaz de complementar y sub-

sanar los problemas de la utilizacién de los datos morfoldgicos.
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2 - OBJETIVOS

Sobre la hipétesis de que los marcadores moleculares de ADN pueden
ser lo suficientemente informativos, para estudiar la variabilidad intra e inter
poblacional del género Amaranthus; se propone en el presente trabajo los si-
guientes objetivos:

Desarrollar marcadores moleculares de ADN, especificamente de
RAPDs y AFLPs, para contribuir a la caracterizacién de 4 cultivares y 16 lineas

experimentales de amarantos graniferos.

Establecer las distancias genéticas entre estas 20 entradas por los mar-
cadores RAPDs y AFLPs obtenidos.

Comparar los agrupamientos logrados por los marcadores de ADN y los

establecidos previamente por los caracteres morfolégicos.
Determinar patrones de fingerprinting en estos materiales tanto para

emplearlos en los futuros programas de mejoramiento, como en la inscripcion y

control de los cultivares creados.
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3 - MATERIALES Y METODOS

3.1 - Germoplasma:

Los materiales utilizados pertenecen a cuatro especies de Amaranthus

de la coleccion y programa de mejoramiento de amarantos de la Catedra de

Cereales, Facultad de Agronomia y Veterinaria, de la Universidad Nacional de

Rio Cuarto. El detalle de las mismas se presenta en el cuadro 3.3.1.

Cuadro 3.1.1: Detalle de los cultivares y las lineas experimentales de Ama-
ranthus analizados en este estudio.

Especie

A. cruentus

A. hypochondriacus

A. manteggazzianus

A. caudatus

Entrada

Don Guiem (cv)

Don Armando (cv)

G10/131 (L)
G14 (L)
G14/4 (L)
G6 (L)
G2/ (L)
G6/19 (L)
G6/2 (L)

G1(L)
G1/3 (L)
Artasa (cv)
G6/1 (L)

G1/3b (L)
Don Juan (cv)

G16/121 (L)
G16183/14 (L)
G14/14a (L)
G16186/16 (L)
G10/3 (L)

Fuente

UN La Pampa
UN La Pampa
AVRDC, Taiwan
AVRDC, Taiwan
AVRDC, Taiwan
INTA Anguil
RRC, USA
INTA Anguil
INTA Anguil

NBRI, India
NBRI, India
UN La Pampa
RRC, USA

INTA Anguil
UN La Pampa

AVRDC, Taiwan

CATIE, Costa Rica

AVRDC, Taiwan

CATIE, Costa Rica

Peru

Origen de la introduc./
Identificacion original

INTA Anguil, Argentina
INTA Anguil, Argentina
Ghana

Ghana

Ghana

INTA Anguil, Argentina
USA /K112

INTA Anguil, Argentina
INTA Anguil, Argentina

india / AG-68
India

Criadero Artasa
USA /1023

INTA, Anguil, Argentina
INTA, Anguil, Argentina

Uganda

Ecuador

India

Ecuador

Pert / Oscar Blanco

(cv) cultivar, (L) linea experimental, AVRDC (Asian Vegetable Research Develo-
pment Center), RRC (Rodale Research Center), NBRI (National Botanical Research
Institute), CATIE (Centro Agronémico Tropical de Investigacion y Ensefianza).
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En el pais dos planes de mejoramiento de estas especies se inician a
mediados de los afos 70, cuando se realizaron recolecciones de germoplasma
de amarantos graniferos americanos e introducciones de distintos centros de
mejoramiento. En una primera evaluacién se identificaron los materiales promi-
sorios. Estas primeras entradas mostraron un variado grado de heterogeneidad

entre sus individuos (Covas, 1994a).

Las lineas y cultivares empleados se obtuvieron por selecciéon individual
por dos generaciones y posteriormente se multiplicaron en masa eliminando las
plantas fuera de tipo. Dado que estas especies de Amaranthus son predomi-
nantemente autégamas, este procedimiento hace presumir una alta homocigo-
sis. La linea experimental G2/1, proveniente de Estados Unidos, se origina en

el cruzamiento de dos cultivares de A. cruentus.
En la Universidad Nacional de Rio Cuarto con estos materiales se ase-

gurd la autofecundacién, cubriendo con bolsas de papel las panojas, durante

cinco a seis generaciones.

3.2 - Material vegetal:

Se sembraron entre 30 a 50 semillas de cada una de las entradas selec-
cionadas, en macetas de plastico de 24 cm de altura y 25 cm de diametro,
manteniendo durante la germinacién y el desarrollo de las plantas condiciones

semicontroladas de luz y temperatura en invernaculo.
Una vez que las plantas alcanzaron entre 15 y 25 cm de altura, se ensa-

yaron dos tratamientos del material vegetal (Fig. 3.2.1). Este crecimiento se
logré aproximadamente en tres semanas desde la siembra.
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Figura 3.2.1: Tamario de las plantas alcanzado al momento de extraccion de
ADN.

4

oo
- .

3.2.a - Cosecha y liofilizacion de las muestras para la posterior extraccién
de ADN:

Se cosecharon cinco individuos por entrada con tres a cuatro hojas nue-
vas y sanas en bolsas plasticas de malla de mosquitero, para permitir una
deshidratacion rapida y homogénea del tejido. Las muestras fueron conserva-
das en hielo durante la recoleccién y posteriormente, liofilizadas durante cuatro
a cinco dias en un equipo LABCONCO, trabajando a -40°C y 133x10™ bar. Una
vez seco, el tejido se conservd a temperatura ambiente dentro de bolsas de
plastico termoselladas, para evitar que la rehidratacion por efecto de la hume-

dad ambiente produzca degradacion del material.
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3.2.b - Cosecha y extraccion inmediata de ADN:

Se cortaron directamente las dos o tres primeras hojas mas jovenes de
cinco individuos por entrada. Esta forma de recoleccién de tejido vegetal fresco,
es la mas ampliamente usada para extraer ADN de alta calidad como lo exigen
las reacciones de RAPDs y AFLPs.

3.3 - Métodos de extraccion de ADN total:

Se compararon tres metodologias de miniextraccién de ADN total, utili-

zando en cada una tejido fresco y liofilizado.

3.3.a - Método A:
Método de Hoisington et al. (1994) modificado.

1) Colocar nitrégeno liquido en el mortero de porcelana, agregar 150 a 200 mg
de tejido fresco (hojas jévenes) y macerarlo. Recoger el tejido molido y trans-
vasarlo con espatula de madera, previamente enfriada, a un tubo de 2 ml en-

friado en hielo. (Si se parte de tejido liofilizado trabajar con 50 a 100 mg).

2) Agregar al tejido macerado 810 pl de buffer de extraccion calentado a 65°C,
mezclar con vortex, calentar la muestra a 65°C, y luego agregarie 90 ul de so-
lucién CTAB (10%), mezclar nuevamente con vortex, e incubarlo a 65°C, du-

rante 30 min. con agitacién suave y continua.

3) Destapar el tubo durante 5 min., para permitir que la temperatura descienda,
y luego agregarle 450 pl de cloroformo:octanol (24:1 v/v), mezclar la muestra
por inversion durante 10 min. hasta obtener una solucién visualmente homogé-
nea.
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4) Luego se centrifuga la soluciéon durante 30 min. a 14000 rpm, a temperatura
ambiente.

5) Transvasar la fase acuosa a un nuevo tubo de 2 ml, agregar 5 pl de enzima
ARNasa (10 mg/ml). Se mezcla la solucion suavemente por inversion, durante

5 min., y se incuba 60 min. a 37°C.

6) Agregar 450 pl de cloroformo:octanol (24:1). Mezclar suavemente por inver-

sion durante 10 min. hasta obtener una solucién visualmente homogénea.

7) Centrifugar durante 30 min. a 14000 rpm, a temperatura ambiente.

8) Transvasar la fase acuosa a un nuevo tubo de 1,5 ml.

9) Precipitar el ADN agregando rapidamente 600 ul de isopropanol frio (-20°C)
y mezclar suavemente por inversion.

10) Realizar un spin de centrifuga para precipitar la medusa de ADN.

11) Descartar el sobrenadante y agregar 500 ul de etanol 70% frio (-20°C), de-
jarlo durante 30 min., es mejor que el precipitado se despegue para un mejor
contacto con el alcohol.

12) Descartar el alcohol y dejar secar el precipitado durante 10 a 30 min. en
flujo laminar, luego realizar la resuspensién del ADN, dependiendo del rendi-
miento obtenido, en 50 a 100 ul de agua grado HPLC o buffer TE. Resuspender
el ADN a 10°C durante 24 horas para su posterior cuantificacion.

34



Buffer de extraccion.

Stock [Final] 1x (900 pl)
Tris-CIH (pH7 ,5) 1 M 100 mM 90 pl
CINa5 M 700 mM 126 ul
EDTA (pH8) 0,5 M 50 mM 90 pl
BME' 14 M 140 mM (1% viv) 9 ul
Agua deionizada 495 yl
CTAB® (10%) 1% (VIV) 90 ul

' B-mercaptoetanol, * [ ] del producto comercial, * Bromuro de
Cetiltrimetilamonio.

Preparar la solucién de extracciéon en el momento de usar.

Buffer TE (Tris-EDTA).

Stock [Final]
Tris-CIH (pH8,0) 1 M 10 mM
EDTA (pH8,0) 0,5 M 1 mM

3.3.b - Método B:

Este método fue establecido en el laboratorio del Instituto de Genética
de INTA, Castelar, entre varias metodologias de extraccion de tejido vegetal,
presentando como variante del método descripto anteriormente los compo-

nentes del buffer de extraccién.

Buffer de extraccion.

Stock [Final] 1x (750 pi)
Tris-CIH (pH7,5) 1 M 100 mM 75 pl
CINa5 M 700 mM 105 ul
EDTA (pH8) 0,5 M 50 mM 75 pl
Agua deionizada 345 pl
CTAB (10%) 1% (VIv) 75 ul
SDS’ (20%) 2% (VIV) 75 ul

" Dodecilsulfato de sodio.
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El detalle de este protocolo es el siguiente:

1) 100 a 150 mg de tejido fresco (hojas jévenes) macerarlo en mortero de por-
celana frio y nitrégeno liquido con una punta de espatula de arena, recoger el
tejido molido y transvasarlo con espatula de madera, previamente enfriada, a
un tubo de 2 ml enfriado en hielo. (Si se parte de tejido liofilizado trabajar con
100 mg).

2) Agregar al tejido macerado 600 ul de buffer de extraccién calentado a 65°C,
mezclar con vortex, calentar la muestra a 65°C, luego agregarle 75 ul de solu-
cion CTAB (10%), mezclar nuevamente con vortex y finalmente agregarle 75 pl
de SDS (20%), mezclar por inversién e incubarlo durante 30 minutos a 65°C

con agitacién suave y continua.

Los pasos siguientes no difieren del protocolo descripto en 3.3.a.

3.3.c - Método C:
Método de Rogers y Bendich (1988) modificado.

1) Agregar a un tubo de 2 ml, 800 pl de buffer de extraccion y mantener en
hielo.

Homogeneizar el tejido fresco con nitrégeno liquido en un mortero de porcelana
frio, recoger el tejido molido y transvasarlo con espatula de madera, previa-
mente enfriada, al tubo de 2 mi con el buffer de extraccion, la cantidad de tejido
debe ser inferior a la mitad del volumen del tubo. Mezclar con vortex e incubar

la muestra durante 30 min. a 65°C con agitacion suave y continua.
2) Destapar el tubo bajo campana hasta que alcance la temperatura ambiente,
luego agregarle 800 pl de cloroformo:octanol (24:1). Mezclar suavemente por

inversion durante 10 min. hasta obtener una solucién visuaimente homogénea.

3) Centrifugar durante 5 min. a 14000 rpm, a temperatura ambiente.
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4) Transvasar la fase acuosa a un nuevo tubo de 2 ml.

5) Agregar 80 pl de la solucién CTAB (10%) y mezclar por inversiéon durante 15
minutos.

6) Agregar 800 pl de cloroformo:octanol (24:1) y mezclar por inversion durante

10 min. hasta obtener una solucion visualmente homogénea.

7) Centrifugar durante 5 min. a 14000 rpm, a temperatura ambiente.

8) Transvasar la fase acuosa a un nuevo tubo de 2 ml, agregarle 1000 ul de
buffer de precipitacién y mezclar por inversién durante 30 minutos a temperatu-
ra ambiente.

9) Centrifugar durante 10 min. a 14000 rpm, a temperatura ambiente.

10) Descartar el sobrenadante y agregar 400 ul de CINa 1 M. Puede requerir
calentamiento a 50-60°C para disolver el precipitado del complejo ADN-CTAB.

11) Cuando el precipitado se disolvi6 agregar 5 pl de enzima ARNasa (10

mg/ml). Mezclar suavemente por inversién e incubar 60 min. a 37°C.

12) Centrifugar durante 10 min. a 14000 rpm, a 4°C.

13) Descartar el sobrenadante y lavar el precipitado con etanol 70% frio du-

rante 10 min. y centrifugar nuevamente durante 5 min. a 4°C.
14) Descartar el sobrenadante y secar el precipitado durante 5 a 15 min. Disol-

verlo en 50 ul de agua grado HPLC o buffer TE. Resuspender el ADN a 10°C
durante 24 horas para su posterior cuantificacion.
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Buffer de extraccion.

Stock [Final]

Tris-CIH (pH8) 1 M 50 mM

CINa5 M 700 mM

EDTA (pH8) 0,5 M 10 mM

CTAB (10%) 1%(viv)

BME 14 M 140 mM (1% viv)

Autoclavar y conservar a temperatura
ambiente, el BME se debe agregar en el
momento de usar.

Buffer de precipitacion.

Stock [Final]
Tris-CIH (pH8) 1 M 50 mM
EDTA (pH8) 0,5 M 10 mM
CTAB (10%) 1% (VIV)

Autoclavar y conservar la solucién a
temperatura ambiente.

Solucion CTAB:
10% de CTAB disuelto en 700 mM de ClNa.

3.4 - Cuantificacion del ADN:

Para acelerar la resuspension total del ADN, las muestras se calentaron
en un termobloque a 65°C durante 20 min. Finalizado este tratamiento, se rea-
lizaron las diluciones, en agua grado HPLC, 1:10 de los ADN stocks. A las nue-
vas diluciones, también se las mantuvieron durante 24 horas a 10°C para lograr

una resuspension homogenea.

La calidad y cantidad de ADN obtenido se evalué visualmente por elec-
troforesis en gel sumergido (submarino) de agarosa (BIO-RAD) 0,8% p/v en
buffer TBE 1X, conteniendo 1,5 ul de bromuro de etidio (10 mg/ml) cada 100 mi
de buffer TBE. ElI ADN se sembré en el gel por inmersién en un volumen final
de 12 pl (4ul ADN + 5,5u agua HPLC + 2,5l buffer de carga 5X). Se incluyé
como Marcador de Peso Molecular 1 Kb (Gibco BRL) cuya banda de 1600 pa-
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res de bases es cuantificable (100 ng/ug). La corrida electroforética se realizo
con buffer de electrodos TBE 0,5X manteniendo 40V constantes. Terminada la
electroforesis, el gel fue expuesto en un transiluminador UV (ultravioleta) y fo-
tografiado (Ultra Violet Products Gel Documentation System, Imagen Store
7500, version 7.01) para su documentacion final.

El ADN aislado es de buena calidad cuando en el gel se observa como
una banda apretada de alto peso molecular (>40Kb). La cuantificacién del ADN
se realizd por comparacion relativa entre la fluorescencia de la banda de 1600
pares de bases del Marcador de Peso Molecular y la banda de ADN a evaluar.
Luego de verificar la calidad y evaluar la cantidad de ADN, se ajustaron las
concentraciones de las muestras de ADNs para realizar las PCR y los stocks
fueron conservados a -20°C para preservarios de la actividad de enzimas
ADNasas.

Buffer de carga 5X.

Glicerol 50% viv
Azul de bromofenol 0,1% pliv
Ficoll 400 2% plv
EDTA (pH8) 100 mM

Buffer Tris-Borato-EDTA pH8 (TBE).

Buffer Stock 1000ml [Final]
TBE 10X: 108 g Tris 0.9 M 1X: Tris 0,090 M
55 g Ac. Bérico 0,9 M Ac. Bérico 0,090 M
40 ml EDTA (pH8) 0,5 M EDTA 0,002 M
0,5X: Tris 0,045 M

Ac. Borico 0,045 M
EDTA 0,001 M
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3.6 - Reaccion de RAPDs (Random-Amplified-Polymorphic
DNA):

La reaccion de amplificacion se optimizé en un volumen final de 15 pl y

se usaron tubos de pared delgada tipo Eppendorf de 200 pl. Se sigui6 la meto-
dologia standard establecida para RAPDs por Williams et al. (1990) con modifi-

caciones. Los componentes de la mezcla de reaccion fueron los siguientes:

Reaccion de PCR para RAPDs.

Componentes x tubo (pl)
Buffer 10X con BSA' 1,5
Mezcla 4 dNTPs? (10 mM) 1,5
CloMg (50 mM) 1,0
Tag ADN polimerasa® (5 U/pl) 0,2
Oligonucleétidos® (10™ 15 ng/ul) 2,0
Agua HPLC 6,8
ADN (5 - 12,5ng) 2,0

15 (vol. Total)

"1 mg de Albimina de Suero Bovino (BSA) / 200 ul buffer 10X;
2 dideoxinucleétidos; ® Gibco BRL; * OPERON TECHNOLO-
GIES.

Buffer 10X.

Tris-CIH (pH8) 200 mM
CIK 500 mM

Las distintas etapas de la incubacién se realizaron en un equipo termoci-
clador Techne (Genius) con el siguiente programa:
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Programa de amplificacion.

Temperatura Tiempo
t° desnaturalizacion total del ADN: 94°C 2 min.
t° desnaturalizacion: 94°C 1 min.
t° hibridacién del iniciador: 36°C 45 seq. } 35 ciclos
t° extension: 72°C 1 min.
t° extension final: 72°C 8 min.

8°C 99 horas

En el programa de amplificacion, los cambios de temperatura se efectua-

ron con las velocidades de transicién mas rapidas (1°C / seg.).

Para determinar la concentracién final de cada componente de la reac-
cién de PCR se utilizaron el iniciador OPB01 (5-GTTTCGCTCC-3’) y el inicia-
dor OPC02 (5-GTGAGGCGTC-3") (RAPD Primer KITS, OPERON TECHNO-
LOGIES, INC., Alameda, USA). Los oligonucleétidos de 10 bases de este set
se caracterizan por ser elegidos al azar, poseer un contenido de (G+C) entre
60 a 70% y presentar extremos no complementarios. Se eligio el Kit de la en-
zima Taqg ADN polimerasa Gibco BRL (LIFE TECHNOLOGIES, USA), agre-
gandole al buffer 10X (Albumina de Suero Bovino), en una concentracion de 1
mg BSA / 200 pl buffer 10X, para estabilizar la actividad de la enzima polimera-

sa en los sucesivos cambios de temperatura durante el ciclado.

En todas las reacciones se realizé un control negativo, colocando para
ello en un tubo todos los componentes de la reaccién excepto el ADN, el cual
fue reemplazado por igual volumen de agua. La ausencia de amplificacion en
este control asegura que la amplificacion observada en el resto de los tubos es
debida al ADN de la muestra y no a la presencia de contaminantes en los com-

ponentes de la reacciéon o en los materiales empleados.
Para observar los productos de amplificacién, se prepard un gel de aga-

rosa 2,0% p/v en buffer TBE 1X, conteniendo 1,5 pl de bromuro de etidio (10
mg/ml) por 100 ml de buffer TBE. Con el gel sumergido en buffer por inmersién
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se sembraron 10 pl del volumen de reaccidn junto con 2 pl de buffer de carga
5X. Se utilizé6 como Marcador de Peso Molecular 1 Kb (Gibco BRL). La corrida
electroforética se realizo con buffer de electrodos TBE 0,5X, mantenida a 60V
constantes. Una vez finalizada la electroforesis de los fragmentos amplificados,
el gel fue expuesto en un transiluminador UV y fotografiado para su documen-
tacion.

3.6 - Reaccion de AFLPs (Amplified-Fragment-Length-Polymor-
phisms):

Se siguio la técnica desarrollada por Vos et al. (1995), con modificacio-
nes.

Etapas de la técnica (Fig. 3.6.1):

1) Digestién del ADN
2) Ligacién de los adaptadores
3) Pre-amplificacién selectiva o PCR +1

4) Amplificacion selectiva o PCR +3
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Figura 3.6.1: Esquema que resume el procedimiento de AFLP con un par de

iniciadores, segun Lin ef al. (1995).

5 GAATTC TTAA 3
3 CTTAAG AATT 5
1) Digestion con EcoR | + Mse |
AATTC T
G AAT
TTAAS 2) Ligacién de Adaptador EcoR |
Adaptador EcoR | + Adaptador Mse |
2y =
Adaptador Mse |
AATTCN NTTA-
TTAAGN NAAT

3) Amplificacién preselectiva (PCR+1) con
iniciador EcoR | +A e iniciador Mse | +C

iniciador +1 5—————A
AATTCN

TTAAGN

NAAT

C———F%
4) Amplificacion selectiva (PCR+3) con los
iniciadores EcoR | +AAC y Mse | +CAA
i iniciador+3 55— AAC
AATTCANN NNGTTA Il
TTAAGTNN —NNCAATIEEE
| AAC———F%
AATTCAAC TTGTTA Hm
TTAAGTTG AACAAT I

Electroforesis en gel de poliacrilamida

Secuencia del adaptador EcoR |
I Secuencia del adaptador Mse |
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1) Digestion del ADN:

Se utilizaron 750 ng de ADN gendmico, en un volumen final de 30 ul por
cada entrada. E! ADN se digirié6 con las endonucleasas de restriccion EcoR |
(G/AATTC) y Mse | (T/TAA). La reaccidén de digestion se llevo a cabo en un
buffer en el cual la actividad de ambas enzimas es alta y no provoque falsos
sitios de cortes del ADN, afectando la repetibilidad de la técnica; se utilizd para

ello un buffer universal llamado RL.

Buffer RL.

Stock [Final]
Tris-Ac' (pH 7,5) 1 M 50 mM
AcMg 1 M 50 mM
AcK 1M 250 mM
DTT'0,1 M 25 mM
BSA (10 mg / ml) 25ng/ ml
Agua HPLC

TA. Acético, ¢ Dithiothreitol.

Reaccion de digestion.

Componentes X tubo (pl)
Buffer RL 10

EcoRI1 (10U / i) 0,75

Mse | (10 U / pl) 1,25
ADN (25 ng / pl) 29

Agua HPLC 20,44

Estos 65 pl de volumen final se incubaron durante 5 hs. a 37°C, en cicla-
dor Techne PROGENE; al finalizar este tiempo se procedi6 a realizar la segun-

da etapa que consistio en la ligacién de los adaptadores.
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2) Ligacién de los adaptadores:

En esta etapa se liga a los extremos cohesivos de los fragmentos de
ADN, obtenidos tras la digestion con las dos enzimas de restriccion, pequefos
oligonucledtidos de doble cadena y de secuencia conocida. Estos oligonucled-
tidos, denominados adaptadores, consisten en una secuencia de bases nu-
cleotidicas central y una secuencia especificada por el sitio de corte de cada

enzima (Zabeau y Vos, 1993).

La estructura del adaptador EcoR | es: 5-CTCGTAGACTGCGTACC
CATCTGACGCATGGTTAA-S

La estructura del adaptador Mse |l es: 5-GACGATGAGTCCTGAG
TACTCAGGACTCAT-5

Reaccion de ligacion de los adaptadores.

Componentes x tubo (ul)
Buffer RL5X 2,0
Adaptador EcoR | (5 pMol / yl) 1,0
Adaptador Mse | (50 pMol / pl) 1,0

ATP (10 mM) 1,2
ADN Ligasa 1,0
ADN digerido 65

Agua HPLC 3,8

La ligacién se realiz6 a 4°C durante 48 hs.

3) Pre-amplificacién o PCR +1.

Finalizada la etapa de ligacion, se realizé la primera amplificacién selec-

tiva por PCR. La estructura de los iniciadores de AFLP consiste en tres partes,
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una secuencia central (SC), una secuencia especificada por el sitio de corte de
la enzima (ENZ) y una secuencia de extension selectiva (ES) (N: nucleédtidos
seleccionados) (Zabeau y Vos, 1993).

(SC) (ENZ) (ES)
La estructura del iniciador £EcoR | es: 5'-GACTGCGTACC AATTC NNN-3’
La estructura del iniciador Mse | es: 5-GATGAGTCCTGAG TAA NNN-3’

Cada base nucleotidica agregada al extremo 3’ de los iniciadores redu-
ce en un factor de 16 los fragmentos amplificados de los productos obtenidos
en la ligacién. De modo que los productos obtenidos luego de cada PCR, cons-

tituyen un subgrupo de los fragmentos producidos en la reaccién de ligacién.

Reaccion PCR +1.

Componentes x tubo (pl)
Buffer sequencing grade 5X 5,0
Iniciador EcoR | + 1 (100 ng / pi) 0,75
Iniciador Mse I + 1 (100 ng / ul) 0,75
CloMg (25 mM) 1,32
Mezcla 4 ANTPs (10 mM) 0,5

Taq ADN polimerasa (5 U / pl)’ 0,2

ADN (ligacién) 2,0

Agua HPLC 14,48

" sequencing grade, Promega.

Se utilizé para realizar la reaccién de amplificacién un ciclador Techne

PROGENE, con las siguientes condiciones:
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Programa de amplificacion.

Temperatura Tiempo
T° desnaturalizacién total del ADN: 94°C 2 min.
T° desnaturalizacion: 94°C 30 seg.
T° hibridacion de los iniciadores:  56°C 30 seg. 20 ciclos
T® extension: 72°C 1 min.
T° extension final: 72°C 10 min.
8°C 99 horas

Para verificar que se produjo amplificaciéon en la PCR +1, se prepar6 un
gel de agarosa 2,0% p/v en buffer TBE 1X, conteniendo 1,5 pl de bromuro de
etidio (10 mg/ ml) por 100 ml de buffer TBE. Una vez sumergido el gel por in-
mersion se sembraron 3 yl del volumen de reacciéon con 0,6 pl de buffer de
carga 5X. La corrida electroforética se realiz6 con buffer de electrodos TBE
0,5X mantenida a 40V constantes. Una vez finalizada la electroforesis el gel fue
expuesto en un transiluminador UV (ultravioleta) y fotografiado (Fig. 3.6.2). A
los 22 pl restantes de la PCR +1 se les agreg6 198 ul de buffer TE 0,1X, (dilu-

cion 1:10).

Figura 3.6.2: Negativo del gel con los productos amplificados en la PCR +1.

1 Don Guiem, 2 Don Armando 3 G10/13l 4 G14 5 G14/4 6 G6 7 62/1;
8 G6/19, 9 G6/2, 10 G1, 11 G1/3, 12 Artasa, 13 G6/1, 14 G1/3b, 15 Don
Juan, 16 G16/121, 17 G16183/14, 18 G14/14a, 19 G16186/16, 20 G10/3.

4) Amplificacién selectiva o PCR +3.

En esta reacciéon ocurre una nueva amplificacion selectiva de los frag-

mentos de ADN producidos en la pre-amplificacion o PCR +1. Para ello, los
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nuevos iniciadores presentan en el extremo 3’ de sus secuencias, dos bases
nucleotidicas mas que los iniciadores utilizados en la amplificaciéon anterior.
Reduciendo en este caso 64 veces el numero de bandas que seran amplifica-
das del total obtenido originalmente en la reaccién de ligacién. De este modo
se logra tener una poblacién de fragmentos (aproximadamente 50 a 100) que
pueden ser resueltos y detectados en geles desnaturalizantes de poliacrilami-
da.

Reaccion PCR +3.

Componentes x tubo (pl)
Buffer 10X 2,2
Iniciador EcoR | +3 (100 ng / ul) 0,3
Iniciador Mse 1+ 3 (100 ng / ul) 0,3
CloMg (25 mM) 1,4
Mezcla 4 dNTPs (10 mM) 0,4
Taq ADN polimerasa (5 U / pl)’ 0,3
ADN (PCR +1) 0,5
Agua HPLC 16,6
" Promega.

Buffer 10X:

Tris-CIH (pH9) 100 mM
CIK 500 mM
Triton X-100 (1% v / v)

Se utilizé un ciclador Techne GENIUS, con estas condiciones de ampilifi-

cacion:
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Programa de ampilificacion.

Temperatura

T° desnaturalizacion total del ADN:

T° desnaturalizacion:

T° hibridacion de los iniciadores:
T° extensioén:

T° extensién final:

94°C
94°C
65°C
72°C
72°C
8°C

Tiempo

2 min.

30 seg.

30 seg.p 1 ciclo
1 min.

10 min.

99 horas

Luego se repiten 12 ciclos iguales al anterior, pero con una disminucién

de la temperatura de hibridacion de los iniciadores de 0,7°C por ciclo, hasta

llegar a una temperatura final de hibridacién de 56°C. Cumplida esta etapa, el

proceso continGa con el siguiente programa.

Programa de amplificacion.

Temperatura

t° desnaturalizacion:

t° hibridacién de los iniciadores:
t° extension:

t° extension final:

94°C
56°C
72°C
72°C

8°C

Tiempo

30 seg.
30 seg. } 30 ciclos

1 min.
10 min.
99 horas

Una vez finalizada la reaccion de amplificacién a los 22 ul de volumen fi-

nal, se les agrega un volumen igual de buffer de carga, quedando de esta ma-

nera la mezcla lista para su electroforesis.

Buffer de carga.

Formamida 95% viv

Azul de bromofenol 0,05% p/v
0,05% p/v

Xilenecyanol
NaOH 10 mM

Los productos de la amplificacién ocurrida en la PCR +3, se separan en
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un gel del tipo de secuenciaciéon. A continuacion se detalla el acondiciona-
miento de los vidrios donde se sostiene el gel y la composicion del gel propia-
mente dicho.

Los vidrios deben ser meticulosamente lavados con Alconox Inc. Liquid-
Nox® (detergente en polvo no idnico) y agua destilada. Luego se lavan y en-
juagan con agua deionizada para remover los residuos del detergente, siendo
el ultimo lavado con etanol. El vidrio mévil de la cuba se trata con Bind-Silano
(y-methacryloxy-propyl-trimethoxysilane) para que el gel se adhiera covalente-

mente al mismo y poder realizar el tratamiento de revelado con nitrato de plata.

Al vidrio portador del gel, se lo unta con:

Alicohol 950 pi
Acido Acético Glacial 50
Bind Silano 3 ul

Reposar durante 3 min.

Posteriormente, se lava al vidrio 3 veces con 1 ml de alcohol en sentido

perpendicular, entre lavado y lavado, a intervalos de 3 min. cada uno.

Al vidrio fijo, se lo trata con Repel Silano (Rain X®) que crea una capa
impermeable siliconada que impide que el gel se adhiera. Se arma la cuba en
posicién horizontal (38 x 30 cm BIO-RAD). Luego se inyecta la solucion del gel

con jeringa de manera suave y continua, evitando la formacién de burbujas.

Para la preparacion del gel, se disuelve 25,2 g de urea’ en:

Agua deionizada 10 ml
Buffer TBE 10X 6 mi
30% Acrilamida:Bisacrilamida (19:1) 12 ml

' Para lograr la disolucién de la urea se debe emplear
agitacion y calor.
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Lograda la disolucion de la urea, enrazar a volumen final de 60 mi, con

agua deionizada. Mantener en hielo y luego filtrar.

La polimerizacién de la solucién se produce agregando 60 pl de TEMED
(N,N,N’ N’-tetramethylethylendiamina) mas 60 pi de Persulfato de amonio
(APS) (25%, 15 mg / 60 pl de agua deionizada), como catalizador, inmediata-

mente antes de colocarla en el molde.

Para realizar la electroforesis, se ensamblan las distintas partes de la
cuba, llenando la cuba superior, que es paralela a la superficie donde se apoya
el gel, con buffer TBE 0,5X y en la cuba inferior con buffer TBE 1X. Posterior-
mente se elimina la urea que difundi6 en la parte superior del gel. Antes de
sembrar las muestras se realiza una precorrida a 1000 voltios para calentar el
gel a 55 - 60°C.

Mientras transcurre la precorrida del gel, se realiza el tratamiento de las
muestras de la PCR +3 mas el buffer de carga. Para lograr la desnaturalizacién
total de los productos amplificados, se calientan las muestras durante 5 min. a
95°C y luego se mantienen en hielo hasta el momento de la siembra. Como
Marcadores de Peso Molecular se utilizaron 100 pb (Promega) y 20 pb (Bio-
Rad).

Una vez lograda la temperatura adecuada del gel, se vuelve a eliminar la
urea difundida, se inserta el peine y siembra 6 yl de cada muestra. La corrida
electroforética se realiza a 45 watts y a 50°C. La duracién de la electroforesis
es hasta que el segundo marcador (Xilenecyanol) haya migrado 30 cm desde la
linea de siembra. Finalmente se desensambla la cuba y se separan los vidrios,
incubando el gel en acido acético 10% durante 20 min., hasta que desaparecen
los colorantes del buffer de carga. El gel se puede conservar durante 5 a 6 dias

en esta solucion.
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El revelado del gel se realiza por el método de tinciéon con nitrato de

plata, el cual se describe a continuacioén:

1) Lavados:
Se realizan dos lavados en agua destilada con agitacién suave durante 5
minutos cada uno. Luego se lava con agua deionizada durante 5 min. Estos

lavados se realizan para eliminar el exceso de acido acético.

2) Coloracion:

Incubar al gel durante 30 min. en una solucién de nitrato de plata (1 g/l) y
formaldehido (37%) 3 mi, en agitacién suave. El formaldehido en la solucién
mejora la sensibilidad y el contraste. Este reduce la plata a baja velocidad, pro-
duciendo una nucleacién alrededor del sustrato a tedir favoreciendo asi el
posterior depésito de la plata en el lugar. Cumplido el tiempo se escurre colo-

cando el vidrio vertical sobre papel absorbente.

3) Lavado:
Sumergir durante 5 seg., con agitacion suave, en agua deionizada.

4) Revelado:

Preparar una solucion de carbonato de sodio anhidro (30 g/l), formalde-
hido (37%) 3 ml y tiosulfato de sodio (10 mg/ml) 200 ul/l. El formaldehido y el
tiosulfato se deben agregar en el momento de usar. Al momento de revelar el
gel la solucién debe estar a una temperatura entre 8 a 10°C. Se incuba al gel,
con agitacién suave, en la mitad de la solucién de revelado, cuando comienzan

a aparecer las primeras bandas se agrega el resto de la solucién.

5) Fijacion:
La fijacién del gel se realiza durante 20 min. en acido acético 10%.

6) Lavado:
Se realizan dos lavados en agua destilada durante 10 min. cada uno.
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7) Posteriormente se deja escurrir y deshidratar el gel durante 24 horas.

Es importante que todas las soluciones sean preparadas en el momento

de emplearlas y en cantidad suficiente para cubrir al gel.

Existen varias metodologias para conservar los geles de poliacrilamida.
Entre ellas, se prob6 pegar al gel en un papel secante como también fotogra-
fiarlo.
Pegado del gel en papel secante:
1) Incubar al gel en una solucién basica de hidréxido de sodio o hidréxido de
potasio 2,5 M, el cual remueve al Bind Silano, este paso se realiza sin agita-
cion. El tiempo de incubaciéon es hasta que alguno de los bordes del gel co-

mienza a despegarse del vidrio.

2) Se retira el vidrio de la solucién y se lava la superficie del gel con agua des-

tilada para remover el exceso de hidréxido.

3) Posteriormente se cubre al gel con papel Whatmann (3 mm) y se pasa un
rodillo para eliminar las burbujas de aire entre el papel y el gel.

4) Se comienza a levantar con suavidad uno de los extremos del papel, junto

con el cual se despegara el gel adherido.

5) Se cubre el gel con un film transparente y hornea al vacio a una temperatura

de 80°C durante 2 horas, en un desecador de geles.

Fotografia con APC Film:

Esta técnica requiere de un cuarto oscuro y de un transiluminador con

luz fluorescente. Los tiempos de exposicién dependen de la intensidad de luz
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emitida por el transiluminador, por lo que deben ponerse a punto para cada
equipo en particular. La experiencia obtenida, en este trabajo, se describe a

continuacion:

1) En el cuarto oscuro, ubicar el vidrio que sostiene al gel sobre el transilumi-
nador. La superficie del gel debe estar hacia arriba.

2) En oscuridad, colocar el film con la emulsion en contacto con el gel.

3) Colocar un vidrio limpio sobre el film para asegurar un contacto homogéneo

entre el gel y el film.

4) Encender la luz del transiluminador y exponer al film durante 1 min.

5) Revelar el film en oscuridad de la siguiente manera:

- Revelar durante 50 seg. en revelador Kodak® GBX.

- Lavar en agua deionizada durante 1 min.

- Fijar durante 3 min. En solucién fijadora Kodak® GBX.
- lavar en agua deionizada durante 1 min.

(Todos los pasos se hacen con agitacion suave).

- Secar a temperatura ambiente.

3.7 - Interpretacion del perfil de bandas y Analisis de los datos:

Como ya se mencioné el andlisis de los datos tiene por finalidad deter-
minar las relaciones genéticas y posibilitar la identificacion de las 20 entradas

consideradas.
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3.7.1 - Caracteristicas y Codificaciéon de las bandas:

Los RAPDs y los AFLPs corresponden a un tipo de marcador molecular
determinado por la lectura de un patrén de bandas observadas por electrofore-
sis en gel. Con estos marcadores se pueden establecer los fenotipos de pre-
sencia y ausencia del producto de amplificaciéon, que se codifican 1 y O, res-
pectivamente. En consecuencia, cada banda o fragmento amplificado corres-
ponde a un caracter cualitativo clasificado como dato binario o también llamado

de doble estado (Crisci y Lopez Armengol, 1983).

En cada amplificacién individual cada banda se denominé por el iniciador
que la origind seguida por un numero. La banda o caracter ubicado mas cerca
del catodo fue designado como caracter 1 y los productos subsecuentes hacia
el anodo 2, 3..,, etc. y asi sucesivamente. Esta designacion fue realizada para
todas las bandas obtenidas por cada iniciador y en todas las entradas analiza-
das.

En cada grupo de datos, obtenidos por las técnicas de RAPD o AFLP, se
emplearon todos los productos amplificados de definicion nitida y repetible en
dos experimentos independientes, en las 20 entradas. De esta manera se ela-
boré una matriz basica, de forma rectangular, que contuvo en las columnas a
todas las entradas a ser caracterizadas y en las filas a los caracteres (Crisci y
Lopez Armengol, 1983).

3.7.2 - Determinacion de las relaciones genéticas:

Para expresar de manera cuantitativa el parecido entre distintos genoti-
pos existen varios coeficientes de similitud. Estos coeficientes son operaciones
matematicas que permiten calcular las similitudes o las diferencias entre entra-
das. A todos ellos se los puede dividir en cuatro grupos: de distancia, de corre-
lacién, de asociacion y de similitud probabilistica (Sneath y Sokal, 1973).
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El tipo de estadistico aplicable a un grupo de datos, para el analisis de
las relaciones genéticas entre entradas, depende especificamente del tipo de
datos evaluados. Los coeficientes de asociacion miden las coincidencias y las
diferencias en los estados que toman los caracteres entre dos entradas. Esta

medicidn exige especificamente caracteres de tipo doble estado.

Al comparar dos entradas para un caracter doble estado pueden pre-
sentarse cuatro posibilidades: que las dos presenten el caracter comparado,
que sélo una u otra lo presente, o bien que el caracter esté ausente en ambas
(Fig. 3.7.1).

Figura 3.7.1: Posibles combinaciones que pueden presentarse al comparar dos
genotipos para un caracter del tipo doble estado.

Genotipo X
caracter 1 0
1 1,1 1,“
Genotipo Y _
0 0,1 0,0

En la mayoria de los analisis genéticos, con datos doble estado, se utili-
zan medidas que ignoran, al comparar dos genotipos, la doble ausencia del
caracter evaluado (0,0), como componente a favor de similitud. El indice de Nei
y Li (Nei y Li, 1979) también conocido como indice de DICE (Dice, 1945) y el
indice de Jaccard (Jaccard, 1908) son los coeficientes mas ampliamente usa-
dos como medidas de similitud en analisis genéticos y ambos ignoran la doble

ausencia de banda a favor de la similitud.

En este trabajo se emplearon ambos indices en la estimacion de las re-
laciones genéticas. Estas se logran comparando los genotipos de a pares me-
diante los coeficientes de asociacién. Los valores de asociaciéon obtenidos con
estos estadisticos varian entre O correspondiendo al valor de minima similitud y
1 cuando la similitud es maxima.
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Coeficiente de asociacion de Jaccard:

Jxy = N1/ (N-Ngo) = N11 / (N11+N01+N10)

Coeficiente de asociacién de Nei y Li o de DICE:

Nny= 2nq1/ (2n11+n01+n1o)

Donde n= numero total de bandas, n11= nimero de bandas de igual peso
molecular compartidas por las entradas x e y, ngo= numero de bandas presen-
tes en el total y ausentes en las entradas x e y, ngt= nimero de bandas au-
sentes en la entrada x y presentes en la entrada y, ny= numero de bandas

presentes en la entrada x y ausentes en la entrada y.

Se generd asi una nueva matriz de similitud, de forma triangular. Esta
matriz contiene a los coeficientes de asociacion obtenidos entre pares de en-
tradas, siendo la diagonal principal la comparacién de cada entrada consigo
misma por lo que toma el valor 1 de maxima similitud. Para expresar las rela-
ciones genéticas entre la totalidad de las entradas, con la matriz de similitud se
practicd una técnica de agrupamiento llamada del ligamiento promedio (UPG-
MA, “Unweighted pair-group method using arithmetic averages”). Esta técnica
identifica en la matriz de similitud original a las entradas que comparten el ma-
yor valor de similitud y las agrupa en un nucleo. El valor de similitud que toma
el nucleo se calcula como la media aritmética no ponderada entre los valores
de similitud de las entradas que lo forman. Se genera asi una nueva matriz de
similitud derivada. La matriz de similitud derivada se caracteriza por ser de me-
nor tamafio que la original debido a la fusion de entradas en nucleos cuando
son dos y grupos cuando se unen mas de dos entradas. El nicleo formado se-
ra considerado como una unidad con respecto al resto de las entradas, en la
siguiente busqueda del maximo coeficiente de similitud compartido. Este pro-
cedimiento se repite sucesivamente, hasta lograr que todos los nucleos consti-
tuyan un unico grupo que contenga a todas las entradas (Crisci y Lopez Ar-
mengol, 1983). La representacion grafica del agrupamiento practicado a la ma-

triz de similitud se esboz6 en una estructura arborescente o fenograma.
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Mediante el coeficiente de correlaciéon producto-momento de Pearson (r)
se establecid el grado de correspondencia entre dos matrices simétricas de

similitud.
r=[n (IXY) - (IX) (V)] /¥ [n X% - (EX)7] [n Y% - (ZY) 2]

X e Y son todos los valores de las matrices X e Y, exceptuando la diago-

nal principal.

Cuando la comparacion se establecié entre la matriz cofenética origina-
da a partir de los valores del fenograma y la matriz de similitud propiamente
dicha, el coeficiente se denominé de correlacion cofenético (Sokal y Rohlf,
1962).

Otra manera de expresar las relaciones genéticas entre entradas es me-
diante el método de ordenacion de coordenadas principales. Para ello, la matriz
de similitud es doblemente centrada mediante:

(ij=ajm"aj—am+a

Donde a;y am son la fila y la columna correspondiente al elemento a jn
de la matriz de similitud. De esta manera se centran las entradas en una nube
de puntos mas o menos concéntrica, en funcién de la varianza, preservando las

relaciones de similitud establecidas entre ellas.

Los elementos de la diagonal de la matriz centrada son las distancias al
cuadrado de cada entrada al centroide del espacio. Posteriormente se calculan
los valores y vectores propios por ecuaciones de dos incognitas. La suma de
los valores propios constituye la varianza total de ias entradas para los caracte-
res utilizados. Estos determinan las coordenadas principales y se proyectan en
graficos de dos o tres dimensiones. La posicién en el grafico de cada entrada

esta determinada por el valor de su vector propio.
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La diferencia de este método con el anadlisis de agrupamientos es que
otorga mas libertad en la expresion grafica de las relaciones genéticas estable-
cidas en la matriz de similitud, debido a que no traza limites en el espacio que
separen grupos. Las relaciones entre las entradas estan determinadas por la

posicién en que se disponen en un espacio reducido.

Todas estas matrices se procesaron empleando el programa NTSYS-pc,
Numerical Taxonomy and Multivariate Analysis System version 2.0 (Rohif,
1998).

3.7.3 - Identificacion:

El establecimiento de un tnico fingerprint para identificar a cada uno de
los 20 genotipos diferentes fue definido por multiples bandas de RAPDs vy
AFLPs, los que posiblemente representen multiples loci génicos. Esto es muy
importante en la caracterizacién de cultivares, debido a que un cultivar no es

definido por un Gnico marcador sino por muchos de ellos (Nicese ef al., 1998).

Cada uno de los productos amplificados de RAPDs y AFLPs fue inter-
pretado como un locus, por representar a un segmento especifico en un cro-
mosoma y como alelos a las dos formas alternativas que toman estos caracte-
res. La definicion de locus y alelos fue acufada por primera vez a partir de la
definicidon de gen. Un gen es toda unidad transcripcional. Pudiendo codificar
entre sus variantes a una proteina. En cambio los marcadores RAPDs y AFLPs
corresponden a regiones codificantes y no codificantes del genoma. Por lo
tanto, el empleo del término locus en este estudio se hace en un sentido amplio
y s6lo implica un segmento de ADN.

Para evaluar la capacidad de los dos sistemas de marcadores molecula-

res en distinguir las entradas de amarantos aqui analizadas se emplearon dos
medidas de comparacion.
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A) El cociente muitiple define el numero de loci o bandas analizadas en
un experimento. Esta es una de las medidas que permite estimar la capacidad
de una técnica de marcadores moleculares aplicada en discernir diferencias
entre genotipos de una o varias especies. Los marcadores RAPDs y AFLPs
comparados con los RFLPs y SSRs (Simple Sequence Repeats), son los que
definen generalmente un mayor nimero de bandas simultdneas por experi-

mento, definiendo asi un mayor cociente multiple (Powell et al., 1996).

B) El grado de polimorfismo capaz de detectar un marcador molecular
determinado esta dado por el indice de contenido polimoérfico (PIC) (Powell et
al., 1996). Corresponde a la probabilidad de que dos alelos tomados al azar en
una poblacién puedan ser diferenciados por el sistema de marcadores elegido.

PICiocus = 1 - T pi®

pi es la frecuencia del alelo i en los genotipos analizados.

PICsistemamolecutar = 2. P1Ciocus / N

N es el total de loci obtenidos en cada sistema de marcador molecular.
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4 - RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 - Extraccion de ADN total:

Se emplearon dos formas de manipular el material vegetal previo a la
extraccién y tres métodos de purificacion en miniescala del ADN total de ama-
ranto. Se encontré6 una diferencia sustancial en la calidad del ADN segun el
modo en que el tejido fue utilizado, fresco o liofilizado (figura 4.1.1) y no con el
método de extraccion en si (figura 4.1.2). Como se puede observar, en la elec-
troforesis en gel de agarosa de las figuras 4.1.1y 4.1.2, en los extractos prove-
nientes de tejido liofilizado, junto con el ADN, también precipitaron una gran
cantidad de moléculas contaminantes, posiblemente en su mayoria se trate de

polisacaridos.

Figura 4.1.1: Negativo del gel con los ADNs extraidos de amaranto segun los
tres protocolos ensayados.
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L: Tejido Liofilizado, F: Tejido Fresco.
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Figura 4.1.2: Negativo del gel con los ADNs extraidos de amaranto, a partir de
tejido fresco y liofilizado, usando la metodologia Hoisington et al. (1994) (A).

Kb
us
e
—
L L F

L: Tejido Liofilizado, F: Tejido Fresco.

Los rendimientos de la extraccién de ADN, a partir de tejido fresco, no
difirieron entre la metodologia de Hoisington et al. (1994) (A) y el protocolo re-
sumen (B). En ambos, en un volumen final de suspension de 40 pl, se logrd un
rendimiento promedio de ADN de 150 a 250 ng/pl para todos los materiales. En
cambio, al utilizar el método propuesto por Rogers y Bendich (1988) (C) se ob-
tuvo muy poca cantidad de ADN, en un orden 15 veces inferior al rendimiento
anterior, siendo el tamafio del precipitado menor a 3 mm®. Posiblemente este
bajo rendimiento estuvo asociado con pérdidas durante la doble precipitacion
que emplea esta metodologia para lograr ADN de alta calidad. Por otra parte la
cantidad de ADN obtenida, en todas las metodologias, a partir de tejido liofili-
zado, estuvo en drdenes de 5 a 10 veces menores que la extraida de tejido
fresco. El interés de poner a punto un protocolo de extraccion de ADN en ama-
ranto a partir de material liofilizado, radica en la posibilidad de cosechar y con-
servar el material a temperatura ambiente, otorgando una mayor flexibilidad en

los tiempos de laboratorio cuando el nidmero de muestras es grande y, prescin-
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dir de la necesidad de frio para almacenar el material como ocurre al trabajar
con tejido fresco.

A partir de estos resultados preliminares se escogi6, para la extraccion
de ADN, trabajar con tejido fresco debido a la necesidad de contar con ADN de
alta calidad en las reacciones de amplificacién de RAPDs y en la digestion y
amplificacién en la técnica de AFLPs, y se eligié el protocolo descripto previa-
mente por Hoisington ef al. (1994), junto con las variantes sugeridas en mate-
riales y métodos, por su mayor simplicidad. De esta manera, se puso a punto
una metodologia rapida de extraccion de ADN de amaranto, que requiere poca
cantidad de material fresco (100 a 150 mg) y ademas con la que se obtiene
suficiente cantidad y calidad de ADN, para las reacciones de RAPDs y AFLPs,
obviando el empleo de gradientes de cloruro de cesio para obtener ADN de
calidad en amaranto, como lo citan para trabajar con estas especies Chan y
Sun (1997).

4.2 - Reaccién de amplificacion de RAPDs:

Para establecer las condiciones éptimas de amplificacién por PCR se
realizdé un experimento factorial variando las concentraciones de Cl:Mg, dNTPs
e iniciadores. El arreglo incluy6é la combinaciéon de: tres concentraciones de
Clo2Mg (1,67, 3,33 y 5 mM), tres concentraciones de 4 dNTPs (0,67, 1 y 1,33
mM) y tres concentraciones de iniciadores (22,5, 30 y 37,5 ng). Se empleé el
iniciador OPCO2 y una concentraciéon de 15 a 25 ng de ADN (Fig. 4.2.1).
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Figura 4.2.1: Negativo de los patrones de RAPDs obtenidos como resultado
del experimento factorial entre distintas concentraciones de CloMg, dNTPs e
iniciadores.

De acuerdo a lo observado en la figura anterior, en las 27 combinaciones

ensayadas la concentracion de Cl,Mg fue la que afecté en mayor grado los pa-
trones de RAPDs. La menor concentracién de Cl;Mg (1,67 mM) independien-
temente de la concentracion de dNTPs e iniciadores mostré el patrén con el
menor nimero de bandas y a la vez menos reproducible. Estos resultados con-
cuerdan con Ids obtenidos por Williams et al. (1993) trabajando con ADN de
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soja. La concentracién de magnesio y la temperatura de annealing son las que
afectaron la intensidad relativa de las bandas. A bajas concentraciones de este
ién, todas las bandas fueron mas tenues, produciendo el efecto de pocas ban-
das en el gel como se observa en la figura 4.2.1. Estos autores sugieren que la
concentracion 6ptima de magnesio debe probarse en cada aplicacién particu-
lar, siendo los rangos mas adecuados de 1 a 4 mM y recomiendan utilizar 36°C
como la temperatura 6ptima de annealing para iniciadores de 10 nucleétidos.
Estos autores también han demostrado, que a diferencia del magnesio, los
dNTPs y los iniciadores no afectan Ia intensidad relativa de bandas en un am-
plio rango de concentraciones. En este experimento las concentraciones de
dNTPs y de iniciadores probadas tampoco afectaron la intensidad relativa de

bandas.

El namero de bandas o fragmentos amplificados se incrementé con el
aumento en la concentracioén de iniciadores y magnesio, aunque éstos no fue-
ron nitidos ni reproducibles. Pareceria que la reaccién de PCR comienza a ser
mas inespecifica al aumentar la concentracién de magnesio sobre cierto limite,
y este efecto se potenciaria cuando los iniciadores en exceso se unen a sitios
del ADN con una homologia menor al 100%.

Finalmente, las combinaciones de 3,33 mM Ci;Mg con 22,5 y 30 ng de
iniciadores y las tres concentraciones de dNTPs fueron las que amplificaron
bandas mas intensas y reproducibles, pudiéndose optar por cualquiera de es-
tas seis combinaciones para la reaccién de RAPDs en amaranto.

La segunda estrategia de optimizacién, fue mantener constante la com-
binacién seleccionada de: CloMg= 3,33 mM, 4 ANTPs = 1 mM e iniciadores= 30
ng, y esta vez hacer variar la concentracion de ADN para dos iniciadores dis-
tintos.

Para ello se realizaron diluciones de ADN, en agua grado HPLC, de
1:50, 1:80 y 1:100 de la dilucién de cuantificacion (1:10 stock). Siguiendo el
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programa de incubacioén descripto en materiales y métodos, se emplearon 2 pl
de cada nueva dilucién para una primera reaccioén de amplificacién. En la figura
4.2.2 se observan los fenotipos de RAPDs utilizando los iniciadores OPBO01 y
OPCO2 en las diluciones de ADNs aislados segun los dos primeros protocolos

en tejido fresco.

Figura 4.2.2: Negativo de las bandas de RAPDs amplificadas con los iniciado-
res OPB0O1 y OPCO02 a partir de muestras de ADNs extraidas con el protocolo
de Hoisington et al. (1994) y el protocolo resumen.

Método de
extraccion: A B
Dilucién:
1:100 1:80 1:50 1:100 1:80 1:50

N —— A — f—A‘ﬂf—&‘ﬁ

niciador:
OPCO02 OPB01 OPC02 OPBO1 OPC02 OPBO1 OPCO02 OPBO1 OPCO2 OPB01 OPC02 OPBO1

En esta figura se puede apreciar la reproducibilidad de los patrones de
amplificaciéon con los ADNs extraidos independientemente segln las metodolo-
gias Ay B. Ademas al comparar los patrones de bandas del iniciador OPCO02
en las figuras 4.2.1 y 4.2.2 se puede contar con la seguridad de que, en un
margen de diluciones de trabajo de 1:10 hasta 1:100 del ADN sfock y mante-
niendo constantes las concentraciones del resto de los componentes de la
reaccion, se logra el mismo patrén de bandas. Este resultado es particular-
mente importante para la repetibilidad de la técnica de RAPDs entre laborato-
rios. Debido a que si los fenotipos de RAPDs son muy influenciados por pe-

66




w..‘.COC.OGGC‘GGQGCGOQQQQQ.QQQQ’.QQ..Q.Q........OO

quefios cambios en los componentes en la mezcla de la reaccién, la reproduci-
bilidad de los patrones se vera seriamente comprometida (Weeden et al,
1992), teniendo en cuenta que la concentracion de ADN es uno de los parame-

tros mas dificiles de estimar.

Pensando en la necesidad de procesar un gran numero de muestras
diarias, como lo requiere el analisis para la identificacién de muestras en labo-
ratorio, con estos resultados se puede estimar la dilucién necesaria de ADN de
acuerdo al tamaro del precipitado y realizar directamente las amplificaciones
de PCR sin cuantificarlo previamente, acortando de esta manera los tiempos

experimentales.

A pesar de la diferencia en calidad observada en el gel de cuantificacién
de los ADNs extraidos a partir de tejido liofilizado, también se realizé con ellos
una prueba de amplificacion. En la figura 4.2.3 se demuestra los patrones de
bandas obtenidos con diluciones de 1:50 de los ADNs stocks y el iniciador
OPBO1.

Figura 4.2.3: Negativo de los patrones de RAPDs obtenidos con el iniciador
OPBO0O1 y ADNs extraidos a partir de tejido liofilizado.

Muestras 1 a 7 distintos ADNs al azar.
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A diferencia de lo que ocurrié con los ADNs provenientes de tejido fres-
co, en esta figura se puede observar la poca reproducibilidad en los patrones
de fragmentos amplificados con ADNs aislados a partir de tejido liofilizado, in-
dependientemente de la metodologia empleada, resultado que concuerda con
la mala calidad de ADN ya observada previamente en gel.

Williams et al. (1993) han observado que, en el caso de RAPDs la canti-
dad y no la calidad de la molécula de ADN puede ser la limitante de las amplifi-
caciones obtenidas. Estos autores han probado diferentes protocolos de ex-
traccion de ADN para reacciones de RAPDs, pudiendo lograr amplificaciones
adecuadas hasta con aquellos métodos con los que no se obtiene ADN de alto
peso molecular. La limitante con los protocolos que no realizan varios pasos de
purificacion, ya sea para eliminar proteinas, polifenoles o polisacaridos es que
éstos, dependiendo del organismo u 6rgano empleado, pueden presentarse en
concentraciones elevadas en el volumen final de la reacciéon de PCR y de esta
forma afectar las amplificaciones. Estos autores sugieren para los vegetales,
extraer ADN de tejidos frescos y jovenes, y emplear en el orden de 5 a 50 ng
de ADN en volimenes finales de reaccién de 20 a 25 pl.

En la bibliografia de amarantos graniferos, se han realizado algunos
analisis de RAPDs (Chan y Sun, 1997; Ranade ef al., 1997; Transue et al.,
1994). Estos autores han empleado, no s6lo diferentes protocolos de extracciéon
de ADN, sino también distintos programas de ciclado y diversas concentracio-
nes de los componentes de la reaccion de PCR, en volimenes finales de 15 a
25 pl para obtener sus propios patrones de RAPDs en estas especies; no obs-
tante sus conclusiones concuerdan con lo propuesto por Williams et al. (1993) y
con los resultados experimentales logrados en este trabajo.
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43 - i6n iIntra-poblacional evaluad n marcadores

Para estimar la homogeneidad genética de cada entrada se utilizaron los
iniciadores OPA15, OPB01, OPB15, OPC02 y OPD15. Estos iniciadores fueron
elegidos por producir patrones de bandas nitidas y a la vez diferentes entre
entradas de las distintas especies.

El nimero de plantas individuales que deberia considerarse para repre-
sentar la variabilidad de los cultivares esta relacionado con la frecuencia de los
marcadores en la poblacién y con el criterio de homogeneidad establecido
(Yang y Quiros, 1993). Estimar la frecuencia de ios marcadores en una pobla-
cién requiere de la medicién de un gran nimero de individuos y de marcadores.
Esta estimacién a su vez depende de la complejidad genética del cultivar a
evaluar. La complejidad genética de un cultivar es determinada primeramente
por el método con el cual fue creado, por ejemplo es de esperar que los genoti-
pos de los individuos de un cultivar producido por la tecnologia de doble ha-
ploide sean idénticos, mientras que los individuos de los cultivares producidos
por métodos tradicionales tales como la seleccién masal a partir de una pobla-
cion, en una especie alégama, presenten diferencias. Ademas se puede produ-
cir un aumento de la heterogeneidad del cultivar durante el mantenimiento del
mismo, si las condiciones de aislamiento no son controladas cuidadosamente,
en especies aldbgamas (Dulson et al., 1998). Teniendo en cuenta que los ama-
rantos son predominantemente autégamos y que estos materiales son cultiva-
res o lineas experimentales avanzadas de un programa de mejoramiento, se-
leccionados a partir de poblaciones pequefias que ya habrian sufrido mejora-
miento selectivo (ver 3.1) por uniformidad de caracteres de importancia agro-
némica, es de esperar que estos materiales posean una gran homogeneidad
siendo pequefia la heterogeneidad entre los individuos de cada uno.

El tamafio éptimo de una muestra para representar a un cultivar depen-
de en las especies autégamas de la homogeneidad del cultivar y del nimero de
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marcadores utilizados, siendo necesario aumentar el nimero de los individuos
analizados cuando la complejidad gendémica del cultivar es mayor (Dulson et
al., 1998; Hill et al., 1996; Yang y Quiros, 1993). Las conclusiones de estos tra-
bajos establecieron que 5 a 20 individuos son suficientes para representar a un
cultivar de una especie autbgama homogénea. En este frabajo se utilizaron
cinco plantas individuales como representantes de cada entrada, debido a la
homogeneidad morfolégica observada previamente en ensayos a campo entre
los individuos de cada una de ellas, después de cinco a siete generaciones de
autofecundacion controlada (G. Peiretti comunicacién personal).

Las reacciones de amplificacion con los cinco iniciadores analizados
determinaron un total de 53 fragmentos de ADN reproducibles.

En las entradas Don Armando, Don Guiem, G10/13l, G14, G14/4, G86,
G6/2, G2/1, G6/19, G1, G1/3, Artasa, G6/1, G1/3b, Don Juan, 16186/16,
G16/12l y G14/14a los cinco individuos presentaron el mismo patrén de amplifi-
cacion. En cambio, en las lineas experimentales G16183/14 y G10/13, se en-
contraron variaciones en los fragmentos de ADN entre los individuos evalua-
dos. En la linea G16183/14 se observaron dos patrones de amplificacién dife-
rentes con el iniciador OPB01 y en la linea G10/13 con los iniciadores OPA15 y
OPCO2 (Fig. 4.3.1), se observaron también dos patrones de bandas entre las
cinco plantas. Estos patrones diferentes tampoco concordaron con los estable-
cidos en alguno de los otros 18 genotipos. El nivel de polimorfismo, estimado
por estos 53 marcadores RAPDs, en las lineas G16183/14 y G10/13, fue infe-
rior al 5%. Estas bandas polimérficas pueden convertirse, en el futuro, en he-
rramientas Utiles como marcadores genéticos intra-especificos (Quiros ef al.,
1991; Williams et al., 1990).
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Figura 4.3.1: Negativo correspondiente a los polimorfismos observados en la
linea G10/13 con los iniciadores OPA15 y OPCO02.

Iniciador: OPA15 OPCO02

Esta evaluacion permite establecer que los RAPDs son lo suficiente-
mente sensibles como para ser empleados en la caracterizaciéon de poblacio-
nes de amarantos a partir de plantas individuales.

Las lineas experimentales y los cultivares mostraron ser o suficiente-
mente homogéneos con los 53 marcadores empleados en este estudio (pureza
> 95). Este resultado es consistente con el hecho de que estas especies son
autégamas y ademas, con la homogeneidad morfologica evaluada previamente
en estos cultivares y lineas experimentales. Pudiendo, con estos resultados,
considerar a cada uno de ellos con un genotipo propio y representarlo por los
ADNs cuantificados, de las cinco plantas individuales para las posteriores reac-
ciones de RAPDs y AFLPs. Esta poca variacion encontrada dentro de cada
entrada, propio en los materiales mejorados de especies autégamas, hace
pensar en la posibilidad de encontrar mayores diferencias entre cultivares que
provienen de una misma poblacién original, como ocurre en muchos de los
materiales mejorados de amarantos graniferos.
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4.4 - Varlacién inter-pob valuada n I g
RAPDSs:

En la determinacién de la variacién inter-poblacional con marcadores
RAPDs, cada ADN individual contribuy6é con 100 ng para representar el genoti-
po propio de cada entrada. La estimacién de las distancias genéticas, inter-
poblacionales, se realiz6 utilizando los fragmentos RAPDs obtenidos por 67
iniciadores elegidos al azar (Cuadro 4.4.1). Cada iniciador fue evaluado en dos
experimentos de amplificacion independiente para probar la reproducibilidad en
los patrones de bandas. Sélo aquellas bandas intensas y de limites claros fue-
ron computadas en cada reaccioén individual.

Del total de iniciadores, OPA16, OPA17, OPB03, OPB04, OPBO9,
OPB16, OPC03, OPC09, OPC16, OPC17, OPD03, OPD04, OPD06, OPD09,
OPD16, OPD17 y OPD19 no mostraron productos de amplificacién en las con-
diciones establecidas en materiales y métodos. Quizas para estos iniciadores
haya que establecer nuevas combinaciones de los distintos componentes de la
mezcla de reaccién. Al comparar sus secuencias, porcentajes de G+C y las
distribuciones de bases con aquellos iniciadores que mostraron productos de
amplificacién, no se observan diferencias (Cuadro 4.4.1).

Con los 50 iniciadores que amplificaron fragmentos del ADN de ama-
ranto, se obtuvo un total de 687 bandas o marcadores RAPDs nitidos y repro-
ducibles. De los cuales 526, que corresponden al 76,6%, mostraron polimorfis-
mo en al menos uno de los genotipos estudiados.

El nimero de bandas por iniciador varié entre 1 (OPC06) a 29 (OPA18),
con un promedio de 13,7 bandas / iniciador. En todas las combinaciones inicia-
dor - genotipo, la mayoria de los fragmentos mostraron un tamafio entre 200 a
2500 pares de bases.
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En el cuadro 4.4.1 se detallan las secuencias, como asi también el na-
mero de loci logrados en el total de entradas para los 67 iniciadores analizados
en este estudio. En este cuadro también se incluye entre paréntesis el nimero
de bandas polimérficas para cada iniciador. Siendo el porcentaje promedio de
loci polimérficos por iniciador RAPD igual ai 69,8 %.

Cuadro 4.4.1: Cédigo, secuencia y niumero de bandas obtenidas con los 67
iniciadores.

Oligo' Secuencia (5’-3') N°debandas Oligo Secuencia (5'-3°) N° de bandas

OPA01 CAGGCCCTTC 21 (20) OPC04 CCGCATCTAC 13 (10)
OPA03 AGTCAGCCAC  15(11) OPC05 GATGACCGCC 18 (10)
OPA04 AATCGGGCTG 09 (06) OPC06 GAACGGACTC 01 (—)
OPA05 AGGGGTCTTG 08 (—) OPC08 TGGACCGGTG 08 (07)
OPA0O8 GTGACGTAGG 18 (18) OPC09 CTCACCGTCC = ~—-
OPA09 GGGTAACGCC 14 (13) OPC10 TGTCTGGGTG 11 (10)
OPA10 GTGATCGCAG 19 (07) OPC12 TGTCATCCCC 17 (11)
OPA12 TCGGCGATAG 14 (10) OPC13 AAGCCTCGTC 13 (13)
OPA13 CAGCACCCAC 26 (16) OPC14 TGCGTGCTTG 27 (24)
OPA14 TCTGTGCTGG 16 (14) OPC15 GACGGATCAG  05(03)
OPA15 TTCCGAACCC 10 (09) OPC16 CACACTCCAG  —
OPA16 AGCCAGCGAA  —- OPC17 TTCCCCCCAG = —
OPA17 GACCGCTTGT — OPC18 TGAGTGGGTG 13 (10)
OPA18 AGGTGACCGT 29 (24) OPC19 GTTGCCAGCC 08 (—)
OPA19 CAAACGTCGG 19 (15) OPC20 ACTTCGCCAC 16 (14)
OPA20 GTTGCGATCC 11 (07) OPD01 ACCGCGAAGG 13 (09)
OPB03 CATCCCCCTG  — OPD03 GTCGCCGTCA  ~—
OPB04 GGACTGGAGT — OPD04 TCTGGTGAGG  —
OPB05 TGCGCCCTTC 18 (16) OPD05 TGAGCGGACA 05(—)
OPB06 TGCTCTGCCC 17 (11) OPD06 ACCTGAACGG -
OPB08 TGGGGGACTC — OPDO7 TTGGCACGGG 05 (02)
OPB10 CTGCTGGGAC 17 (14) OPD08 GTGTGCCCCA 14 (13)
OPB12 CCTTGACGCA 06 (04) OPD0® CTCTGGAGAC  —
OPB13 TTCCCCCGCT 08 (07) OPD10 GGTCTACACC  20(19)
OPB14 TCCGCTCTGG  11(07) OPD12 CACCGTATCC 04 (03)
OPB15 GGAGGGTGTT  15(11) OPD13 GGGGTGACGA 15(10)
OPB16 TTTGCCCGGA  — OPD14 CTTCCCCAAG 05 (01)
OPB17 AGGGAACGAG  20(17) OPD15 CATCCGTGCT 13 (10)
OPB18 CCACAGCAGT 22 (22) OPD16 AGGGCGTAAG —
OPB19 ACCCCCGAAG 06 (06) OPD17 TTTCCCACGG = —
OPB20 GGACCCTTAC 09 (07) OPD18 GAGAGCCAAC 24 (17)
OPCO1 TTCGAGCCAG 07 (06) OPD18 CTGGGGACTT = -
OPC02 GTGAGGCGCT 09 (06) OPD20 ACCCGGTCAC  25(13)

OPCO03 GGGGGTCTTT  —

'RAPD Primer KITS, OPERON TECHNOLOGIES, INC., Alameda, USA.( ) Nimero de
fragmentos polimérficos por iniciador, observados en al menos una entrada.
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La expresion de los marcadores RAPDs en las distintas entradas se
muestra en el anexo 4.4.1 en forma de una matriz de ¢ (columnas) x f (filas).
Esta matriz de doble entrada, contiene en sus columnas a las 20 entradas y en
las filas a los 687 marcadores de ADN. Cada marcador fue denominado por el
nombre del iniciador y un nimero. Cada casillero de la matriz representa el
estado presencia o ausencia codificado por 1 o 0 del caracter para una entrada,
respectivamente.

Ciertas bandas fueron comunes a todas las especies, mientras que al-
gunas bandas estuvieron presentes en unas y ausentes en otras. Las figuras
4.4.1y 4.4.2 muestran los patrones de amplificacién obtenidos para las 20 en-
tradas utilizando como ejemplo los inidiadores OPC12 y OPD13, respectiva-
mente.

Figura 4.4.1: Negativo de las bandas de RAPDs amplificadas con el iniciador
OPC12 en las 20 entradas de amaranto.

- A. cruentus A. mantegazzianus
- 1Don Guiem 14 G1/3b

2 Don Armando 15 Don Juan
3 G10/131 A caudatus

4 G14 16 G16/121
5G14/4 17 G16183/14
6 G6 18 G14/14a

7 G211 19 G16186/16
8 G6/19 20 G10/3

9 G6/2

A. hypochondriacus

10 G1

11 G1/3

12 Artasa

13 A/
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Figura 4.4.2: Negativo de las bandas de RAPDs amplificadas con el iniciador

OPD13 en las 20 entradas de amaranto.
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A. mantegazzianus

14 G1/3b

15 Don Juan

A caudatus

16 G16/12l

17 G16183/14

18 G14/14a

19 G16186/16

20 G10/3

Kb: Marcador de
Peso Molecular
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El 55,75% de los productos de amplificacién fueron compartidos entre

las cuatro especies. De acuerdo a los porcentajes de marcadores moleculares

compartidos entre pares de especies, las entradas aqui analizadas de A. man-

tegazzianus y las de A. caudatus demostraron ser genéticamente las mas si-

milares con un 62,15% de fragmentos de igual peso molecular. Mientras que

para el resto de las comparaciones entre pares de especies un 30 a 40% de los

marcadores RAPDs fueron de igual peso molecular.

Con diferentes grupos de iniciadores fue posible determinar fragmentos

inter-especificos unicos (Fig. 4.4.3). En la muestra analizada el polimorfismo

intra-especifico fue menor, siendo el porcentaje de productos monomorficos
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dentro de: A cruentus 98,13%, en A. hypochondriacus 83,61%, en A. mante-
gazzianus 99,72% y en A. caudatus 85,12%.

Figura 4.4.3: Negativo de los patrones de RAPDs obtenidos con distintos ini-
ciadores en una entrada de cada especie.

1 SR vdd g b 12 3R
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e — — Sl G — - I - p—
el I T — = - W = e
R . ; — e T
— —— -
- - ——
Iniciador:
OPA18 oPB18 OPAO3 oPB17

1- Entrada de A. cruentus, 2- Entrada de A. hypochondriacus,
3- Entrada de A. caudatus, 4- Entrada de A. mantegazzianus.
Kb: Marcador de Peso Molecular.

Al aplicar los coeficientes de asociacion de Neiy Li y el de Jaccard, con
el programa NTSYS-pc 2.0 (Rohlf, 1998) a la matriz basica detallada en el ane-
x0 4.4.1 se generaron nuevas matrices triangulares llamadas de similitud (figu-
ras 4.4.4y 4.4.5). El valor de la diagonal principal de esta matriz corresponde a
la comparacién de cada entrada consigo misma, por lo que equivale entonces

al maximo valor de similitud 1.

En la extensa bibliografia de estudio para la caracterizacion de cultivares
vegetales se utilizan indistintamente ambos indices con datos provenientes de
RAPDs, AFLPs, RFLPs e isoenzimas (Bhat et al., 1994; Fjellstrom y Parffit,
1994; Harris, 1995; Kongkiatngam et al., 1995; Nicese et al., 1998; Paran et al.,
1998; Sun et al., 1998; Wilkie et al., 1993).
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Los indices de Nei & Li y de Jaccard, se diferencian porque el primero le
otorga un peso doble a la posibilidad de que ambas entradas presenten al ca-
racter comparado. Por ello, ha sido sugerido (Link et al., 1995; Piepho y Laidig,
1997) que es mas apropiado utilizar para datos de RFLPs e isoenzimas el indi-
ce de Nei y Li, mientras que para caracteres de RAPDs y AFLPs el indice de
Jaccard. La razén descripta por Piepho y Laidig (1997), es que los marcadores
RAPDs y AFLPs al ser en su mayoria dominantes determinan la presencia o
ausencia de una banda en cierta posicion, correspondiendo usualmente cada
posicién de banda a un locus. En cambio, los marcadores RFLPs e isoenzimas
por ser codominantes producen fragmentos de tamafos variables dados por
diferentes alelos. Para dos cultivares que difieren en la constitucién genética de
un locus marcador, los alelos producen dos fragmentos, difiriendo en la posi-
cion que toman en el gel. En cambio, si los dos genotipos son idénticos para
dicho locus al ser analizados con marcadores codominantes, los dos alelos se
manifestaran con sélo una banda en el gel, siendo conveniente darle en este

caso un peso doble como lo expresa el indice de Nei y Li.
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Figura 4.4.4: Matriz de similitud, obtenida tras la aplicacién del coeficiente de

asociacion de Jaccard a las 20 entradas, utilizando caracteres RAPDs.

® 9 O 00 ® © U O 060 PO O O O O O
0233832 3% 7258353 % 3 3
"3 g © 3 3 ° g5 % 8
H »

G14/4 1

D.Guiem .989 1

G6/2 .984 9941

G14 1992 992 9921

G2/1 .984 994 1 .992 1

G10/131 .986 .997 .992 .989 992 1

G6/19 986 .997 .992 .989 .992 1 1

D.Arm 986 .997 .997 .994 .997 .994 994 1

G6 .978 .989 .989 .986 .989 .992 .992 .992 1

G1 .497 .502 .503 .501 .503 .500 .500 .504 .506 1

G6/1 494 499 .500 .498 .500 .497 .497 .501 .503 .838 1

G1/3 487 .492 493 .491 .493 .490 .490 .494 .496 .936 .856 1

Artasa .479 .484 485 483 .485 .485 .485 .486 485 .836 .913 .859 1

D.Juan .379 .383 .382 .380 .382 .382 .382 .383 .379 .466 .463 474 4851

G1/3b  .378 .382 .381 .379 .381 .380 .380 .382 .378 .465 .465 .470 .477 .989 1

G16183 .415.419 .417 .416 417 417 .417 .418 415 543 553 .546 .550 .577 .583 1

G14/14a .413 .417 .416 .414 416 416 416 .417 .413 .551 .568 .557 .568 .586 .592 .892 1

G16/121 406 .411 .409 .407 .409 .409 .409 .410 .406 .538 .565 .558 .565 .556 .562 .873 .909 1
G16186 .408 .412 .410 .408 .410 .410 .410 .411 .408 .538 .548 .543 .544 .578 .584 968 .892 .869 1

€019

G10/3 407 .411 .410 .408 .410 .409 .409 .410 .407 .537 .546 .542 .543 .577 .583 .960 .895 .87 .99 1
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Figura 4.4.5: Matriz de similitud, obtenida tras la aplicacién del coeficiente de
asociacion de Nei y Li a las 20 entradas, utilizando caracteres RAPDs.

& U O 60 ® O OO 6 666 FPPU O 6 606 O OO
2 ®© 3 238 3 2 »° 2 283 88 3 3 &2 3 3o
T s © F H - B - B
S [0)]

G14/4 1

D.Guiem .994 1

G6/2 .992 997 1

G14 1996 .996 .996 1

G2/1 1992 .997 1 .996 1

G10/131 .993 .999 .996 .994 996 1

G6/19  .993.999 996 .994 9961 1

D.Arm. .993 .999 .999 997 999 997 997 1

G6 1989 .994 .994 .993 .994 .996 .996 .996 1

G1 664 669 .669 .668 .669 .667 .667 .670 6721

G6/1 661 .666 .667 .665 .667 .664 .664 .668 .669 .912 1

G173 .655 .659 .660 .658 .660 .657 .657 .661 .663 .967 .923 1

Artasa 647 .652 .653 .651 .653 .653 .653 .654 .653 .911 .955 .924 1

D.Juan .550 .554 .553 .551 .553 .552 .552 .554 .550 .636 .633 .643 .653 1

G1/3b  .549 .553 .552 .550 .552 .551 .551 .552 .549 .635 .635 .640 .646 .994 1

G16183 .586 .591 .589 .587 .589 .589 .589 .590 .586 .704 .712 .706 .709 .732 .737 1

G14/14a .585 .589 .587 .585 .587 .587 .587 .588 .585 .710 .724 .715 .724 .739 .744 943 1

G16/12 .578 .582 .581 .579 .581 .580 .580 .582 .578 .700 .722 .716 .722 .714 .719 .932 .953 1
G16186 .579 .584 .582 .580 .582 .582 .582 .583 .579 .699 .708 .704 .705 .733 .738 .984 .943 .93 1
G10/3 578 .583 .581 .579 .581 .581 .581 .582 .578 .698 .707 .703 .704 .732 .737 .980 .945 .93 .99 1

Para determinar el grado de correspondencia entre los valores de simili-
tud estimados con uno u otro de los coeficientes de asociacion, las matrices
generadas fueron comparadas entre si por el coeficiente de correlaciéon pro-
ducto-momento de Pearson. Este determind que ambas matrices estan alta-
mente correlacionadas (r = 0,997).

Particularmente el analisis estadistico de los perfiles de marcadores de
proteinas y de ADN pertenecientes a distintos materiales, consiste usualmente
en tres pasos: el primero de ellos corresponde a la clasificacion de los perfiles,
el segundo al calculo de las distancias genéticas entre los materiales y el terce-
ro al resumen de las relaciones genéticas como por ejemplo un fenograma
(Piepho y Laidig, 1997).
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Como se puede observar en las figuras 4.4.4 y 4.4.5 |las matrices de si-
militud expresan la asociacién entre pares de genotipos, siendo esta informa-
cion insuficiente para expresar las relaciones entre la totalidad de las entradas.
Existe una gran cantidad de técnicas que sintetizan la informacién contenida en
la matriz de similitud, permitiendo establecer las relaciones entre el total de las
entradas. Estas técnicas llamadas de agrupamiento, permiten formar grupos de
entradas que se ensamblan de acuerdo al valor de asociacién obtenido en la

matriz de similitud propiamente dicha.

Las técnicas de agrupamientos mas usadas son llamadas del "grupo
par" (Crisci y Lopez Armengol, 1983), en las cuales en cada etapa de agrupa-
miento se establece una nueva asociacién entre dos miembros, incorporando
una nueva entrada a un nucleo o grupo, o grupo de entradas a un grupo ya
formado en una etapa anterior. Un nucleo esta integrado por dos entradas y un
grupo es un conjunto de mas de dos entradas. Todas estas técnicas examinan
la matriz de similitud y luego de descartar la diagonal principal, que correspon-
de a la comparacién de cada entrada consigo misma, identifican a las entradas
que comparten el maximo coeficiente de similitud agrupandoias en un nucleo.
Luego de este primer paso que es comun a todas las técnicas de agrupamiento
del "grupo par", en este trabajo se eligié la técnica de ligamiento promedio no
ponderado. Esta técnica considera que en los pasos siguientes el candidato a
incorporarse toma un valor de similitud promedio resultante de su propio valor
de similitud y el de los integrantes del nlcleo o grupo anterior. La mas utilizada
es la media aritmética no ponderada (UPGMA, unweighted pair-group method
using arithmetic averages).

A partir del primer paso de agrupamiento se genera una matriz derivada,
esta matriz se diferencia de la matriz de similitud propiamente dicha, porque las
dos entradas que formaron un nucleo por compartir el mayor coeficiente de si-
militud son consideradas como una unidad en el siguiente paso, con respecto
al resto de las entradas. Es asi que, al comparar la matriz de similitud y la deri-

vada esta presenta una fila y columna menos. A continuaciéon se generaran
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paso a paso nuevas matrices derivadas de menor tamafio hasta que finaimente

todos los nucleos o grupos de entradas sean contenidos en uno solo.

La representacion grafica de los agrupamientos obtenidos se realizé
mediante una estructura arborescente o también llamado fenograma (figuras
446y44.7). Debajo de cada grafico se muestra una escala (0 - 1) con rangos
de valores intermedios, para facilitar el calculo de los valores de asociacién. La
proyeccion a la escala de los ejes verticales del arbol expresa el valor de aso-
ciacion entre los distintos nucleos o grupos de entradas. El grafico permite re-
sumir en una imagen bidimensional a los distintos agrupamientos logrados en

cada una de las matrices derivadas.

Figura 4.4.6: Fenograma obtenido por la técnica de agrupamiento UPGMA pa-
ra los marcadores RAPDs y el coeficiente de Jaccard.

G14/4
G14
D.Guiem
G10/13l

G6/19 A. cruentus
G6/2

G2/

D.Arm

G6

A. hypochondriacus

r D.Juan /} A. mantegazzianus
4

G16183
—' £G16186/16
G10/3 A. caudatus

G14/14a
_I:G16/12I

0.44 0.48 0.53 0.58 0.62 0.67 0.72 0.77 0.81 0.86 0.91 0.95 1.00
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Figura 4.4.7: Fenograma obtenido por la técnica de agrupamiento UPGMA pa-
ra los marcadores RAPDs y el coeficiente de Nei & Li.

G14/4 \
G14

D.Guiem
G10/13} >
G6/19

G6/2
G2/1
D.Arm

A. cruentus

G1
—i= G1/3 A. hypochondriacus

r D.Juan } A. mantegazzianus

G16183/14
| iG16186/16
G10/3
G14/14a A. caudatus

G16/12l
0.44 0.49 0.53 0.58 0.63 0.67 0.72 0.77 0.8t 0.86 0.91 0.95 1.00

El coeficiente de correlacién cofenético (c.c.c.) fue calculado para cada
fenograma. Este coeficiente establece el grado de distorsién con el que un fe-
nograma, matriz vector, representa a las distancias genéticas contenidas en la
matriz de similitud propiamente dicha. Esta distorsion surge al realizar con las
relaciones de asociacion de la matriz de similitud una representaciéon grafica
bidimensional. Para ello, primero se transforma a la matriz vector (fenograma)
en una nueva matriz de similitud llamada matriz cofenética, la cual es simétrica
a la matriz de similitud propiamente dicha. Luego con el coeficiente de correla-
cion producto-momento de Pearson se compara la matriz de similitud y la ma-
triz cofenética. El valor de c.c.c. = 0,988 fue para la matriz de similitud lograda
con el indice de Jaccard y la matriz cofenética que representa al fenograma de
la figura 4.4.6 y el c.c.c. = 0,978 fue obtenido para la matriz de similitud calcu-
lada con el indice de Nei & Li y la matriz cofenética del fenograma de la figura
447, respectivamente. También se estimé la correlacién entre las matrices

cofenéticas derivadas de ambos fenogramas. Al igual que lo ocurrido con las
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matrices de similitud de ambos coeficientes de asociacion, los fenogramas es-

tuvieron también altamente correlacionados (r = 0,998).

El coeficiente de correlacion cofenético es una medida de distorsién in-
terna de la técnica. Se ha demostrado empiricamente que los valores superio-
res a 0,8 indican una buena representaciéon de la matriz de similitud por el fe-
nograma y, en general ,que los fenogramas obtenidos por la técnica UPGMA
presentan la menor distorsién porque establecen los agrupamientos en funcion
del promedio de los coeficientes de similitud alcanzado por las entradas que
integran al grupo (Crisci y Lopez Armengol, 1983). Los valores de c.c.c. gene-
ralmente oscilan entre 0,6 y 0,95, por lo que los coeficientes de correlacién ob-
tenidos entre cada fenograma y la respectiva matriz de similitud indican un muy

buen ajuste del grafico respecto a los coeficientes de asociacién originales.

Para la elaboracién del fenograma, el programa NTSYS permite trabajar
con la opciéon FIND. Esta opcion otorga la posibilidad de que con los valores
contenidos en una matriz de similitud obtener hasta 25 graficos diferentes. Esto
es debido a las diferentes posibilidades con que se pueden aglomerar las en-
tradas, especialmente cuando muchas comparten valores de asociacidon simila-
res. En el caso de obtener varios agrupamientos o graficos para un mismo
conjunto de entradas, se elige aquel fenograma que obtenga el mayor valor de
c.c.c ya que representaria la menor distorsién. En este caso en particular al
trabajar con la opcién FIND sélo se obtuvo un arbol resultante para cada una
de las matrices de similitud.

En las dos estructuras arborescentes (Figs. 4.4.6 y 4.4.7) se puede ob-
servar que la mayor similitud se estableci6é entre los genotipos de la especie A.
cruentus (0,98-1). Los genotipos de A. hypochondriacus presentaron un rango
de asociacién entre 0,84 y 0,96, en A. mantegazzianus los dos genotipos anali-
zados obtuvieron un valor de similitud genética de 0,99. Finalmente en A. cau-
datus los genotipos alcanzaron un rango de similitud entre 0,87 y 0,99. Las

asociaciones estabiecidas entre estas 20 entradas de amarantos, estan direc-
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tamente relacionadas con los porcentajes de productos monomoédrficos intra-
especie, hallados previamente. Particularmente en A. hypochondriacus y en A.
caudatus los valores de fragmentos monomérficos fueron los menores, alrede-
dor del 80%. Esto se refleja en ambos dendrogramas al observar que las en-
tradas que corresponden a cada una de estas dos especies comparten una
menor similitud genética, comparadas con las lineas de las especies A. cruen-
tus y A. mantegazzianus aunque en esta Ultima sélo se consideraron dos en-

tradas.

4.5 - Fingerprinting con marcadores RAPDSs:

De los 687 loci observados 98 sélo estuvieron presentes en los materia-
les de A. cruentus, 83 en los genotipos de la especie A. hypochondriacus, por
otra parte en A. mantegazzianus fueron 57; y 64 los marcadores que sélo com-

partieron las lineas experimentales de A. caudatus.

En el analisis previo se utiliz6 el total de marcadores de RAPDs logrados
en estos materiales para establecer la similitud genética entre ellos. Ahora los
302 marcadores especie-especificos se emplearon para corroborar el agrupa-
miento de los genotipos, en funcién de la especie de amaranto granifero a la
cual pertenecen, con el realizado previamente por caracteres morfoldgicos (ver
3.1). Los loci especie-especificos corresponden al 43,9% del total de los ca-
racteres desarrollados por la técnica de RAPD. Para la seleccion de estos loci
se considerd la presencia del caracter en al menos una de las entradas de ca-
da especie con ausencia del caracter en las entradas de las restantes espe-

cies.

Se construyd una matriz basica de datos de 302 caracteres para calcular
mediante el coeficiente de asociacién de Jaccard la matriz de similitud entre
genotipos. Luego, esta segunda matriz fue doblemente centrada para realizar

el analisis de ordenamiento de coordenadas principales con el programa

84




NTSYS-pc 2.0. Este método de ordenamiento, empleado para variables cuali-
tativas, centra a los genotipos en una nube de puntos mas o menos conceéntrica
preservando las relaciones de similitud establecidas entre ellos. La figura 4.5.1
corresponde a la representacion bidimensional del ordenamiento de las entra-

das en funcién de un centro.

Figura 4.5.1: Ordenamiento de las entradas en funcién de los marcadores es-
pecie-especificos.

0.8
s G16186/1
. G10/316/12
5 G14/185::..
G2/1
7 o o, G6 G6/ 2
] S ctor3 ¥ 14
2 -0.16 P G14 D.Arm
] G1 bJuan D.Guiem
055 S
T G1/3 651
i Artasa
'1 0 1 1 1 1 | 1 1 I I | 1 1 I 1 '| I I 1] 1
-1.00 -0.55 -0.10 0.35 0.80
1
A. cruentus ® A. caudatus
A. hypochon- o A. mantegazzianus
driacus

El agrupamiento de las entradas, segun se observa en la figura 4.5.1,
permite demostrar que la cantidad de fingerprintings Unicos para cada especie
determinada por la técnica de RAPD, establecié grupos claramente definidos
con estas 20 entradas y que estos grupos a su vez, se corresponden con las

especies a las que fueron designados previamente estos materiales con ca-
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racteres morfolégicos. Estos resultados demuestran la utilidad de estos marca-
dores moleculares para ser empleados como complemento de la informacién
morfolégica para la identificaciéon y descripciéon de materiales de amarantos. El
analisis de coordenadas principales preserva las distancias desde el origen
porque sittia a las entradas en un espacio factorial reducido, preservando entre
ellas las relaciones de similitud, descriptas previamente en este caso por una
medida de asociacion. Por lo que este grafico es la mejor expresién posible de

las asociaciones de estas entradas en un espacio reducido.

En el cuadro 4.5.1 se detalla el nUmero de marcadores RAPDs de pre-
sencia unica determinados a nivel intra-especifico, los que podran emplearse

como patrones de fingerprintings de las lineas experimentales o cultivares.

Cuadro 4.5.1: RAPDs entrada-especificos que identifican a algunas de las 20
entradas de amaranto.

Entrada Marcador RAPD

G14/4(L)  OPAD3(1),OPAO3(2)
Don Guiem (ev) -
L S e
A L) T
G2 (L) T
GAOMBI (L)
GO (L) T
Don Armando (cv) -
OB (L) T
G1(L) ... OPA12(6);, OPD20(16), OPAS(8), OPD10(7); OPA1(11)
G6/1(L) . OPAD8(10), OPAO8(11); OPA18(16), OPA10(15)
G133 (L) ... OPA15(7), OPC14(13), OPD12(4), OPD10(17)
Artasa(cv) ¢ OPA12(9); OPA1(13), OPD10(12) ...
DonJuan(cv) - T
G Bb (L)
G16183/14(L) ~ OPD20(25) .
Gl4/14a (L) OPAOB(17)
G16/121 (L) OPC02(9);, OPC15(5);, OPC14(25), OPC14(26)
G16186/M6 (L)
G10/3 (L) OPD08(14)

( ) Numero otorgado a la banda segun su posicion relativa en el gel desde el
anodo. ---- Ausencia de un marcador entrada-especifico.
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Todos los marcadores especificos de RAPDs hallados en estas 20 en-

tradas corresponden a la presencia de un fragmento amplificado en un genoti-

po y a la ausencia del mismo en los 19 restantes. Como se puede apreciar en

el cuadro 4.5.1 no todas las entradas presentaron marcadores especificos en-

tre los 687 caracteres RAPDs. De los cuatro cultivares analizados, sélo Artasa

presentd tres marcadores cultivar-especificos y entre las lineas experimentales,

ocho fueron identificadas con polimorfismos uUnicos. El desarrollo de marcado-

res genéticos cultivar-especificos es importante en la identificacion de los culti-

vares, en la proteccion de la propiedad de los mejoradores y para la determina-

cion de la pureza varietal (Yang y Quiros, 1993).

Cuadro 4.5.2: Fingerprintings establecidos con 16 marcadores RAPDs para las
20 entradas analizadas.

A. cruentus

A. hypochon-

dniacus

A. mante-

gazzian

us

A. caudatus

Marcador
OPC20/6
OPD15/13
OPA03/1
OPB20/4
OPB20/7
OPB13/4
OPA15/7
OPA8/10
OPA12/6
OPA12/9
OPD10/18
OPC20/12
OPD15/11
OPC15/5
OPD8/14
oPB15/1

171413
weins'q

+
+

c/I99

LI

+ 4+ ¢

14 23]
LZO
I€LI0LD

+ +

+ +

+
+

61/99
‘uy'g

+

+ 4+

0.0
o =

+ + 1

199
e/LO
eseyy
“uenra

+ 4

e
£€81919

EPLIVIO
IZLI8LO
981919

€019

+ +

(+) Presencia del fragmento amplificado, (-) Ausencia.
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En el cuadro 4.5.2 se establecieron patrones de fingerprintings que iden-
tifican a las distintas entradas de amarantos. Con el empleo de 16 marcadores
RAPDs de diferente nivel de especificidad se pudieron establecer patrones uni-
cos para 16 entradas. Las lineas experimentales G10/13} y G6/19 no se pudie-
ron diferenciar entre si, como tampoco lo hicieron las lineas G6/2 y G2/1, por

alguna combinacion de estos marcadores genéticos.

Con el fin de estimar la capacidad de los diferentes iniciadores de
RAPDs para detectar variabilidad genética en las entradas de amaranto anali-

zadas, se caicularon los PICs para cada uno de ellos (Cuadro 4.5.3).

Cuadro 4.5.3: indices de contenido polimérfico promedio para los iniciadores
RAPDs.

Oligo PIC Oligo PIC  Oligo PIC  ©Oligo PIC

OPA010,306 OPA20 0,143 OPC02 0,159 OPDO01 0,30
OPA03 0,285 OPB05 0,324 OPC04 0,316 OPD05 0
OPA04 0,169 OPB06 0,248 OPCO05 0,222 OPDO7 0,132
OPA05 0 OPB10 0,316 OPC06 0 'OPD08 0,339
OPA08 0,341 oPB12 0,29 OPC08 0,34 OPD10 0,354
OPA09 0,374 OPB13 0,311 OPC10 0,272 ©OPD12 0,114
OPA100364 ©OPB14 0201 ©OPC12 0,305 ©OPD13 0,216
OPA120,158 OPB15 0,249 OPC13 0,422 OPD14 0,036
OPA13 0,214 OPB17 0,362 OPC14 0,244 OPD15 0,252
OPA140,308 OPB18 0,384 OPC15 0,154 OPD18 0,251
OPA150,354 OPB19 0,324 OPC18 0,284 ©OPD20 0,215
OPA180,274 OPB20 0,247 ©OPC19 0 :
OPA190,204 OPCO1 0,37 OPC20 0,30

Para comparar el grado de polimorfismo de los iniciadores RAPDs con
respecto al nUumero de bandas totales, se realizé un promedio de los PICs
agrupando los iniciadores que otorgaron un numero de bandas <5, <10, <15,
<20, <25y <30 (Cuadro 4.5 .4).
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Cuadro 4.5.4: indices de contenido polimérfico promedio para grupos de ini-
ciadores RAPDs de acuerdo al numero de bandas totales.

N° de bandas totales PIC

<5 0,0727 (0,0689)
<10 0,2331 (0,1345)
<15 0,2722 (0,078)
<20 0,2987 (0,052)
<25 0,289 (0,073)
<30 0,244 (0,03)

(Desvio estandar).

Los indices de polimorfismo promedio ascendieron desde los iniciadores
que otorgaron 5 bandas totales hasta aquellos con 20. De acuerdo a estos re-
sultados se puede considerar que los iniciadores mas informativos para detec-
tar variabilidad en estas entradas de amaranto fueron aquellos que otorgaron

un numero de bandas totales superior a 10.

4.6 - Reaccion de amplificacion de AFLPs:

La puesta a punto de la reaccién de AFLP se realiz6 directamente con la
mezcla de ADN de las cinco plantas individuales para cada entrada. Los ADNs
extraidos de estas plantas habian sido previamente evaluados en calidad en
las reacciones de RAPDs.

En este caso se siguié el protocolo descripto por Vos et al. (1995) con
minimas modificaciones.

Primero, a partir de la reaccion de ligacién se realizaron dos reacciones

de PCR +1 de manera independiente, empleando un par de iniciadores y dos
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entradas de amaranto. Los patrones de bandas observados en el gel de polia-
crilamida fueron idénticos (figura 4.6.1). Posteriormente, se realiz6 un experi-
mento factorial en la PCR +3 contemplando distintas diluciones de la PCR +1y
distintas concentraciones de la enzima Tag ADN polimerasa. Se emplearon
0,5, 1, 2, 3, y 4 yl de una dilucién 1:10 de la PCR +1 (pre-amplificacién) y 0,2,
0,3y 0,4 ul de la enzima ADN polimerasa (5 U/pl). Se logré en todas las com-
binaciones probadas de enzima y PCR +1, con un par de iniciadores y un ADN,
el mismo patrén de bandas, lo cual demuestra la reproducibilidad de la técnica
y brinda Ila seguridad de obtener patrones de bandas confiables, para concen-
traciones de PCR +1 que varian en un factor de 3,5 manteniendo estas condi-

ciones de trabajo.

Figura 4.6.1: Patrones de AFLP de dos reacciones de PCR +1 independientes.
a b a b a b a

a y b corresponden a amplificaciones
obtenidas de cada PCR+1.
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4.7 - Variacion inter-poblacional de los marcadores AFLPs:

La estimacion de las distancias genéticas entre las 20 entradas también
se realizé empleando los marcadores AFLPs. Con la finalidad de comparar la
sensibilidad de ambas técnicas para caracterizar a estos materiales de ama-
ranto, se decidié utilizar un niumero de marcadores similares de RAPDs vy
AFLPs.

Los marcadores AFLPs se separan en geles de poliacrilamida en condi-
ciones tales que la electroforesis de las dos cadenas de ADN para cada frag-
mento amplificado migren separadas, mientras que los marcadores RAPDs se
identifican en geles de agarosa en donde las dos cadenas de ADN pertene-
cientes a la misma banda migran juntas. Sin embargo, cuando son elevados los
niveles de heterocigosis y complejos los patrones de AFLPs la asignacién de
los alelos a un locus, puede ser dificultosa sin el conocimiento del pedigri (Karp
y Edwards, 1995). Como se desconoce la secuencia de los fragmentos de
AFLP amplificados, no se puede determinar a priori si dos bandas de peso
molecular muy parecido corresponden a las dos cadenas de ADN complemen-
tarias de un mismo locus o, si corresponden a dos loci diferentes. Debido a
esto se decidié utilizar en AFLPs el doble de caracteres que los obtenidos en
RAPDs para comparar la informacién resultante por estos dos tipos de marca-
dores. De esta manera se obtuvieron para este andlisis 1394 bandas AFLPs.
Las combinaciones de iniciadores EcoR | y Mse | con la secuencia de nucleoéti-
dos y el nimero de marcadores obtenidos por cada par se detallan en el cua-
dro 4.7.1.
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Cuadro 4.7.1: Cédigo, secuencia y numero de bandas obtenidas con los pares
de iniciadores EcoR |y Mse |.

Oligo EcoR I Oligo Mse ! N° de bandas

38 5 GACTGCGTACCAATTCACT 37 5 GATGAGTCCTGAGTAAACG 59 (37)
38 5 GATGAGTCCTGAGTAAACT 99 (48)
39 5 GATGAGTCCTGAGTAAAGA 42 (23)
40 5 GATGAGTCCTGAGTAAAGC ~ ------
41 5 GATGAGTCCTGAGTAAAGG  ------
42 5 GATGAGTCCTGAGTAAAGT 45 (25)
43 5 GATGAGTCCTGAGTAAATA 57 (32)
44 5 GATGAGTCCTGAGTAAATC 85 (62)
45 5 GATGAGTCCTGAGTAAATG 73 (47)
46 5 GATGAGTCCTGAGTAAATT 216 (167)

41 5GACTGCGTACCAATTCAGG 35 5 GATGAGTCCTGAGTAAACA 41 (20)
37 5 GATGAGTCCTGAGTAAACG 41 (27)
38 5 GATGAGTCCTGAGTAAACT 33 (27)
39 5 GATGAGTCCTGAGTAAAGA  ——----
40 5 GATGAGTCCTGAGTAAAGC 28 (12)
41 5 GATGAGTCCTGAGTAAAGG 26 (11)
42 5 GATGAGTCCTGAGTAAAGT 36 (25)
43 5 GATGAGTCCTGAGTAAATA 60 (41)
44 5 GATGAGTCCTGAGTAAATC 32 (14)
45 5 GATGAGTCCTGAGTAAATG 47 (35)
46 5 GATGAGTCCTGAGTAAATT 76 (39)

42 5GACTGCGTACCAATTCAGT 40 5 GATGAGTCCTGAGTAAAGC 76 (58)
41 5 GATGAGTCCTGAGTAAAGG 65 (36)
42 5 GATGAGTCCTGAGTAAAGT 75 (43)
43 5 GATGAGTCCTGAGTAAATA 82 (54)

Wos et al. (1995), () Nimero de fragmentos polimorficos por cada par de ini-
ciadores.

Tres pares de iniciadores lograron un numero pequefio de bandas (<10)
para marcadores AFLPs, por lo que se descartaron del analisis. Por lo tanto,
con 22 iniciadores se obtuvo la cantidad deseada de marcadores moleculares,
con un promedio de 63,4 bandas. En el cuadro 4.7.1, entre paréntesis, se enu-
meran las bandas que fueron polimérficas, en al menos una entrada, por cada
par de iniciadores. El porcentaje promedio de fragmentos polimérficos por ini-
ciador, logrados por esta técnica corresponde al 61,2%.

92



En el anexo 4.7.1 se encuentra la matriz basica de marcadores de
AFLPs. La misma contiene en sus columnas las 20 entradas y en las filas se
encuentran los caracteres, definidos en funcién del par de iniciadores EcoR | y
Mse | y el nimero de banda en el gel. Como se observa en la matriz basica un
total de 897 fragmentos fueron polimérficos en al menos una de las entradas,
los que suman el 64,3% de los marcadores AFLPs.

Los genotipos evaluados de A. hypochondriacus y A. caudatus, con es-
tos caracteres, son genéticamente los mas similares con un 60,76% de pro-
ductos con igual peso molecular. El resto de comparaciones entre pares de
especies otorgé una similitud genética en un rango de 40 a 55%. Finalmente, el
68,86% de los AFLPs correspondieron a marcadores compartidos por mas de

dos especies.

Al igual que lo observado con RAPDs, con diferentes grupos de iniciado-
res fue posible determinar fragmentos Unicos a nivel inter-especifico (Fig.
4.7.1), siendo menor el polimorfismo intra-especifico (Fig. 4.7.2). El porcentaje
de productos monomorficos estimado dentro de: A cruentus fue 92,78%, en A.
hypochondriacus 82,29%, en A. mantegazzianus fue de 96,28% y en A. cau-
datus 83,80%.
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Figura 4.7.1: Patrones de AFLPs obtenidos con distintos iniciadores en una

entrada de cada especie.

Kbh1234 123412341234 12341234

- — ===

L -

— — — — Y
Iniciadores: E38M37 E42M41 E42M42 E38M46 E42M43 E42M40

1 Entrada de A.cruentus, 2 Entrada de A. hypochondriacus,
3 Entrada de A. caudatus, 4 Entrada de A. mantegazzianus.
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Figura 4.7.2: Patrones de AFLPs logrados con la combinacién de los iniciado-
res EcoR 141y Mse | 43 en las 20 entradas de amaranto.
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2 Don Amando 15 Don Juan 11 G1/3
3 G10/13l A caudatus 12 Artasa
4 G14 16 G16/121 13 G6/1
5 G14/4 17 G16183/14 Kb: Marcador de
6 G6 18 G14/142 Peso Molecular
7 G211 19 G16186/16
8 G6/19 20 G10/3
9 G6/2
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Las relaciones genéticas con caracteres de AFLPs se calcularon de la

misma manera que para RAPDs. Las figuras 4.7.3 y 4.7.4 corresponden a las

matrices de similitud estimadas con el indice de Jaccard y Nei y Li respectiva-

mente.

Figura 4.7.3: Matriz de similitud, obtenida tras la aplicacién del coeficiente de

asociacion de Jaccard a las 20 entradas, utilizando caracteres AFLPs.

1439]
LZO

® O ©
3
G14/4 1
D.Guiem .984 1
G6/2  .962 .969 1
G14 .969 .980 .984 1
G211 979 .986 .969 .973 1
G10/131 .961
G6/19 971
D.Arm.
G6 974
G1 532
G6/1 538
G1/3 552
Artasa .554
D.Juan .529
G1/3b 523

G14/14a 542
G16/121 557

IEL/0LO

.954 960 .964 .959 1
.983 .970 .979 .980 .960 1
.983 .989 .965 .975 .987 957 .9791

.974 967 .976 .977 .961 .976 .980 1

532 .526 .528 .528 .525 .528 .530 .535 1
.540 .541 .541 .538 .541 .536 .540 .542 847 1
.551 .544 549 .547 549 .547 .548 .553 911 .873 1
.5656 .551 .552 .554 552 .552 .556 .558 .868 .901 .886 1
.531 .523 .526 .529 .525 .526 .528 .529 .642 .650 .662 .657 1

.525 .525 .525 .523 .524 .520 .522 .523 .635 .653 .650 .648 .963 1

G16183 .542 .546 .539 .541 .542 534 .540 .546 .545 773 .778 .781 .785 .715 .709 1

.544 538 .539 .541 .532 .539 .543 .543 .765 .779 .780 .783 .718 .710 .907 1

.557 553 .552 .555 552 .5651 .557 .560 .767 .797 .788 .795 .696 .692 .890 .910 1
G16186 .541 .545 537 .540 .541 532 .539 .543 .542 .764 .766 .774 .771 .703 .699 .937 .895 .874 1
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G10/3 .543 .547 .540 .542 543 535 .541 .544 544 .768 .765 .780 .770 .711 .703 .939 .880 .870 .950 1
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Figura 4.7.4: Matriz de similitud, obtenida tras la aplicacion del coeficiente de

asociacion
Q
§
G14/4 1
D.Guiem .992
G6/2 981
G14 984
G2/1 .989
G10/13t .980
G6/19 .985
D.Arm. .991
G6 987 .
G1 695
G6/1 .700
G113 11
Artasa .713
D.Juan .692
G1/3b 687
G16183 .703

G14/14a.703

de Nei y Li a las 20 entradas, utilizando caracteres AFLPs.
_OOG)OG)OOOOG)O);.OG)OG)G)OO
® & 3% 3 2 »°® = 25 & 3 2 2 » »o
3 @ > S F NS

S >
1
.984 1
.990.992 1

.993 .984 .986 1
.976 .979 .982 9791
.991 .985 .989 .990 .980 1

.995 .982 .987 .994 .978 .989 1
987 .983 .988 .988 980 .988 .990 1

.694 .690 .691 .691 .689 .691 .693 .697 1

.702 .702 .702 .700 .702 .698 .701 .703 917 1

.711.705 .709 .707 .709 .707 .708 .712 .954 .932 1
.715.710 .712 .713..712 .712 .715 .716 .929 .948 .940 1
.694 .687 .689 .692 .688 .689 .691 .692 .782 .788 .797 .793 1

.689 .689 .689 .687 .688 .684 .686 .687 .777 .790 .788 .786 .981 1
.706 .701 .702 .703 .696 .702 .706 .705 .872 .875 .877 .880 .834 .830 1
.705 .699 .701 .702 .695 .700 .704 .704 .867 .876 .876 .878 .836 .830 .951 1

G16/121 .716 .715 .712 .711 .713 .711 .711 .715 .718 .868 .887 .881 .886 .821 .818 .942 .953 1

G16186 .702 .

705 .699 .701 .702 .694 .701 .704 .703 .866 .867 .872 .871 .826 .823 .968 .945 .933 1

G10/3 .704 .707 .701 .703 .704 .697 .702 .705 .705 .868 .867 .877 .870 .831 .826 .969 .940 .930 .970 1

Los fenogramas de las figuras 4.7.5 y 4.7.6 representan el agrupamiento

de las 20 entradas tras aplicar la técnica UPGMA a ambas matrices de simili-

tud.
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Figura 4.7.5: Fenograma obtenido por la técnica de agrupamiento UPGMA pa-
ra los marcadores AFLPs y el coeficiente de Jaccard.

G14/4
D.Guiem
D.Arm.
G2/1
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A. cruentus
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0.440.490.530.580.63 0.670.72 0.77 0.81 0.86 0.91 0.95 1.00

Figura 4.7.6: Fenograma obtenido por la técnica de agrupamiento UPGMA pa-
ra los marcadores AFLPs y el coeficiente de Nei & Li.
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Al igual que en RAPDs la opcion FIND del programa NTSYS, otorgd un

soélo arbol para graficar las relaciones genéticas entre los materiales.

Posteriormente se transformaron las matrices vectores (fenograma) en
sus respectivas matrices cofenéticas. La matriz cofenética del fenograma de la
figura 4.7.5 y su respectiva matriz de similitud tomaron un valor de c.c.c. =
0,998. Lo mismo ocurrié para la matriz cofenética del fenograma de la figura
4.7.6 y la matriz de similitud obtenida por el indice de Nei y Li (c.c.c .= 0,997).
Las matrices de similitud de los dos indices determinaron un r = 0,998. Final-
mente la correlaciéon entre ambos fenogramas fue r = 0,998, sugiriendo una

muy buena correspondencia entre estos fenogramas.

Las similitudes genéticas, establecidas por los marcadores AFLPs entre
los genotipos analizados de A. cruentus establecieron un rango de 0,96 a 0,99.
Un rango de asociaciéon de 0,85 a 0,95 para las entradas de A. hypochondria-
cus, 0,97 fue la similitud de los genotipos de A. mantegazzianus y en A. cau-
datus el rango fue de 0,87 a 0,96. Al igual que lo ocurrido anteriormente con
marcadores RAPDs (ver 4.4), las asociaciones genéticas entre estas entradas
estuvieron directamente relacionadas con el porcentaje de bandas polimérficas
halladas para cada especie. Los genotipos pertenecientes a la especie A.
hypochondriacus y a A. caudatus, los que presentaron alrededor de un 20% de
loci polimérficos en AFLPs, también son los que presentaron entre si un rango

mas variable de asociacion.

4.8 - Fingerprinting con marcadores AFLPs:

Con estos marcadores el nimero de bandas presentes sélo en los geno-
tipos de la especie A. cruentus fue 221, 82 marcadores amplificaron sélo en las
entradas de A. hypochondriacus, 66 para los dos genotipos de A. mante-

gazzianus y finaimente 70 en A. caudatus.
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Los 439 marcadores especie-especificos se cargaron en una matriz ba-
sica para establecer la similitud de las entradas por el coeficiente de Jaccard.
Luego, la matriz de similitud fue doblemente centrada para realizar el andlisis
de ordenamiento de estas entradas, por estos marcadores genéticos, tras la

aplicacion de la técnica de coordenadas principales (figura 4.8.1).

Figura 4.8.1: Ordenamiento de las entradas en funciéon de los marcadores es-
pecie-especificos.

0.
v G16183/14 G16186/16
] G10/:’?Q14/14a

0. 21

RN Glo3y, oo
3 T 3619 ]

2 -0.16- P G14/4 D.Guieft

'0-55: Artas-%:g{G1/3

-1. 1T 1 T 1 17 1. 1T 1 1171 ] 1T
-1.00 -0.55 -0.10 0.35 0.80
o A. cruentus 1. A. caudatus
@® A hypochondriacus @ A mantegazzianus

En este grafico las relaciones entre las entradas se establecen segun la
posicidn que ocupan en un espacio reducido, donde a diferencia de la técnica
de agrupamiento no se establecen limites por trazos. Aqui cuanto mas cerca se
disponen las entradas mas relacionadas estan. Los marcadores especie-
especificos de AFLPs al igual que los marcadores RAPDs (ver 4.5) determina-
ron que las entradas de las especies A. cruentus, A. hypochondriacus y A. cau-
datus se agruparan de manera definida en cuadrantes diferentes del grafico de
coordenadas principales. Por otra parte las entradas de A. mantegazzianus
aunque integraron un grupo independiente al resto de las especies en los dos

100



graficos no lo hicieron de manera tan definida como el resto de las entradas.

Quiza esto se deba a que sélo fueron incluidas dos entradas de esta especie.

En el cuadro 4.8.1 se encuentran los marcadores AFLPs que sélo se

presentaron en una de las 20 entradas.

Cuadro 4.8.1: AFLPs entrada-especificos que identifican a algunas de las 20
entradas de amaranto.

Entrada Marcador AFLP
G4 ). 3846(34)
Don Guiem (cv) -
Ger () . 38-46(209),38-37(21),41-38(17)
A (L) T
G2M () . 41-40(14),38-46(137) .
G10/13I(L) . 38-46(191), 38-37(16),38-37(18)
Gemnow) ... 3837374241200
Don Ammando (cv) 414510y
OB (L) T
4138(23); 41-38(24); 41-42(23); 38-44(66). 38-44(67):
G1(L) 38-44(68); 38-39(6); 38-39(8), 38-46(72), 38-46(73);

38-46(74); 38-46(75); 38-46(109); 38-46(141); 38-46(142);
38-46(143); 38-46(158); 38-46(161); 38-46(167),38-46(168);

G6/1 (L) 41-38(30); 41-35(3); 41-35(4); 41-35(5); 41-45(12);
41-45(14); 41-45(29); 41-43(25); 42-43(79); 38-44(39);
38-44(70); 38-44(71): 38-44(72): 38-44(74); 38-44(75);

GAB (L) T4 45(13); 41-45(33); 41-37(14); 41-38(6); 41-38(14)
Artasa(cv)  41-43(15); 41-37(12); 41-37(20); 38-39(7); 38-46(180)
Don Juan (ov) | 38-45(57); 38-45(59),42-406) T
G1/3b (L) 41-45(5); 41-37(18); 38-38(1); 38-38(4); 38-46(212);
. 42-40(31); 42-40(33); 42-40(34),42-4035)
G16783/14 (L) 41-42(29); 41-45(8); 38-37(38); 38-37(51); 41-35(23)
Gla14a () 41-42(20); 38-39(9); 38-46(100); 38-46(129); 41-38(19);
M)
GT§/121 (L) T 49-42(13); 38-43(26); 38-43(53); 38-46(119); 38-46(120)
G16186/16 (L) 41-38(21); 38-46(144); 38-46(145)
G10/3 (L) 41-38(1)

Cada marcador fue denominado por un primer nimero que corresponde al
iniciador EcoR | y seguido por un guién el numero del iniciador Mse 1. (') Nu-
mero otorgado a la banda segun su posicién relativa en el gel desde el anodo.
-~ Ausencia de un marcador entrada-especifico.
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Los marcadores 38-46(72), 38-46(73), 38-46(109), 38-46(141), 38-
46(142), 38-46(161), 38-46(167), 38-46(168), 38-46(169), 42-40(45), 42-43(18)
y 38-44(66) especificos de la linea experimental G1 se deben a la ausencia de
fragmento amplificado de la misma contra la presencia en las otras 19 entra-
das. Lo mismo ocurre para la linea experimental G6/1 con los marcadores 38-
44(71) y 38-44(75), en la linea G1/3b con los fragmentos 41-45(5) y 41-37(18) y
en la linea G16186/16 con las bandas 38-46(144) y 38-46(145). Los restantes
80 marcadores AFLPs especificos a nivel especie, encontrados en el total de
1394 marcadores evaluados, se deben a la amplificacién del fragmento en la
entrada identificada en el cuadro 4.7.1 y a la ausencia del mismo en el resto.

A diferencia de lo sucedido en RAPDs en donde solo nueve entradas
poseian bandas especificas (Cuadro 4.5.1) aqui con el grupo de caracteres de
AFLPs se encontraron bandas especificas para 17 de las entradas de ama-

rantos graniferos probadas.

En el cuadro 4.8.2 se emplearon la misma cantidad de marcadores
AFLPs que en el cuadro 4.5.2 de caracteres RAPDs. En este caso las 20 en-
tradas fueron identificadas por un patrén Unico descripto por la combinacién de

varios loci.
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Cuadro 4.8.2: Fingerprintings establecidos con 16 marcadores AFLPs para las
20 entradas analizadas.

A. cruentus A. hypochon- A. mante- A. caudatus
driacus gazzianus

20 2@ 909 UQIQ 98 2VQR @ 2QQ
$2 8> 333 377 S5 gicg2 & 2as
& e® 3 | s S X pg”

3 B T g 8 =8

Marcador h =
41-4014 - - - - + - = - 2l a2 - o ala s2ie - - = -
41-45/6 - - - S L R
38-46/191 - - - - = # = - 2l e 2 = 2l - ale o a4 = =
38-43/143 - - # - =~ - = . sl s s - 4l = =le e - = =
42-41/20 - - - - - = = =le = e aie =ia - - -
38-46/135 - - + + -~ - - - I L - - -
38-46/126 + - - - =~ # - - -1« - - - == - - -
414510 =~ = = - « = o« # =l e 2 = aia =la = = -
42-43/38 - - - 2 « # = =« Fi - e =2 wei= ai=s =& = = =
41-37/120 - - = « = - - = =i - = = - aim = = e oA
41-38/1 = = = = = =2 e = ele s = ela mle = = =%
41-38/6 - = e = = = e ele - =i= mie = = e .
41-38/23 - = - = & = - ai® e 2 =ia aia e = a o
41-38/30 S T T e
41-38119 - = « - - 2 @ o ale = s ala sie F+ - - -
41-38/21 e e e .
41-42/13 - - - -~ - - - - ele o . oie sie o F .o
41-42/29 - - - & o e e - elw - 4 ala =i e = e .
38-45/57 - - - - - - - - 2ia . - o4 oie - - - .
38-38/1 S T T e T e

Cada marcador fue denominado por un primer numero que corresponde al
iniciador EcoR | y seguido por un guion el nimero del iniciador Mse I. (+) Pre-
sencia del fragmento amplificado, (-) Ausencia.

Con el fin de estimar la capacidad de las distintas combinaciones de oli-
gonucleétidos selectivos +3 de AFLPs para detectar variabilidad genética en
las entradas de amaranto analizadas, se calcularon los PICs para cada una de
ellas (Cuadro 4.8.3).
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Cuadro 4.8.3: indices de contenido polimérfico promedio para las combinacio-
nes de iniciadores AFLPs.

Oligos PIC Oligos PIC

EcoR138-Msel 37 0,216 EcoR 1 41-Mse 140 0,172
EcoR |1 38-Mse 138 0,193 EcoR |1 41-Mse 1 41 0,186
EcoR 138-Mse 39 0,205 [EcoR | 41-Mse 142 0,226
EcoR | 38-Mse 1 42 0,251 [EcoR | 41-Mse 1 43 0,269
EcoR |1 38-Mse 143 0,193 EcoR | 41-Mse 1 44 0,203
EcoR |1 38-Mse | 44 0,229 EcoR | 41-Mse | 45 0,228
EcoR | 38-Mse 145 0,258 iEcoR | 41-Mse |1 46 0,204
EcoR 1 38-Mse |46 0,255 EcoR 1 42-Mse 1 40 0,245
EcoR141-Mse 135 0,179 .EcoR | 42-Mse |1 41 0,221
EcoR141-Mse | 37 0,222 ‘EcoR | 42-Mse 1 42 0,222
EcoR 141-Mse | 38 0,229 EcoR 142-Mse 143 0,250

Para comparar el grado de polimorfismo con respecto al nimero de ban-
das totales, se realiz6 un promedio de los PICs agrupando los iniciadores que

otorgaron un nimero de bandas <50 y >50 (Cuadro 4.8.4).

Cuadro 4.8.4: indices de contenido polimérfico promedio para grupos de com-
binaciones de iniciadores AFLPs de acuerdo al nimero de bandas totales.

N° de bandas totales  PIC
<50 0,2101 (0,025)

>50 0,2296 (0,0258)
(Desvio estandar).

De acuerdo a los valores de PICs obtenidos se puede considerar que,
independientemente del nimero de bandas totales generadas con las distintas
combinaciones de iniciadores de AFLPs, se logré la misma informacién para

detectar polimorfismo en estas entradas de amaranto.
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4.9 - Comparacion entre la informaciéon obtenida por los mar-
cadores RAPDs y los AFLPs:

4.9.a - Variacion inter-poblacional:

La estimacion de la diversidad genética presente en el germoplasma de
cualquier cultivo por medio de marcadores moleculares, tiene muchas aplica-
ciones como complemento de la informacion morfolégica para los mejoradores.
El conocimiento del grado en que las lineas o poblaciones estan genéticamente
relacionadas, puede ayudar al mejorador a decidir qué materiales cruzar o bien
a decidir sobre la necesidad de buscar mas variabilidad en la naturaleza y ob-
tener asi nuevas combinaciones génicas. La determinacion de las relaciones
genéticas en germoplasmas especificos también sirve para identificar lineas o
poblaciones que deben conservarse para mantener o preservar la maxima di-
versidad genética en bancos de germoplasma.

Cuadro 4.9.1: Sintesis comparativa entre la informacion obtenida por los ca-
racteres RAPDs y AFLPs.

RAPDs AFLPs
Namero de iniciadores 50 22
Nuamero de loci 687 1394
Niamero medio de loci / experimento 13,7 63,4
Namero de marcadores polimérficos 526 (76,6%) 897 (64,3%)
Porcentaje medio de polimorfismo / iniciador 69,8% 61,2%
Numero de marcadores especie-especificos 302 (44%) 439 (31,5%)
Numero de marcadores entrada-especificos 25 98
PIC promedio y su desvio estandar 0,2469 0,2207

0,1081 0,0269

A pesar de que un gran numero de marcadores fueron polimorficos y la
tasa de polimorfismo por iniciador también fue elevada en ambas técnicas, las
20 entradas analizadas en este estudio compartieron, independientemente de
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la especie y el origen de cada una, una gran proporcion de los marcadores
RAPDs (55,75%) y AFLPs (68,86%) empleados en este analisis, o que sugiere

un elevado grado de homologia genética entre estos materiales cultivados.

El cuadro 4.9.1 contempla algunas de las comparaciones establecidas
entre los caracteres RAPDs y AFLPs. Como se puede apreciar el porcentaje de
polimorfismo por iniciador entre ambos tipos de marcadores fue un 8% superior
en RAPDs. Una diferencia mayor se estableci6é en el porcentaje de polimorfis-
mo con el total de marcadores generados, siendo un 12% superior en RAPDs.
Los indices de contenido polimérfico promedio fueron similares en ambas téc-
nicas.

Aunque se establecieron 439 marcadores AFLP especie-especificos y
302 en RAPDs, cuando se compara el porcentaje de los mismos, este fue un
12,5% superior en RAPDs. Cuando se examina como se distribuye cada pobla-
cién de caracteres por la cantidad de marcadores especie-especificos, se ad-
vierte que la mayor diferencia es en A. cruentus. En las nueve entradas de esta
especie se generaron 123 marcadores mas en la técnica de AFLP que con la
técnica de RAPD. En cambio para el resto de las especies no hubo diferencias
en el numero de marcadores especificos desarrollados por las dos técnicas; es
asi que al restar los 123 marcadores de A. cruentus del total de AFLPs, queda
practicamente el mismo niumero obtenido con RAPDs.

Otra gran diferencia encontrada entre ambos tipos de caracteres es la
cantidad de marcadores Unicos para cada entrada. En RAPDs se obtuvieron 25
con los cuales se identificaron con bandas especificas a nueve entradas (Cua-
dro 4.5.1), en cambio en AFLPs se establecieron 98 marcadores entrada-

especificos identificando a 17 de las entradas caracterizadas (Cuadro 4.8.1).
El porcentaje de polimorfismo intra-especifico, calculado para ambos

tipos de marcadores, se estimé como la proporcion de loci polimérficos con

respecto al total de loci establecidos entre las entradas de cada especie. Con
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AFLPs y RAPDs un gran porcentaje de los caracteres fue monomérfico (~80 a
99%). Sin embargo, el polimorfismo detectado por la técnica de RAPDs fue su-
ficiente para distinguir a la mayoria de estos materiales entre si, con la combi-
nacion de caracteres o con sélo un marcador genético. Mientras que el mayor
nimero de marcadores unicos para cada especie y entrada en los loci de
AFLPs (Cuadro 4.9.1) se vio reflejado en la posibilidad de establecer patrones
de fingerprints para cada una de las entradas analizadas.

Con la finalidad de observar el grado de variabilidad genética entre las
entradas analizadas de cada especie, se emplearon los valores de similitud
determinados con ambos coeficientes de asociacién y se calculdé el valor de
similitud genética promedio para cada tipo de marcador molecular (Cuadro
4.9.2).

Cuadro 4.9.2: Promedio de similitud genética de las matrices de similitud para
cada especie y tipo de marcador molecular.

RAPDs AFLPs
A. cruentus 0,9936 (0,0043) 0,9794 (0,0101)
A. hypochondriacus 0,9025 (0,0445) 0,9088 (0,0342)
A. mantegazzianus 0,9915 (0,0035) 0,9720 (0,0127)
A. caudatus 0,9329(0,0412) 0,9276 (0,0319)

() Desvio estandar.

El polimorfismo fue mas aparente entre las entradas seleccionadas de A.
hypochondriacus y entre las entradas de A. caudatus, que las correspondientes
a A. cruentus y a A. mantegazzianus con ambos tipos de marcadores molecula-
res.

Las matrices de similitud con los dos grupos de caracteres genéticos se
compararon por el coeficiente producto-momento de Pearson. Para las matri-
ces de similitud calculadas por el coeficiente de asociacién de Jaccard la co-

rrelacion fue de r = 0,955 y para las matrices estimadas por el indice de Nei &
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Li r = 0,948. También se evalud la correlaciéon de las matrices cofenéticas deri-
vadas de sus respectivos dendrogramas. Para las matrices cofenéticas, deriva-
das de la asociacion calculada segun Jaccard c.c.c = 0,957 y para las matrices
cofenéticas derivadas del coeficiente de Nei y Li mas la técnica de UPGMA
c.c.c = 0,967. De acuerdo con Crisci y Lopez Armengol (1983) se puede sefia-
lar que con los valores de los coeficientes r obtenidos, existe una elevada co-
rrelacion de las relaciones genéticas establecidas por los dos tipos de caracte-

res genoma-especificos en estas 20 entradas.

Se denomina congruencia al grado de correspondencia entre diferentes
clasificaciones de un mismo conjunto de organismos. Dos clasificaciones son
congruentes si postulan los mismos agrupamientos (Farris, 1971; Mickevich,
1978). Experimentalmente este analisis puede realizarse variando la metodolo-
gia de evaluacién y/o variando el conjunto de caracteres (Fig. 4.9.1) (Crisci y
Lopez Armengol, 1983). La congruencia puede definirse visualmente al compa-
rar las estructuras de los fenogramas o bien puede medirse por el coeficiente

de correlacion.

Figura 4.9.1: Evaluacion de la congruencia taxonémica variando la naturaleza
de los caracteres y las técnicas de clasificacion.

Caracter Caracter
RAPD RAPD

Coeficiente de Coeficiente de Coeficiente de Coeficiente de

Jaccard Jaccard Nei & Li Nei & Li
Matriz de Matriz de Matriz de Matriz de
similitud similitud similitud similitud

Medicion de la congruencia

Grafico Gréafico Grafico Gréafico
clasificatorio clasificatorio clasificatorio clasificatorio

Medicién de la congruencia
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En este trabajo, se utilizaron las dos alternativas para determinar la con-
gruencia de la clasificacion de estas entradas con los marcadores genéticos
generados por las dos técnicas. Distintos autores han estimado que ambos ti-
pos de marcadores (RAPDs y AFLPs) estan distribuidos al azar en todo el ge-
noma de otros organismos (Vos et al., 1995; Williams ef al., 1993). Asumiendo
que esto mismo sucede en amaranto, las similitudes genéticas calculadas con
marcadores RAPDs y AFLPs deberian proveer una vision representativa de las

reales diferencias entre genomas.

Los coeficientes de correlacién tomaron, para todas las combinaciones
posibles de caracteres vs. caracteres, coeficientes de asociacion vs. coeficien-
tes de asociaciéon y caracteres vs. coeficientes de asociacién, valores superio-
res a 0,95 (ver 4.4y 4.7), determinando una muy buena correspondencia en las
relaciones establecidas para estas entradas con estos marcadores. La distribu-
cion de los genotipos en los fenogramas basados en marcadores RAPDs y
AFLPs (Figs. 446y 447,475y 4.7.6), al compararlos visualmente fue muy
similar, y a la vez congruente con la asignacion de las 20 entradas a la especie
de amaranto granifero, segun la clasificacion previa de las mismas realizada

por caracteres morfolégicos (ver 3.1).

A su vez, el agrupamiento de las entradas en la especie A. hypochon-
driacus y en A. caudatus fue idéntico en los graficos de ambos marcadores
moleculares, sugiriendo que los dos tipos de marcadores de ADN proveen una
informacién similar sobre las relaciones genéticas de estas entradas. En cam-
bio, en la especie A. cruentus, visualmente hay correspondencia en las asocia-
ciones establecidas por ambos tipos de coeficientes de similitud para cada tipo
de marcador molecular, pero esta correspondencia no se observa cuando se
comparan ambos tipos de marcadores. Quizas el factor que mas influyo en esta
variacion, es la poca cantidad de marcadores polimérficos hallados entre estas
nueve entradas, especialmente en RAPDs donde el porcentaje de monomor-
fismo fue de 98%, encontrandose sélo marcadores especificos en la linea ex-
perimental G14/4. Chan y Sun (1997) realizaron un estudio sobre la diversidad
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genética y las relaciones establecidas intra e inter-especificamente en Ama-
ranthus cultivados y naturales, empleando marcadores RAPDs e isoenzimas.
Estos autores encontraron que, dentro del grupo de amarantos graniferos ana-
lizados, A. cruentus tuvo el menor valor de polimorfismo con marcadores
RAPDs (31,5%). Ellos consideran que este resultado se debe a que A. cruentus
es la especie granifera mas importante del género (Grubben y van Sloten,
1981), por lo que probablemente experimentd la mayor presion de seleccion en
el proceso de domesticacion, resultando asi en la especie con menor variacion
genética, como se observa con el analisis de marcadores de isoenzimas,
RAPDs y también ahora con AFLPs.

Otra diferencia visual entre estos graficos fue el arreglo de los grupos
inter-especificos, en este caso con marcadores RAPDs las dos entradas de A.
mantegazzianus demostraron ser genéticamente mas similares a las entradas
de A. caudatus, mientras que con caracteres AFLPs, las entradas correspon-
dientes a A. caudatus resultaron mas similares a las entradas de A. hypochon-
driacus. Varias pueden ser las causas de estas diferencias en el estableci-
miento de las relaciones genéticas inter-especificas. Una de ellas es que, aun-
que se asume que ambos marcadores estan distribuidos al azar en todo el ge-
noma, se ha empleado una muestra de los mismos para comparar a estas en-
tradas lo cual esta siempre afectado de error. Otra causa puede ser que no
exista realmente un 100% de homologia entre fragmentos de igual peso mole-
cular tanto en caracteres RAPDs como en AFLPs, particularmente cuando se
comparan especies. A este respecto, Thormann y Osborn (1992) realizaron un
estudio en Brassica con caracteres RAPDs y RFLPs, en donde explican que la
falta de congruencia entre los dendrogramas a nivel inter-especifico se debia a
la falta de homologia entre fragmentos de RAPDs con igual peso molecular,
hecho corroborado por el analisis con hibridacién por Southem blot. Por otro
lado, Powell et al. (1996) establecieron, al comparar en germoplasma de soja
marcadores codominantes y dominantes, que la frecuencia de obtener bandas
con igual peso molecular no homélogas, podria incrementarse en marcadores

tipo RAPDs y AFLPs, cuando los genotipos comparados son genéticamente
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poco similares, provocando una sobrestimacién de la similitud genética. Debido
a que en AFLPs se utilizan geles de mayor resolucién (poliacrilamida) es pro-
bable que el error sea menor con esta técnica (Lin et al., 1996; Powell et al.,
1996).

En las cuatro estructuras arborescentes, independientemente del valor
de similitud establecido por el coeficiente de asociacién empleado, las entradas
G14/4, Don Guiem, Don Armando, G2/1, G6/19, G6, G6/2, G14 y G10/13l todas
pertenecientes a A. cruentus integraron el grupo de menor similitud genética
con las restantes 11 entradas. Este resultado concuerda con el trabajo de
Transue et al. (1994), quienes emplearon 282 marcadores polimérficos RAPDs,
para comparar varios genotipos de tres especies de amarantos graniferos.
Ellos establecieron que las entradas de A. hypochondriacus y las de A. cauda-
tus compartieron el 48,5% de los marcadores evaluados, y ambas especies
fueron genéticamente menos similares a A. cruentus con la cual s6lo compar-
tian el 25% de los marcadores.

Cuando se comparan genotipos por la presencia o ausencia de frag-
mentos amplificados, la informacién que se puede obtener varia segun que fe-
notipos se comparan (Skroch et al.,, 1992). La presencia de un marcador domi-
nante en dos genotipos, indica una alta probabilidad de que la secuencia de
dicho fragmento de ADN sea homoléga (Williams et al., 1993). En el caso de
que un genotipo presente el marcador y el otro no, existe seguridad de que las
secuencias de ADN para ese fragmento son diferentes, aunque no se puede
establecer cual es el grado de divergencia entre ambas secuencias. La ultima
posibilidad es que ambos genotipos no presenten amplificacién de un frag-
mento. Este resultado no brinda informacién acerca de la homologia de la se-
cuencia de ADN en dicha posicion, debido a que la coincidencia en la ausencia
de banda puede ser por una misma sustitucion de base por igual en ambos
genotipos o, las dos secuencias pueden ser completamente diferentes. Cuando
la estimacién de las relaciones genéticas es intra-especifica, Skroch et al.
(1992) empleando RAPDs en varias especies vegetales, determinaron que en
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cultivares muy similares existe una elevada probabilidad de que las secuencias
de ADN en la doble ausencia de fragmentos amplificados también sean idénti-
cas. En este trabajo se establecen las similitudes genéticas entre materiales
pertenecientes a distintas especies de amarantos graniferos, desconociéndose
el verdadero origen de varios de ellos, por lo que se emplearon los estadisticos
de Jaccard y de Nei & Li, que descartan a la doble ausencia de amplificacién
como componente a favor de la similitud, en la estimacién de las relaciones

genéticas entre genotipos.

Otra de las diferencias observadas al comparar los dendrogramas es el
valor de similitud, escala en el eje x, determinado para cada uno de los grupos
segun el indice de asociacién empleado. Para los dos tipos de caracteres, el
indice de Nei y Li establecié6 mayores coeficientes de asociacion intra e inter-
especie, que el indice de Jaccard. El indice de Nei y Li le otorga un peso doble
a la presencia del fragmento amplificado en los dos genotipos comparados.
Esta distincion hace que este coeficiente sea mas adecuado utilizarlo en mar-
cadores codominantes en donde se puede observar, por la posiciéon de los
fragmentos en el gel, si los dos alelos son iguales o diferentes (Piepho y Laidig,
1997). En cambio en marcadores tipo RAPDs o AFLPs sélo se observa la am-
plificacién del marcador dominante, por lo que con la sola observacién del gel,
no se puede asumir si el otro alelo es igual o diferente. De este modo con el
indice de Nei & Li, al trabajar con marcadores dominantes, se podria cometer el
error de sobrestimar las relaciones genéticas reales de los organismos, espe-

cialmente cuando la comparacion es entre especies.

En este caso cuando se estimo el porcentaje de monomorfismo entre las
entradas que correspondian a la misma especie no hubo practicamente dife-
rencias entre ambos grupos de caracteres. Esto se reflejé también en los feno-
gramas y coeficientes de similitud obtenidos. A pesar que las entradas de A.
cruentus, trabajando con AFLPs, obtuvieron una cantidad de fragmentos tnicos
que correspondié practicamente al triple del niumero obtenido por el resto de las

entradas, la mayoria de éstas se presentaron en las nueve lineas experimen-
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tales y los cultivares sin modificar la informacién para la identificacién de las
mismas.

Las comparaciones de los resultados obtenidos entre estos marcadores
moleculares indican que el tipo de marcador elegido RAPD o AFLP, fue relati-
vamente importante en determinar las relaciones genéticas entre estas 20 en-
tradas de amaranto. Estas técnicas detectan polimorfismos a través de subzo-
nas en el total de variacién contenida en la secuencia de ADN de un genoma.
Los polimorfismos detectados por AFLPs reflejan variacién de sitios de restric-
cion. Los polimorfismos de RAPDs provienen de la variacién del sitio de unién
de los iniciadores al ADN y de la diferencia en la longitud del fragmento de ADN

entre dos sitios de unién.

Para facilitar Ia lectura de la informacién obtenida por cada una de estas
técnicas, en la caracterizacion de estas entradas de amarantos se empleé tam-
bién el coeficiente denominado cociente muitiple. El nimero medio de loci por
experimento establecido por RAPDs fue de 13,7 y el numero medio de AFLPs
por experimento fue de 63 4. Powell et al. (1996) compararon los marcadores
RFLP, RAPD, AFLP y SSR en el analisis de germoplasma de soja, los AFLPs
seguido por los RAPDs fueron los marcadores que otorgaron para esta especie
un mayor cociente multiple. A pesar de la gran diferencia intrinseca, que favo-
rece a los AFLPs, en la cantidad de loci promedio analizados por experimento
en estos materiales de amaranto, cuando se compara la cantidad de loci poli-
mérficos analizados por experimento, existe una pequefia ventaja de los
RAPDs. El rango relativo de polimorfismo de los sistemas de marcadores debe-
ria permanecer constante, si los mecanismos que generan polimorfismos en el
ADN de las distintas especies son similares. Este resultado ha sido poco exa-
minado. Existen pruebas de que algunas especies como maiz contienen mas
sistemas activos de transposones que ofras, contribuyendo a la generacion de
un alto ndmero de mutaciones del tipo insercidn/delecion. En otras especies las
mutaciones puntuales de nucleétidos podrian ser el mecanismo predominante
en la generacion de nuevos alelos. Estas diferencias pueden alterar el rango
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relativo de polimorfismo detectado por los diferentes sistemas de marcadores.
Mientras que las técnicas de AFLPs y RAPDs son capaces de detectar tanto
una mutacion puntual de un nucleétido como inserciones y deleciones, la sen-
sibilidad relativa con que ambas evaltuan estos cambios puede variar debido a
la diferente longitud de las secuencias gendmicas generadas y de sus sistemas
de resolucién con los distintos tamafos de bandas (Powell et al., 1996).

El mayor porcentaje de loci polimérficos hallados en RAPDs puede ex-
plicarse al considerar que éstos tienden a residir en zonas de secuencias alta-
mente repetitivas del genoma que corresponden a regiones que son no-
codificantes y por lo tanto mas susceptibles de acumular mutaciones. Conse-
cuentemente, estos muestran mas polimorfismos que las isoenzimas, repre-
sentativos de regiones mas conservadas del genoma (lrwin et al., 1998; Kon-
gkiathgam et al., 1995). Los AFLPs son generados por sitios de restriccion del
genoma, por lo tanto poseerian caracteristicas intermedias al igual que los

marcadores RFLPs.

De Riek et al. (1997) ilustraron la importancia de una interpretacién ade-
cuada de las bandas para obtener el grupo de datos usado en el calculo de las
similitudes genéticas. Ellos analizaron distintos criterios arbitrarios para inter-
pretar las bandas. La comparacién entre los fenogramas mostré que la eleccién
de los datos tiene una fuerte determinacién en los fenogramas obtenidos. Tal
fendbmeno es parte del problema dual que ocurre cuando la identificacién se
basa en marcadores que no estan caracterizados. En todo trabajo se presenta
la pregunta de cuantos marcadores deben ser evaluados para lograr una buena
representacion de las similitudes genéticas entre dos individuos y si ademas,
todos los marcadores detectados tienen un contenido de informacién sobre va-
riabilidad comparable. Estos autores proponen como estrategia para la caracte-
rizacion de diferentes entradas, que los marcadores moleculares deben ser
elegidos a partir de un mapa genético cubriendo intervalos regulares del cro-

mosoma.
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Entre los diversos factores que pueden afectar la estimacion de la varia-
bilidad genética entre distintas entradas, se encuentran el nimero de marcado-
res utilizados y la distribucién de éstos en el genoma (Powell et al., 1996). El
numero de marcadores puede aumentarse hasta establecer una buena relacién
genética entre las entradas y, con respecto a la distribucion de éstos en el ge-
noma, deberia utilizarse marcadores que no estén genéticamente ligados, ase-
gurando resultados independientes. Actualmente no existe un mapa genético
de amaranto, por lo que se desconoce la posicion relativa de los marcadores
genéticos desarrollados en este trabajo, como tampoco se realizé un estudio
del grado de independencia de los marcadores moleculares mediante cruza-
mientos ad hoc y posteriores analisis de segregacion. De acuerdo a los resul-
tados, asumimos que el nimero de marcadores desarrollados fue suficiente
para establecer las relaciones genéticas entre las 20 entradas analizadas con
los marcadores RAPDs y AFLPs, y que el desconocimiento de la distribucion
de éstos en el genoma de amaranto podria producir una distorsién de la infor-
macién sobre la variabilidad estimada, al otorgarle un peso relativo mayor a los
polimorfismos localizados en una misma regién cromosémica. De hecho, a
priori podriamos suponer que los marcadores AFLPs obtenidos tienen un ma-
yor error de muestreo que los marcadores RAPDs, porque en la mayoria de las
combinaciones de iniciadores se mantuvo constante el iniciador EcoRI (ver
Cuadro 4.7.1).

Aunque el numero de loci analizados por experimento fue 4,6 veces su-
perior en la técnica de AFLP, al comparar el nivel de informacion de los PICs
otorgado por ambas técnicas, en estas 20 entradas, hace pensar que los
RAPDs pueden ser los marcadores elegidos para futuras caracterizaciones y
estimaciones de las relaciones genéticas entre entradas de amarantos, por
ofrecer la ventaja de ser técnicamente mas sencillos, requerir poca cantidad de
ADN, no utilizar poliacrilamida, y ser relativamente mas rapidos de desarrollar

que los AFLPs.
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4.9.b - Patrones de Fingerprints:

Con el total de caracteres analizados, se pudo establecer patrones es-
pecie-especificos a partir de estas 20 entradas. En el cuadro 4.9.1 se resume
que 302 marcadores RAPDs y 439 marcadores AFLPs fueron compartidos sélo
entre entradas de una de las especies de amarantos graniferos. Cualquiera de
estos tipos de caracteres puede ser empleado para complementar la informa-
cion morfolégica de las restantes entradas identificadas de estas especies,
conservadas en el banco de germoplasma de amaranto de la Facultad de
Agronomia y Veterinaria de la UNRC.

A pesar de que el polimorfismo intra-especifico fue bajo, los marcadores
RAPDs y AFLPs determinados entre estas entradas fueron lo suficientemente
polimérficos como para establecer patrones de fingerprints Unicos, para varias
de las entradas con relativamente pocos loci (Cuadros 4.5.2y 4.8.1).

Una diferencia sustancial encontrada entre ambos caracteres fue la can-
tidad de marcadores entrada-especificos, 25 en RAPDs y 98 en AFLPs. Esta
diferencia permitié que en AFLPs se pudiera establecer patrones de fingerprints
para identificar a cada una de las 20 entradas, en cambio en RAPDs la combi-
nacién de varios marcadores permitié identificar a 16 de las 20 entradas. Los
genotipos que no fueron identificados pertenecen a A. cruentus, especie que
presentd mayor similitud genética entre sus materiales. He y Prakash (1997)
utilizando RAPDs y AFLPs para identificar materiales de Capsicum annuum,
encontraron que los marcadores AFLP producen cuatro veces mas productos
polimérficos por iniciador y resultan mas efectivos para detectar polimorfismos
aun en materiales de pimiento genéticamente muy similares, los que no pudie-
ron ser identificados por marcadores RAPDs. Contrariamente, Paran et al.
(1998) al realizar estudios utilizando marcadores AFLP y DAF (DNA Amplifica-
tion Fingerprinting, una de las variantes de RAPDs) para identificar materiales
de Arachis hypogaea, encontraron que el numero promedio de productos poli-

morficos por iniciador fue similar entre ambas técnicas en un grupo de cultiva-
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res de mani genéticamente muy similares. No obstante el nimero de iniciado-
res capaces de detectar polimorfismos fue muy superior en AFLPs. Estos re-
sultados indican que para cada especie en particular y, para el grupo de entra-
das que de ella se evaluen, se requerira establecer la técnica o grupo de técni-

cas mas informativas para responder al objetivo propuesto.

La ventaja de la técnica de AFLP con respecto a la de RAPD seria el
mayor niumero de bandas logrado por experimento, lo que incrementa la posibi-
lidad de encontrar marcadores polimérficos, aunque intrinsecamente el método
de AFLP no necesariamente debe detectar mas polimorfismo que el de RAPDs.
En este trabajo la cantidad de bandas por experimento lograda por la técnica
de AFLP fue 4,6 veces superior a la de RAPDs. Sin embargo, la diferencia en-
tre ambas para establecer patrones de fingerprint no radicé en el porcentaje de
polimorfismo por iniciador sino en la cantidad de bandas entrada-especificas.
De acuerdo a estos resultados en ambas técnicas la densidad de marcadores
fue adecuada para determinar la similitud genética entre entradas genética-
mente distantes. En cambio, cuando las entradas fueron muy semejantes (A.
cruentus) ambas técnicas produjeron una asociacién genética diferente, quizas
por ser insuficiente la cantidad de marcadores generados. El cociente multiple
puede ser en este caso manipulado experimentalmente para aumentar el nu-
mero de marcadores, por ejemplo en AFLPs con la extensidon del extremo 3’ de
los iniciadores o intercambiando distintas enzimas de restriccion (Zabeau y
Vos, 1993). Igualmente, los métodos de resolucion y deteccion tales como el
uso de radioactivos, bromuro de etidio, tefido de plata, junto con las condicio-
nes de amplificacion pueden influenciar el cociente multiple en RAPDs (Caeta-
no-Anolles et al., 1991; Welsh y McClelland, 1990; Williams et al., 1990).

Paran y Michelmore (1993) convirtieron marcadores RAPDs en Sequen-
ce Characterised Amplified Regions (SCARs) y luego disefiaron pares de ini-
ciadores especificos para realizar PCR, con los polimorfismos Unicos logrados
previamente por la técnica de RAPDs. Los SCARs presentan la ventaja con
respecto a los marcadores RAPDs y a los AFLPs que sélo detectan un locus,
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su amplificacién es menos dependiente de las condiciones de la reaccién y

potencialmente pueden convertirse en marcadores codominantes.

Otra utilidad de estos fragmentos polimérficos de RAPDs y AFLPs es
emplearlos como sondas en la técnica de RFLP. Pudiendo de esta manera

transformar a estos marcadores dominantes en codominantes.

Con estos marcadores es posible investigar el ligamiento entre secuen-
cias amplificadas especificas de ADN y caracteres genéticos de relevancia
econdmica, tales como resistencia o tolerancia a estrés biéticos y abidticos
(Castiglione et al., 1993).

Cuando se compara la informacién otorgada por cada una de estas téc-
nicas, para establecer patrones de fingerprinting en las 20 entradas, se puede
concluir que inter-especificamente ambas son muy similares, como lo observa-
do tras el analisis de coordenadas principales (figuras 4.5.1 y 4.8.1). La compa-
racion directa de los graficos de coordenadas principales muestra nuevamente
la habilidad de estos marcadores en distinguir las cuatro especies de amaran-
tos graniferos estudiadas. Determinando que los RAPDs y/o AFLPs pueden ser
empleados efectivamente para clasificar las entradas de amarantos graniferos
a su correspondiente especie, segun la concordancia observada con la clasifi-

cacién morfolégica anterior.

La mayoria de los estudios que utilizan RAPDs para la estimacién de la
diversidad genética optan por considerar la presencia o ausencia de los pro-
ductos amplificados, en las matrices de similitud y los coeficientes de similitud
asimétricos simples son los mas ampliamente usados (ejemplo Indice de Nei &
Li y de Jaccard). Algunos autores (Demeke et al., 1992) han empleado medidas
de similitud mas complejas y eligieron la interpretacién de la intensidad de las
bandas como un estado del caracter evaluado, argumentando que la informa-
cion de los productos RAPDs puede perderse en parte cuando la intensidad de
los fragmentos es ignorada. Sin embargo la interpretacién de los perfiles sélo
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como presencia/ausencia puede justificarse en el hecho de que es desconocida
la causa de la variacién en la intensidad de las bandas (Harris, 1995). Estudios
de hibridacién molecular han mostrado que fragmentos de igual peso molecular
no poseen la misma secuencia de ADN (Thormann y Osborn, 1992). No es co-
rrecto pensar que las diferencias observadas en la intensidad de bandas, se
deba a la presencia del doble de la secuencia farget en un individuo homoci-
gota, ya que esta diferencia es enmascarada por los humerosos ciclos de am-
plificacion de los fragmentos de ADN que tiene lugar durante la PCR (Newbury
y Ford-Lloyd, 1993).

Para estimar la capacidad de los iniciadores en la identificacion de las
cuatro especies de amarantos consideradas, los datos obtenidos por cada uno
fue procesado independientemente. Los iniciadores OPB06, OPA19, OPC20,
OPC14, OPB10 y OPAO1 de RAPDs y los iniciadores 38-44, 38-46 y 42-40 de
AFLPs fueron los que mostraron bandas especificas en todas las especies de

amarantos analizadas.

Las entradas G10/13l y G16183/14 fueron las que mostraron cierta va-
riabilidad intra-cultivar con marcadores RAPDs (<5%) (ver 4.3), sin embargo
estas entradas no presentaron una mayor cantidad de caracteres unicos que el
resto de las entradas, sugiriendo en parte, que el nivel de homogeneidad de-
tectado por los 53 marcadores fue adecuado.

Cuando la caracterizaciéon a establecer es entrada-especifica, el grupo
de caracteres AFLPs utilizado demostré ser mas informativo que los caracteres
de RAPDs desarrollados para estas 20 entradas. Una posible causa del bajo
polimorfismo entrada-especifico en RAPDs puede ser porque esta técnica es
poco sensible para detectar las pequefias diferencias en tamafio de los pro-
ductos amplificados. Utilizando geles de poliacrilamida en la resolucion de las
bandas o aumentando la concentracion de agarosa podria superarse esta limi-
tacién (Vierling y Nguyen, 1992).
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4.10 - Antecedentes sobre Fingerprinting por caracteres isoen-

zimaticos:

En estas 20 entradas se conocian sus patrones isoenzimaticos (Bonami-
co et al, 1998). Los sistemas empleados fueron. Malato dehidrogenasas
(MDH), 6-Fosfogluconato dehidrogenasas (PGD), Fosfatasa Acida (ACP), Al-
cohol dehidrogenasas (ADH), Leucina aminopeptidasas (LAP), Enzima malica
(ME) y Esterasas (EST). Cada banda, al igual que los caracteres RAPDs y
AFLPs, representd a un locus con dos alelos los que corresponden a la pre-
sencia/ausencia de las bandas en el gel. Con estos siete sistemas se lograron

establecer marcadores polimoérficos entre los materiales analizados.

Sin embargo, con estos datos no se estimaron las relaciones genéticas
entre las entradas porque se generaron pocos marcadores moleculares y a su
vez, estos sistemas fueron elegidos por ser los mas polimérficos en los trabajos
de Hauptli y Jain (1984) y Neumann et al. (1994), sobre estas especies. Por lo
tanto, la variabilidad genética de estas entradas estaria sobrestimada con estos

caracteres elegidos por ser polimérficos.

En el cuadro 4.10.1 se establecieron los patrones de fingerprintings que
identifican a las 20 entradas de amarantos. Con el empleo de 24 marcadores
isoenzimaticos de diferente nivel de especificidad se pudieron establecer patro-
nes unicos para todos los genotipos. Ademas se encontraron tres marcadores
entrada-especificos MDH/4 en G1, ADH/1 en G6/1y EST/2 en G14.
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Cuadro 4.10.1: Fingerprintings establecidos con 24 marcadores isoenzimaticos

para las 20 entradas analizadas.

A. cruentus A. hypochon- A. mante- A. caudatus
driacus gagzianui

QP 9@ gag PQ:0 2@ FDOR @ 090

20 5% 53X >77 25 8iE3m & 229

&E So©o 3 P BT = Smo

o w ' p:3 B # Qg

3 : ; = =

Marcador : ’h g
MDH/1 T e I I + +
MDH/2 I T + + +
MDH/4 - - = = e e S e
MDH/8 + + + + o+ -+ - FiE FE O+ o+t
ME/1 > oo o 0 0 s of O B DRl N
ME/2 N I T R N . SL T I
ME/3 e N T T S
ME/4 -+++++-++§----§++§+- + +
ME/5 I e R T A T S +
PGD/1 N R T S I S R T S -+ +
PGD/2 -+ - - FF F o+ + +
PGD/4 e e A I AT R T S T s
ACP/1 LR N AR B I R I O R 3
ACPI/2 . . T T T R S T S
ADH/1 L T A R I O R R I A
ADH/3 + + + + + + 4+ F + - -+ -+ o+t
LAP/ I . I TS by !
LAP/2 L I B R B A +i+ + + + +
LAP/3 o ey O beNME o o MY als .
LAP/4 L I S R I T e 5
ESTNM T e A TR BT +
EST/2 = = < * o o 4 o ale e e mle alm e = oaoa
EST/3 T e TR TR BT, I P S
EST/4 SR IR B B Y I I K S . IR R T

Cada marcador fue denominado por el cédigo de la enzima
nimero otorgado a la banda, seguin su posicion relativa en

seguido por un
el gel desde el

anodo. (+) Presencia de la banda, (-) Ausencia. (Bonamico ef al., 1998).

Aunque una banda presente sélo en una entrada es util para su identifi-

cacion, esta carece de utilidad para el agrupamiento de las entradas en un gru-

po genéticamente relacionado. Esto ocurre en la mayoria de los marcadores

isoenzimaticos encontrados con estos siete sistemas en amaranto.
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A diferencia de lo ocurrido con RAPDs y AFLPs los caracteres isoenzi-
maticos fueron en su mayoria polimérficos pero no se generaron marcadores
especie-especificos. La proporciéon de marcadores que fueron diagnésticos de
entradas fue 25/687 (3,64%) en RAPDs, 98/1394 (7,03%) en AFLPs y 3/36
(8,33%) en isoenzimas. La similitud de estos porcentajes sugiere que la ventaja
de los marcadores RAPDs y AFLPs sobre las isoenzimas, para caracterizar a
estas entradas, recae primeramente en la habilidad de estas técnicas en gene-

rar un mayor nimero de marcadores por experimento.

Los marcadores bioquimicos y moleculares no han sido aceptados hasta
el presente como una medida satisfactoria de diferenciacion para el registro de
nuevas variedades, pero pueden ser empleados para demostrar la identidad de
las mismas. Consecuentemente, se pueden convertir en la herramienta mas
efectiva para defender una variedad una vez que su distincién ha sido probada
y aceptada por métodos de caracterizacién y evaluacion mas tradicionales
(Castiglione et al., 1993)

En los principales cultivos y en las especies de mayor importancia eco-
némica, numerosos marcadores han sido desarrollados siendo los RFLPs en
particular, los que proveeran una importante informaciéon genética. Sin embar-
go, en los cultivos menos tradicionales, de menor importancia econémica y en
las especies subexplotadas, como también en pequefas investigaciones donde
los RFLPs no pueden emplearse por su elevado costo experimental, pueden
desarrollarse los marcadores no-especificos tales como RAPDs y AFLPs y es-

pecificos como isoenzimas.

4.11 - Variacion inter-poblacional de los marcadores RAPDs y
los AFLPs:

Es muy atil considerar qué grado de la diversidad genética existente en

un genoma sera revelado por cada marcador molecular en particular (Lanaud y
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Lebot, 1995). Cualquiera sea la naturaleza de los caracteres empleados para
establecer las relaciones genéticas, como también para definir patrones de fin-
gerprinting entre distintos materiales vegetales, esta supeditada a error. Esto es
debido a que la identificacion es una referencia, pues se trabaja sobre una
muestra de individuos de cada genotipo, y a que el numero de caracteres eva-
luados siempre corresponde a una muestra mas o menos representativa de la
variacion total presente en los materiales comparados. Como también cada
caracter por si mismo tiene su propia fuente de variacién, es conveniente al
establecer las relaciones genéticas entre diferentes organismos contar con el
mayor nimero y naturaleza de caracteres posibles.

Establecida la concordancia entre las muestras de caracteres RAPDs y
AFLPs se construy6é una matriz basica conteniendo el total de marcadores mo-
leculares los que sumaron 2081 bandas de ADN.

Con esta matriz se realizaron los mismos analisis estadisticos que los
contemplados para cada tipo de caracteres por separado. En la figura 4.11.1 se
encuentra el fenograma de las 20 entradas empleando el coeficiente de
Jaccard en la matriz de similitud. Mientras que, en la figura 4.11.2 se encuentra
el fenograma de las mismas entradas utilizando previamente el coeficiente de

Nei y Li en la matriz de similitud.
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Figura 4.11.1: Fenograma obtenido por la técnica de agrupamiento UPGMA
para los marcadores RAPDs y AFLPs y el coeficiente de Jaccard.
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Figura 4.11.2: Fenograma obtenido por la técnica de agrupamiento UPGMA
para los marcadores RAPDs y AFLPs y el coeficiente de Nei & Li.
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Al igual que lo observado para ambos caracteres tratados individual-
mente, la opcidn FIND del programa NTSYS-pc determind en los dos casos
una sola estructura arborescente.

El coeficiente de correlacion cofenético estimado entre la matriz de simi-
litud calculada por el coeficiente de Jaccard y la matriz cofenética del fenogra-
ma fue de c.c.c. = 0,996. Este mismo coeficiente estimado para la matriz de
similitud generada con el indice de Nei y Li y la matriz cofenética de su repre-

sentacion grafica fue c.c.c. = 0.994.

Finalmente la correlacion establecida entre ambas matrices de similitud
fue de r = 0,998 y entre las dos matrices cofenéticas r = 0,998. Estos coefi-
cientes muestran la muy buena correspondencia entre los dos tratamientos
estadisticos realizados al mismo tipo de datos. Ademas visualmente se obser-
va, como era de esperar, la excelente correspondencia entre los agrupamientos
producidos al emplear todos los caracteres en una misma matriz y con cada
grupo de marcadores por separado.

Las asociaciones de las 20 entradas fue idéntica a las establecidas por
los caracteres AFLPs. Las similitudes genéticas inter-especificas, fueron leve-
mente menores, esto se explica al considerar que los caracteres RAPDs cuan-
do se trataron independientemente, reflejaron una menor similitud genética a

este nivel entre estos materiales.

Transue et al. (1994) estimaron con el empleo de caracteres RAPDs las
asociaciones genéticas entre 111 entradas de amarantos graniferos. Estas en-
tradas compartieron valores de similitud en un rango de 0,85 a 1 como las 20
analizadas en este trabajo con marcadores RAPDs y AFLPs. En un estudio
similar Chan y Sun (1997) encontraron pocos polimorfismos en isoenzimas y
RAPDs, analizando cinco entradas de cada una de las especies de amarantos
graniferos. Contrariamente, Ranade et al. (1997) lograron obtener polimorfis-

mos intra e inter-especificos de marcadores RAPDs en tres entradas de A.
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caudatus y en tres entradas de A. hypochondriacus, aunque el agrupamiento

de las mismas fue confuso.

Las entradas de A. mantegazzianus caracterizadas por marcadores
RAPDs en este estudio fueron junto con las entradas de A. caudatus las que
compartieron el mayor nimero de caracteres, aunque integraron dos grupos de
asociacion diferentes. En cambio en AFLPs y con el conjunto de todos los mar-
cadores generados (Figs. 4.11.1 y 4.11.2), los dos grupos de genotipos se dis-
tanciaron de manera significativa. En la bibliografia de amarantos se utilizan
numerosas sinonimias para designar a cada una las especies graniferas A.
hypochondriacus = A. flavus L. = A. leucocarpus S., A. cruentus = A. panicula-
tus L. y A. mantegazzianus = A. edulis Speg. (Gruben y van Sloten, 1981).
Hunziker (1943, 1951, 1952) ha considerado a los amarantos graniferos andi-
nos como miembros de dos especies estrechamente relacionadas. Una de
ellas A. mantegazzianus (A. edulis) limitada al noroeste de Argentina y la otra
A. caudatus de una distribucion mas amplia. Pal y Khoshoo (1972, 1973a) y
Khoshoo y Pal (1972) aportaron evidencias acerca de las relaciones genéticas
entre estas especies, ambas se cruzaron y produjeron una F1 semifértil mos-
trando relaciones de cruzamiento paralelas con A. hybridus y A. hypochondria-
cus. Sin embargo, entre los hibridos de A. mantegazzianus y A. caudatus mos-
traron una mortalidad elevada de plantulas y reduccion del vigor de plantas en
la F2. Sobre estos resultados Pal y Khoshoo (1972) concluyeron que las dos
especies debian considerarse separadas. A. mantegazzianus corresponderia a
una especie derivada de los especimenes ornamentales de A. caudatus. Con-
trariamente, Coons (1982) sugirié que la debilidad de los hibridos no necesa-
riamente esta correlacionada con la diferenciacién morfoldgica de los padres
debilitando el reconocimiento de A. mantegazzianus como una especie separa-
da de A. caudatus. Esta autora evalud individuos de las dos variantes y esta-
blecié que las diferencias morfolégicas entre ellas no eran sustanciales como
para considerarlas especies distintas. Zhelenov et al. (1997) utilizando el anali-
sis de las proteinas de almacenamiento seminales determinaron que A. cau-

datus y A. mantegazzianus estan filogenéticamente relacionadas, y que la ulti-
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ma probablemente es el ancestro de A. caudatus. Aunque en nuestro trabajo
so6lo se incluyeron dos entradas de A. mantegazzianus y cinco de la especie A.
caudatus, se lograron establecer grupos de asociacién diferentes. Nuestros
resultados permiten determinar que la informacién de los marcadores molecula-
res de RAPD y AFLP podria complementar a la discusién taxonémica realizada
hasta el momento con datos morfolégicos y de proteinas. Para ello, se requeri-

ra la inclusién de un mayor numero de entradas de ambas especies.

Las primeras labores de fitomejoramiento realizadas en el pais dieron
origen a los cultivares Don Juan, Don Guiem y Don Armando, obtenidos en la
estacion experimental de INTA, Anguil (La Pampa). Los cultivares Don Guiem y
Don Armando, ambos de A. cruentus, se diferencian porque el primero es de
panoja verdosa en cambio Don Armando es de panoja purpurea; ambos son de
porte similar y muestran insensibilidad al fotoperiodo (Covas, 1994a). Estos dos
cultivares fueron seleccionados a partir de una misma poblacién original. Las
lineas experimentales G6, G6/19 y G6/2 obtenidas en la misma institucion po-
siblemente hayan sido obtenidas de los mismos materiales anteriores. Esto
explica en parte el elevado porcentaje de monomorfismo hallado por los mar-
cadores de ADN en estos materiales de A. cruentus. Las entradas G1 y G1/3
de A. hypochondriacus fueron seleccionadas a partir de una misma poblacion,
aunque forman parte del mismo grupo en todos los fenogramas, entre ellas
existe la suficiente variabilidad genética como para caracterizarlas por ambos
tipos de marcadores.
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CONCLUSIONES

En este trabajo se establecio la capacidad de los marcadores molecula-
res RAPDs y AFLPs para caracterizar, establecer patrones de fingerprinting y
estimar las similitudes genéticas de 20 entradas pertenecientes a cuatro espe-

cies de amarantos graniferos.

Sobre un total de 2081 loci analizados el 62,3% fueron compartidos en-
tre entradas de las cuatro especies, confirmando la estrecha base genética de
este cultivo. Aparte se establecieron 741 loci especie-especificos y 123 loci en-
trada-especificos los que podran ser empleados como informacién comple-
mentaria a los caracteres morfolégicos en la caracterizacién e identificacién de

estos materiales.

Siendo la técnica de RAPD mas rapida y con menores requerimientos
técnicos que la desarrollada para AFLP permite seleccionar a los marcadores
como mas apropiados para estimar las relaciones genéticas entre estas entra-
das de amaranto y por la mejor aproximacién entre los agrupamientos obser-
vados con estos caracteres y los caracteres morfoldgicos.

Debido a que la muestra de entradas fue pequefa, sera necesario un
analisis mas detallado para confirmar estos patrones de variacién intra-
especificos particularmente, en A. mantegazzianus en donde sélo se emplea-
ron dos entradas.

En este estudio se establece la primera referencia del empleo de la téc-
nica de AFLP en amaranto, demostrando ser mas informativa con respecto a
los marcadores RAPDs para la determinacién de patrones de fingerprinting es-
pecificos de entrada.
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De acuerdo a los resultados obtenidos podemos concluir que los marca-
dores RAPDs y AFLPs podran utilizarse como herramientas complementarias
para la caracterizacién, conservacioén y utilizacion de otros materiales del ger-
moplasma de amaranto.
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