ACTA

ISSN 0188-6266

UNIVERSITARIA |

doi: 10.16174/au.2017.15662

Multidisciplinary Scientific Journal

Relaciones de parentesco en hibridos F. de cacao

(Thebroma cacao L.) por marcadores moleculares
Relation of kinship in F, hybrids of cocoa (Theobroma cacao L.)

by molecular markers

Alfonso Azpeitia Morales*?, Hugo Armando Gasca Gonzalez**, Emiliano Villordo Pineda*

Recibido: 10 de agosto del 2016
Aceptado: 26 de septiembre del 2017

Palabras clave:
Cacao; marcadores moleculares;
mejoramiento genético.

Keywords:
Cocoa; molecular markers; genetic
improvement.

Como citar:

Azpeitia Morales, A., Gasca Gonzalez, H. A., & Vi-
llordo Pineda, E. (2017). Relaciones de parentesco
en hibridos F, de cacao (Thebroma cacao L.) por
marcadores moleculares. Acta Universitaria, 27(6),
66-77. doi: 10.15174/au.2017.1552

RESUMEN

Es importante incluir en los programas de mejoramiento de plantas la relacion del
parentesco por marcadores moleculares. Con base a lo anterior, el objetivo del presente
trabajo fue establecer relaciones de parentesco entre hibridos F, de cacao de las cruzas
ICS 95 x INIFAP 1 e INIFAP 1 x ICS 95. Los marcadores utilizados fueron microsatelites (SSR):
mTcIR 8 y mTcCIR 24 asi como secuencias simples inter repetidas (ISSR): UBC 829, UBC 835
y UBC 841. Los resultados mostraron 100% de alelos polimérficos entre los parentales
materno y paterno. Estos marcadores permitieron identificar las relaciones de parentesco
en 58 hibridos F, de un total de 61. De acuerdo a los marcadores utilizados y sus valores
correspondientes al contenido de informacion polimoérfica (PIC), estos fueron informativos, lo
que avala que los marcadores utilizados en la presente investigaciéon sean confiables y que
permitan identificar hibridos con base a su parentesco.

ABSTRACT

It is important to include in breeding programs the selection by the relationship of kinship
by molecular markers. Based on the above, the objective of this study was to establish rela-
tions of kinship between hybrids F, of cocoa of crosses ICS 195 x INIFAP 1 and INIFAP 1 x
ICS 95. The markers used were based on microsatellite (SSR): mTcIR mTcCIR 8 and mTcCIR
24 as well as inter simple sequence repeats (ISSR): 829 UBC, UBC 835 and UBC 841. The
results showed 100% of polymorphic alleles between maternal and paternal parent. These
markers allowed to identify 58 hybrids F, of a total of 61. According to the markers used
and their corresponding values of polymorphic information content (PIC), these were infor-
mative, which guarantees that the markers used in this investigation are reliable and they
allow to identify hybrids based on their kinship.

INTRODUCCION

En México, el cacao (Theobroma cacao L.) se cultiva en 59 892 ha, mientras
que en el estado de Tabasco se cuenta con una superficie establecida de 40
867 ha, Chiapas con 18 782 ha y Guerrero con 243 ha (Servicio de Infor-
macion Agroalimentaria y Pesquera/ Secretaria de Agricultura, Ganaderia,
Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion [SIAP/Sagarpa], 2016).

Para la industria chocolatera nacional, el cacao representa la materia
prima para la elaboraciéon del chocolate y su calidad ha sido preferida por
esta industria (Barrén, Azpeitia, Lopez & Mirafuentes, 2014). Sin embargo,
desde la llegada de la “moniliasis” (Moniliophthora roreri) a México en el nor-
te de Chiapas en febrero de 2005, ha provocado pérdidas en la produccion del
40% (Phillips-Mora et al., 2006). Este problema ha generado desaliento entre
los productores por el desconocimiento del manejo de la enfermedad.
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De la superficie cosechada en el ano 2014 se ha repor-
tado una disminucién de la produccion debido al aban-
dono y derrib6 de las plantaciones en un 2.71% debido
a la afectacion de la “moniliasis” (Barron et al., 2014).

Este problema podria incrementarse y ocasionar
una disminucién de las zonas cultivadas, lo que pro-
vocaria indirectamente un deterioro ambiental por la
disminucién en la captura de carbono que proporcio-
na este agroecosistema. Los efectos devastadores de
este patégeno en cacao han sido dramaticos y docu-
mentados en diferentes paises de América del Sur y
Centroamerica (Phillips-Mora & Wilkinson, 2007).

De acuerdo a los reportes, la moniliasis tiene su
origen entre Colombia y Ecuador. Existen reportes del
afno de 1817 en Colombia, sobre la aparicién de la
enfermedad en el oriente y centro del pais (Phillips-
Mora, Aime & Wilkinson, 2007), para el aho de 1895
se registra el primer indicio de la presencia de una
enfermedad cuya descripcion coincide con la “moni-
liasis” (Suarez, 1982). Ademas de su dispersion en es-
tos paises, el hongo esta presente en Venezuela, Peru,
Panama, Nicaragua, Costa Rica y Honduras, donde es
uno de los principales factores que limitan el rendimien-
to hasta en un 40% de la produccién de cacao en las
areas afectadas.

En estudios de resistencia a moniliasis, solamente
el 0.3% de genotipos estudiados han mostrado resis-
tencia a esta enfermedad (Debouck, Ebert, Baran-
diaran & Ramirez, 2008), por lo que representa una
fuerte limitante del rendimiento para los agricultores
(Jaimes & Aranzazu, 2010).

En los ultimos 25 afios de investigacion en el mun-
do, se han identificado clones resistentes a la monilia-
sis con distinto origen genético y/o geografico. Estos
clones se han cruzado progresivamente para obtener
variedades con niveles crecientes de resistencia en
Costa Rica, aprovechando de esta forma el caracter
predominante aditivo que tiene esta caracteristica del
cacao, estos estudios han adquirido recientemente
relevancia mundial por ser la moniliasis una de las
enfermedades mas graves del cultivo de cacao que
ha afectado a la zona productora de América y por su
posible diseminacion al continente Africano (Phillips-
Mora, Arciniegas-Leal & Mata-Quirés, 2012).

En la actualidad existen genotipos reportados
como resistentes a la moniliasis como ICS 95 (Trini-
dad y Tobago), UF 273 (Costa Rica), PA 169 (Peru),
EET 233 (Ecuador) y EET183 (Ecuador); estos mate-
riales fueron introducidos por el Instituto Nacional
de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias
(INIFAP) en el anno 2006 a México y han mostrado
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produccién de 0.7 kg de grano seco por arbol para
el clon PA 169, 1 kg para el clon UF 273 y 1.5 kg en el
clon ICS 95 y después de cinco afios de evaluacion
han mostrado resistencia. Por su parte, el Centro
Agronémico de Investigaciéon y Ensenanza (CATIE), ha
reportado la formaciéon de hibridos denominados CA-
TIE-R1, CATIE-R4, CATIE-R6, CC-137,ICS-95 Tl y el
PMCT-58, con resistencia de al menos el 75% (Phillips-
Mora et al., 2012).

Por otra parte, se ha encontrado solo una resisten-
cia de un tercio del 1%, es decir, 0.3% de 600 hibri-
daciones realizadas en el programa de mejoramiento
genético del CATIE, de este estudio, después de 15
anos de evaluaciéon se seleccionaron seis clones tri-
nitarios (CATIE-R1, CATIE R-4, CATIE R-6, CC-137,
ICS-95 y el PMCT-58) de buena produccion del orden
de una tonelada/ha y resistencia del menos 75% a la
moniliasis (Debouck et al., 2008; Phillips-Mora et al.,
2012). De acuerdo con Somarriba et al. (2010), con
polinizaciones manuales se tiene la ventaja de poder
escoger los arboles que seran el padre y la madre de
las semillas, por lo tanto se obtienen semillas hibri-
das de calidad cruzando los mejores arboles padre y
madre. La generacion de hibridos clonados permitiria
producir cacao en ambientes infestados con monilia-
sis, en donde la inica alternativa hasta hace poco era
el abandono o cambio de actividad de las plantaciones
(Phillips-Mora et al., 2012); por ello es de suma impor-
tancia incorporar genes de resistencia a la moniliasis a
genotipos mexicanos altamente productivos, pero adi-
cionalmente es importante incluir en los programas
de mejoramiento genético, la selecciéon de hibridos por
medio de la relacion del parentesco por medio de mar-
cadores moleculares, esto permitira confirmar que los
individuos corresponden a una familia de acuerdo a
los progenitores utilizados (Schnell et al., 2004).

Al respecto, un marcador genético es una diferen-
cia fenotipica controlada genéticamente. Un marcador
puede utilizarse con doble finalidad, para marcar o se-
nalar el locus que controla la diferencia fenotipica y/o
para marcar otro locus préximo que controle algiin ca-
racter de interés (Nuez & Carrillo, 2000). En cacao, los
microsatélites o simples loci de repeticion de secuen-
cia (SSR, por sus siglas en inglés) han sido utilizados y
fueron descritos por primera vez por Hamada, Petrino,
& Kakunaga (1982) como secuencias cortas de ADN
constituidas por motivos de 1 a 6 nucleétidos repetidos
en tandem. Estas secuencias no se transcriben a ARN
y las funciones que se les atribuye se incluyen la regu-
lacién génica y la de actuar como sefiales para la con-
servacion génica y la recombinacion (Jeffreys, Wilson
& Thein, 1985; Victoria, Da Maia & De Olivera, 2011).
Estos se encuentran en todo el genoma de la mayoria

Vol. 27 No. 6 Noviembre-Diciembre 2017 67



ACTA

ISSN 0188-6266

UNIVERSITARIA |

Multidisciplinary Scientific Journal

de los eucariotas y en menor medida en procariotas
y pueden variar desde uno hasta seis nucledtidos de
longitud y se clasifican como mono-, di-, tri-, tetra-,
penta-y hexanucleétido. Ellos estan repetidos en tan-
dem (generalmente 5-20 veces) en el genoma con una
longitud de repeticion minimo de 12 pares de bases
(Wang, Weber, Zhong & Tanksley, 1994).

Por otra parte, los Inter Simple Sequence Repeats
(ISSRs), descrita por Zietkiewicz, Rafalski & Labuda
(1994), son un tipo de marcador genético que permite
obtener los niveles de variacion en las regiones microsa-
télite que se encuentran dispersas en varios genomas,
particularmente el nuclear. Estas regiones consisten
en repeticiones en tandem de motivos simples como
(CT)n o (CA)n, ubicadas entre secuencias no repetiti-
vas del genoma nuclear eucarionte (Zietkiewicz et al.,
1994). Dentro del programa de mejoramiento genético
de cacao del INIFAP y derivado de la investigacion de re-
sistencia a moniliasis se desarrollaron una serie de cru-
zas usando como progenitores masculinos: ICS 95, PA
169 y UF 273 y como madres se usaron los genotipos
INIFAP 1, INIFAP 8 e INIFAP C y, a su vez, se reali-
zaron cruzas reciprocas con énfasis a crear nuevos
hibridos resistentes a esta enfermedad (Barrén et al.,
2014). Los criterios de seleccion una vez que inicien
su produccién (tres afios) es con base a su resisten-
cia en campo, nivel de resistencia por inoculaciones
controladas en frutos, busqueda de genes asociados a
la resistencia y rendimiento, principalmente. Sin em-
bargo, es imprescindible identificar los hibridos F, de
estas poblaciones. Los hibridos F, en cacao a pesar
de que provienen de una familia (fruto) y son producto
de una fecundacién controlada, sus individuos pre-
sentan diferencias entre ellos, por lo que es importan-
te identificar a los individuos que seran sometidos a
evaluacion en campo para tener la certeza de su pro-
genie y no evaluar individuos desconocidos. Con base
a lo anterior, el presente trabajo tuvo como objetivo
establecer relaciones de parentesco entre hibridos F,
de cacao, producto de las cruzas ICS 95 x INIFAP 1 e
INIFAP 1 x ICS 95.

MATERIALES Y METODOS

La formacion de hibridos se desarroll6 de acuerdo al
protocolo descrito por Barrén et al. (2014). Las hibri-
daciones se realizaron desde febrero de 2012 y fina-
lizaron en agosto de 2013 en el Campo Experimental
Huimanguillo, perteneciente al INIFAP. Este campo
experimental se localiza en el estado de Tabasco, en
el km 1 de la carretera Huimanguillo-Cardenas, sus
coordenadas son 17°51°04.52”N 93°23’46.96” O, a
una elevacion de 20 msnm. En esta zona se cuenta con
clima calido humedo, con temperatura anual de 25 °C
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y con una precipitacién pluvial de 2200 mm; los sue-
los son tipo gleysoles, acrisoles y fluvisoles.

Material Bioldgico

La colecta de hojas jovenes de cacao se realizo de la
plantacién de hibridos establecida en el Campo Ex-
perimental Huimanguillo, INIFAP, México; las cuales
fueron enviadas para su analisis a la unidad de biotec-
nologia del INIFAP localizada en el Campo Experimen-
tal Bajio. Se les asigndé un numero para identificarlas
durante las pruebas de laboratorio y se almacenaron a
-20 °C. En este trabajo se reporta unicamente la infor-
macion generada de las cruzas ICS 95 x INIFAP 1 (INI
1, 24 hibridos) INIFAP 1 x ICS 95 (37 hibridos), dan-
do un total de 61 hibridos analizados. Estos hibridos
corresponen a plantas con mayor desarrollo debido a
que fueron las primeras cruzas realizadas a principios
de febrero de 2012.

Aislamiento de ADN

A partir del tejido foliar se realiz6 el aislamiento de ADN
de acuerdo al método descrito por Doyle & Doyle (1987).

Cuantificacion y Calidad del ADN

Los aislados del ADN de las diferentes muestras de
hojas de cacao se analizaron empleando el NANO-
DROP 8000 (Thermo Fisher Scientific Inc., 81 Wyman
Street Waltham, MA 02454 USA). Para determinar su
concentracién en ng/uL y su relacion de absorban-
cia A260/A280 (tasa de absorbancias a 260 nm sobre
280 nm). Se establecié como rango de pureza del DNA
entre los valores de 1.8 a 2.0 y una concentracion
minima requerida de > 200 ng/uL, a partir de estas
se realiz6 diluciones a 10 ng/uL. La determinaciéon de
la calidad e integridad el ADN se llevo a cabo en elec-
troforesis en gel de agarosa. La concentracion fue de
1.5% en buffer SB 1X. La agarosa se fundi6 a 100 °C,
cuando bajé la temperatura necesaria para su mani-
pulacion se vertié y se dejé solidificar en la charola de
electroforesis con los peines colocados. En los pocillos
del gel se cargaron 10 pL de la muestra a 10 ng/uL
previamente mezclados con 4 uL de Biotina-orange.
En cada extremo se cargd 4 uL de marcador de peso A
(100 ng) con 2 uL de Biotina-orange. Se corri6 el gel a
200 voltios y se captur6 la imagen del DNA en el foto
documentador BIO-RAD (Bio-Rad Laboratories, 1000
Alfred Nobel Drive Hercules, CA 94 547 USA).

Microsatélites

La seleccion de los SSR se realiz6 de acuerdo al nu-
mero de alelos y el Contenido de Informacién Polimér-
fica (PIC, por sus siglas en inglés) con las siguientes
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condiciones: menor numero de alelos y que su PIC
sea cercano a 1, lo que nos indica que es un mar-
cador altamente informativo. Los ISSR se seleccionaron
de acuerdo a los resultados obtenidos por Chia-Wong,
Garcia, Suni & Eskes (2011) (tabla 1). El cual utilizé 63
ISSR de los cuales 13 obtuvo resultados sobresalientes.

Seleccidén de los SSR e ISSR para las cruzas

Para llevar a cabo la selecciéon de los marcadores por
cruza (ICS 95 x INIFAP1 e INIFAP 1 x ICS 95), los pro-
genitores fueron amplificados por medio de PCR de
acuerdo a su temperatura de alineamiento de cada
marcador. La PCR fue llevada a cabo en un volumen
final de 20 pL por reacciéon: 1X Taq Buffer, 0.2 mM
de dNTPs, 3 mM de MgCl,, 1 U Taq polimerasa (Invi-
trogen, Life Technologies Corporation, 5791 Van Allen
Way, Carlsbad, CA 92 008 USA), 1 uM de marcador
y 20 nanogramos (ng) de ADN. Para correr la PCR,
se utiliz6 un termociclador Veriti® Thermal Cycler
(Life Technologies Corporation, 5791 Van Allen Way,
Carlsbad, CA 92008 USA) programado de acuerdo a
la temperatura de alineamiento de cada marcador.
Los fragmentos amplificados con 8 pL de Biotina-
orange se separaron mediante electroforesis horizon-
tal en geles de agarosa al 1.5% en buffer SB 1X. Se
cargbé 250 ng con marcador de peso molecular (1 Kb
plus). Se corrié a 160 voltios por 90 min y se captur6
la imagen del ADN en el fotodocumentador BIO-RAD
(Bio-Rad Laboratories, 1000 Alfred Nobel Drive Her-
cules, CA 94 547 USA). Posteriormente, se obtuvieron
los pesos moleculares mediante el programa Kodak
Digital Science 1D.

Tabla 1.
Lista de los SSR e ISSR utilizados para el estudio molecular de las cruzas
de Theobroma cacao L.

Niamero

Marcador Nombre Pb de Alel PIC Cita
Saunders
SSR mTcCIR8  288-304 6 0.92  Mischke, Leamy
& Hemeida (2004)
Cryer,
SSR mTcCIR24 185-203 7 0.95 Fenn, Turnbull &
Wilkinson (2006)
Opoku,
SSR mTcCIR6  222-247 9 0.96 etal (2007)
SSR mTcCIR26 272 -308 8 0.85 Martinez (2007)
Chia-Wong
ISSR UBC829 etal (2011)
Chia-Wong
ISSR UBC830 etal (2011)
Chia-Wong
ISSR UBC835 etal (2011)
Chia-Wong
ISSR UBC841 etal (2011)

Fuente: Elaboracién propia.
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Analisis de resultados por el método
de agrupamiento

Para el analisis de los resultados, la informacion gené-
tica se decodificé en matrices binarias de presencia /
ausencia del total de los alelos presentes tanto en los
progenitores como en la descendencia para cada cru-
za estudiada. Se asign6 el nimero 1 (uno) si en el indi-
viduo esta presente el alelo y O (cero) para la ausencia.
Se les asigno el valor de 9 (nueve) a las amplificacio-
nes considerados como datos no definidos o datos per-
didos. Con el programa de NTSYS-pc 2.0 (Numerical
Taxonomy and Multivariate Analysis System, Applied
Bioestatistics Inc., NY, EUA) (Rohlf, 1997) se genero6
una matriz de similitud con el algoritmo SimQual y el
coeficiente de similaridad (SM). Para la identificacion
de los hibridos se tom6 como indicador < 90% de si-
militud con respecto al parental materno @ y para las
autofecundaciones > 90%. Las semejanzas genéticas a
nivel de ADN fueron agrupadas por el método de Un-
weighted Pair-Group Method using Arithmetic Averages
(UPGMA) en la opcién de SAHN, para de ahi derivar
la formacién del dendograma de similaridad entre los
alelos del estudio.

Analisis molecular

Método de agrupamiento

Este fue realizado de acuerdo a Skroch, Twang &
Nienhuis (1992), de donde se obtuvo una matriz de di-
similaridad o distancias genéticas que contiene las dis-
tancias entre todos los posibles pares de individuos,
posteriormente se graficé el dendrograma a partir de
la matriz de disimilaridad.

Contenido de Informacién Polimarfica (PIC)

El valor PIC toma en cuenta los alelos polimoérficos
de una poblacién para detectar su polimorfismo (An-
derson, Churchill, Autrique, Tanksley & Sorrells,
1993). Los valores PIC para los alelos considerados
altamente informativos tuvieron un valor PIC > 0.50;
razonablemente informativos 0.50 > PIC > 0.25; y con
baja confianza informativa PIC < 0.25 (Botstein, White,
Skolnick & Davis, 1980). En el presente trabajo se us6
la version simplificada para el calculo del PIC de La-
gercrantz, Ellegren & Anderson (1993), en donde se asu-
me que los alelos son homocigotos y la formula usada
para calcular el PIC fue: PIC = 1 - Zpi2, donde pi es la
frecuencia de cada alelo (Warburton & Crossa, 2002).
Por medio de marcadores de ADN tipo SSR e ISSR y
a través de los algoritmos SimQual (matriz de simili-
tud genética) y UPGMA (agrupamiento por similitudes)
se desarroll6 un dendrograma para cada cruza. Con
la matriz de similitud genética y el dendrograma se
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identificaron los individuos que se consideran como
autofecundaciones, asi como los individuos en cada
poblaciéon que presumiblemente son segregantes de-
rivados de la cruza de sus respectivos progenitores,
siendo estos los individuos los que el programa de
mejoramiento de cacao considerara continuar en las
investigaciones en el desarrollo de variedades resis-
tentes a la moniliasis.

RESULTADOS

Andlisis de los microsatélites (simples loci de repeticion
de secuencia, SSR)

En la figura 1, se presentan las amplificaciones de los
marcadores con cada uno de los progenitores y en el
tabla 2, se muestran los pesos moleculares de los ale-
los de los progenitores en mTcCIR 6 (A), mTcCIR 8 (B),
mTcCIR 24 (A) y mTcCIR 26 (B).

Andlisis de las secuencias simples inter repetidas (ISSR)

En la figura 2 se presentan las amplificaciones de los
marcadores UBC 829 (A), UBC 830 (B), UBC 835 (A) y
UBC 841 (B) con cada uno de los progenitores.

En la tabla 3 se muestran los pesos moleculares de
los alelos de los progenitores en UBC 829, UBC 830,
UBC 835 y UBC 841.

Los marcadores utilizados en este estudio a base
de los microsatelites y secuencia simples interepetidas
se encontré que los marcadores SSR: mTcIR 6, mTcIR
8 y mTcCIR 24; asi como los ISSR: UBC 829, UBC 835
y UBC 841 mostraron el 100% de alelos polimoérficos
entre los parentales materno y paterno de cada cruza,
solamente el marcador mTcCIR 26 no fue detectado.

El Contenido PIC detect6 el polimorfismo dentro de
las cruzas analizadas y este parametro permitié la iden-
tificacion de hibridos en F,. En la tabla 4 se presentan
los valores PIC de los marcadores en cada poblacion
de Theobroma cacao L. Los valores PIC para los SSR
se consideran como razonablemente informativos y
los ISSR se consideran altamente informativos (PIC
> 0.50).

Andlisis de la poblacion ICS-95 9 x INI-1 &
y contenido PIC

Con base en el dendrograma (figura 3), se definieron
tres grupos, A By C, donde en el grupo A se encuentra
el parental materno (ICS-95-?) y sus descendientes
41, 59, 92, 241, 338 y 355. De acuerdo al indice de
similitud (tabla 5) se determiné entre el 50% y 56% de
identidad genética de los descendientes con respecto
a ICS-95-9, ya que presentan aproximadamente la mi-
tad de la informacion genética para el parental paterno
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(INI-1-J). Cabe senialar que el descendiente 241 pre-
sent6 el 72% de identidad con respecto a ICS-95-%.
En el grupo B, en el dendrograma, se agrupan el pa-
rental paterno (INI-1-J) y los descendientes 58, 179,
183 y 249, los cuales presentan el 85% de similitud
genética con respecto a INI-1-J, lo que nos indica que
estos descendientes son producto de la cruza artificial
entre los parentales ICS-95 @ x INI-1 J.

A B A
UBC 829 UBCS830 UBC 835
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Figura 1. Imagen de los geles con la amplificacién de los progenitores con los
microsatélites mTcCIR 6 (A) y mTcCIR 8 (B) en la parte izquierda y la
amplificacion de los progenitores con los microsatélites mTcCIR 24 (A)
y mTcCIR 26 (B) en la parte derecha. En cada carril se cargd 17 pL
de PCR de cada progenitor. Se corri¢ a 160 volts en buffer SB 1X. En
el primer carril se observa la escala de tamafios en pares de base del
marcador de peso 1 KB plus.

Fuente: Elaboracién propia.

Tabla 2.

Pesos moleculares de los alelos de los progenitores en mTcCIR
6 (A), mTcCIR 8 (B), mTcCIR 24 (A) y mTcCIR 26 (B). Los pesos
moleculares marcados con * son alelos polimérficos.

Marcador Genotipos
1CS-95 INI-1
mTcCIR 6
905* 857*
857*
mTcCIR 8
943* 2169
524 1166
902*
513
mTcCIR 24
670* 710*
660*
mTcCIR 26
860 850

Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 2. Imagen de gel con la amplificacion de los progenitores con los ISSR UBC 829 (A) y UBC 830 (B) en la parte izquierda y en la parte derecha se observa laimagen
con los ISSR UBC 835 (A) y UBC 841 (B). En cada carril se cargd 17 uL de PCR de cada progenitor. Se corrié a 160 volt en buffer SB 1X. En el primer carril se
observa la escala de tamafios en pares de base del marcador de peso 1 KB plus.

Fuente: Elaboracion propia.

Tabla 3.
Peso molecular de los alelos de los progenitores en UBC 829, UBC 830, UBC 835 y UBC 841. Los pesos moleculares marcados con * son alelos polimorficos.

UBC 829 UBC 830 UBC 835 UBC 841 UBC 841
1CS-95 2725.1* = 2761.4* 4081.5 4081.5
2088.3* - 1064.4 3718.2 3718.2
1666.2* = 921* 2722.2* 2722.2*
1475.5*% - 691.8* 1770.4* 1770.4*
1058.5 - 611.8*% 1333.4* 1333.4*

927.1 - 582.1 1005* 1005*
556.6 891.3* 891.3*

786.8 786.8

635.8 635.8

548.1 548.1

Inifap 1 (INI 1) 2833.3* 3380.2* 2800.5* 3742.4 3742.4
2152.2*% 2671.1% 921* 2800.5* 2800.5*

1555.6* 1949.5* 695.8* 2191 2191
1862* 619.8* 1792.4* 1792.4*

992.3 587.7 1353.2* 1353.2*

860.3 559.4 1016.9* 1016.9*%

916.1* 916.1*

806.7 806.7

699.8 699.8

643.8 643.8

553.8 553.8

Fuente: Elaboracién propia.
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Tabla 4.

Valores PIC de los marcadores en cada poblacion de Theobroma cacao L.

Poblacién

mTcCIR 6

ICS-95 X INI-1

INI-1 X ICS-95

Fuente: Elaboracion propia.

Figura 3. Dendrograma de similitud genética de la poblacion ICS-95 X INI-1.
Fuente: Elaboracién propia.

Tabla 5.

ISSN 0188-6266

mTcCIR 24
0.48

0.47

58
4‘ 183
249

UBC 830 UBC 835 UBC 841
0.74 0.71
0.75 0.83
1C5-95 |
41
E—
1 92 — A
338
241
3ss
(L7 I

40

179

173

l354

337

Matriz de similitud en hibridos procedentes de la cruza ICS-95 X INI-1.

Hibrido

40
41
58

59

Fuente: Elaboracién propia.

indice de similitud genética

ICS 95

0.28
0.56
0.33
0.56
0.22

0.50

INIFAP 1

0.83

0.56

0.78

0.56

0.89

0.61
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Tabla 5.
Continuacion.

indice de similitud genética Grupo de similitud
Hibrido

ICS 95 INIFAP 1 ICS 95 INIFAP 1

92 0.56 0.56 A
93 0.56 0.56
171 0.39 0.72
173 0.67 0.44 B
175 0.39 0.61 B
179 0.11 0.89 B
181 0.44 0.67 B
183 0.22 0.89 B
241 0.72 0.39 A
249 0.22 0.89 B
337 0.33 0.78 B
338 0.56 0.56 A
354 0.67 0.44 B
355 0.56 0.56 A
370 0.50 0.61 B
371 0.44 0.67
387 0.39 0.72
388 0.39 0.72

Fuente: Elaboracion propia.

Finalmente, los descendientes que se agrupan en el
tercer conjunto (grupo C) presentan un rango de identi-
dad entre el 39% - 56% con respecto a INI-1-3, los que
se consideran como hibridos de la cruza. Con base en
estos resultados, se considera que todos los segregan-
tes de esta poblaciéon son derivados de la cruza de los
parental ICS-95-9 x INI-1-J.

En la tabla 6 se observa el indicador PIC para los
marcadores moleculares utilizados en el estudio de la
poblacién ICS-95-9 x INI-1-d, donde los ISSR se con-
sideran altamente informativos (PIC>0.50), ya que
presentan un rango del 0.71 y 0.74 de informacion
polimérfica. Mientras que los SSR se consideran como
razonablemente informativos, los cuales estan entre
los valores 0.42 y 0.49.
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PIC

0.42

0.49

0.48

0.73

0.74

I/::;I;SIPIC de los marcadores utilizados en la poblacion ICS-95 X INI-1.
Poblacién Marcador
ICS-95 X INI-1 mTcCIR 6
mTcCIR 8
mTcCIR 24
UBC 829
UBC 835
UBC 841

Fuente: Elaboracién propia.
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Andlisis de la poblacién INI-1-Q x ICS-95-&
y contenido PIC

En base al dendograma, esta poblaciéon se dividio
en dos grandes grupos, Ay B. En la figura 4 se mues-
tra el dendrograma del grupo A donde se encuentra el
parental materno (INI-1-9), en el que podemos definir
dos subgrupos A, y A,.

En la tabla 7 se muestran los individuos pertene-
cientes a los subgrupos A, y A,. En el subgrupo A,
presentan un rango entre el 71% - 92% de similitud
con respecto a INI-1-Q, de los cuales los individuos
306 y 259 se consideran como autofecundaciones, ya
que presentan el 92% de similitud de su informaciéon
genética con respecto a INI-1-9; mientras que el resto
de los segregantes son hibridos.

El subgrupo A,, presenta un rango del 42% - 71%
de similitud con respecto al parental materno, los
cuales se consideran como hibridos (tabla 7).

En el grupo B se encuentra el parental paterno
(ICS-95-d), donde podemos definir dos subgrupos B,
y B, (figura 5).

Los segregantes del subgrupo B, presentan un
rango del 58% - 96% con respecto a ICS-95-J, donde
los descendientes 45, 303 y 319 presentan el 100%,
96% y 92% respectivamente, por lo tanto, fueron con-
siderados como autofecundaciones. Los individuos del
subgrupo B, presentan un rango entre el 0.46 y 0.75%
de similitud con respecto a ICS-95-3 (tabla 7).

En la tabla 8 se observa el valor PIC de los marca-
dores moleculares de la poblacién INI-1-Q x ICS-95-7,
donde los SSR se consideran como razonablemente
informativos, los cuales presentan un rango 0.47 y el
0.50 de informacion polimoérfica, cumpliendo con la
condicion de: 0.5 > PIC > 0.25. Mientras que los ISSR
UBC 829, UBC 835 y UBC 841 se consideran como
altamente informativos.
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Figura 4. Dendrograma de similitud genética del grupo A en la poblacién INI-1 X ICS-95.

Fuente: Elaboracién propia.
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Tabla7.

Matriz de similitud genética del grupo A (A,y A,) y B (B,y B,) en la poblacion INI-1 X ICS-95'.

Individuo
7

9
44
153
245
255
259
304
306
332
375
392

45

63

161
169
243
247
263
303
319

' Autofecundacion
Fuente: Elaboracién propia.

Figura 5. Dendrograma de similitud genética del grupo B en la poblacién INI-1 X ICS-95.

Fuente: Elaboracién propia.
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A, A,
INL-1 (%) 1CS-95 (%) Individuo INL-1 (%)
0.75 0.29 8 0.71
0.83 0.21 29 0.5
0.71 0.33 43 0.5
0.71 0.33 61 0.5
0.88 0.17 62 0.58
0.71 0.33 97 0.46
0.92 0.13 206 0.42
0.88 0.17 251 0.58
0.92 0.13 288 0.5
0.83 0.21 289 0.67
0.83 0.21
0.75 0.29
B, B,
0.04 1 30 0.38
0.21 0.83 253 0.48
0.21 0.83 261 0.33
0.08 0.88 291 0.38
0.46 0.58 320 0.29
0.33 0.71 331 0.38
0.29 0.75
0.08 0.96
0.13 0.92
_{K}QS
&
—m
B bk
161
6
w
. ®
0
)
21
B: o
3
: %
‘ 5
E rr 1 11117171 ‘ rr 1 1 rrrrr ‘ T o1 1T T T 1T 177 ‘ rr 1 1 11T ‘ rr 11 rrrrr ‘
0.60 0.70 0.80 0.90 1.00

0.50

[

CTA

~ INIVERSITARIA

Multidisciplinary Scientific Journal

1CS-95 (%)

0.33
0.54
0.54
0.54
0.46
0.58
0.63
0.46
0.54
0.38

0.67
0.56
0.71
0.67
0.75
0.67
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Tabla 8.
Valofeg PIC de los marcadores utilizados en la poblacion INI-1 X ICS-95.
Poblacién Marcador PIC
INI-1 X ICS-95 mTcCIR 6 0.47
mTcCIR 8 0.50
mTcCIR 24 0.47
UBC 829 0.87
UBC 835 0.75
UBC 841 0.83

Fuente: Elaboracion propia.

DISCUSION

El desarrollo de cruzamientos controlados para estudios
genéticos es esencial para el mejoramiento genético del
cacao y los resultados hacen necesario confirmar que
la descendencia F, corresponda a hibridos de padre y
madre conocidos. En la actualidad, el uso de marca-
dores moleculares hace posible esta identificacion, la
cual ha sido demostrada para confirmaciéon parental
de diferentes accesiones en bancos de germoplasma
(Motilal & Boccara, 2004; Turnbull et al. 2004) y de
cruzas importantes como SCA6 x 1CSI para la resis-
tencia a la enfermedad escoba de bruja Moniliophtho-
ra perniciosa (Stahel) Aime & Phillips-Mora (Schnell
et al. 2004). La identificacion de hibridos verdaderos
con determinado grado de parentesco a su progeni-
tor femenino y masculino permitira su caracterizacion
y evaluacién en campo, sin que involucre trabajo de
investigacion con falsos hibridos. Los marcadores uti-
lizados en este estudio a base de los microsatelites y
secuencia simples interrepetidas se encontré que los
SSR: mTcIR 8 y mTcCIR 24 asi como los ISSR: UBC
829, UBC 835 y UBC 841 mostraron el 100% de alelos
polimoérficos entre los parentales materno y paterno
de cada cruza, solamente el marcador mTcCIR 24
no fue detectado, estos resultados son similares a lo
reportado por Zhang et al. (2009) y Guiltinan (2007),
quienes han senalado que los marcadores SSR son
los mas aceptados y confiables para la caracteriza-
cion molecular del cacao y de utilidad para establecer
relaciones de parentesco en cruzamientos como se
ha observado en el presente trabajo. Los SSR se han
estado utilizando para caracterizaciéon de germoplas-
ma del cacao (Zhang et al.,, 2009) y su aplicacion de
estos marcadores ha permitido entender mejor la va-
riacion genética.

En el presente trabajo fue posible identificar 58 hi-
bridos verdaderos con determinado grado de parentesco
a su progenitor femenino y masculino y determinar su
indice de similitud genética por medio de microsateli-
tes e ISSR, sin embargo, se observo mayor poliformis-
mo utilizando los ISSR. El elevado polimorfismo que
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presentan estos marcadores y la posibilidad de poder
detectar ambos alelos paternos y maternos, los hace
muy uUtiles para identificaciones individuales, ya que
resulta muy poco probable que dos individuos elegi-
dos al azar, si son analizados para una serie de marca-
dores, compartan todos sus alelos (Aranguren-Méndez,
Roman-Bravo, Isea, Villasmil & Jordana, 2015).

Se han reportan que los valores PIC de los SSR son
altamente informativos con un rango del 0.92-0.96
(Sauders et al., 2004; Cryer et al., 2006; Opoku et
al., 2007). En este estudio se encontraron valores PIC
de 0.42 a 0.49 y de 0.47 a 0.50 en las cruzas ICS 95 x
INI 1 y su cruza reciproca respectivamente, estos valo-
res diferenciales se debe basicamente al acervo genéti-
co entre el trabajo de los autores citados y el presente
estudio. El analisis de 61 descendientes de cacao rea-
lizado en este trabajo, provenientes de cruzas contro-
ladas y con el empleo de los SSR e ISSR ha permitido
conocer su similitud genética de estos a sus progenitores
masculino o femenino, lo cual representa un avance
importante en el mejoramiento genético del cacao en
México para avanzar en el proceso de obtencion de
hibridos para resistencia a moniliasis.

CONCLUSIONES

Con base en estos resultados, se considera que todos
los segregantes de la poblaciéon ICS 95 x INI 1 son
derivados de la cruza. El indicador PIC para los mar-
cadores moleculares utilizados en el estudio de la po-
blacién ICS-95 x INI-1, especificamente para los ISSR
se consideraron altamente informativos (PIC > 0.50), ya
que presentan un rango del 0.71 y 0.74 de informaciéon
polimoérfica. Mientras que los SSR se consideran como
razonablemente informativos, los cuales estan entre
los valores 0.42 y 0.49. Con referencia a la cruza INI 1
x ICS 95, los individuos 45, 306 y 259 se consideraron
como autofecundaciones, ya que presentan el 100%,
92%, respectivamente de similitud de su informacion
genética con respecto a INI-1-Q. Con la utilizacién de
microsatelites e ISSR fue posible identificar 58 hibri-
dos verdaderos.
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