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EVALUACION DE LA DIVERSIDAD GENETICA Y CULTIVO in vitro DE CUATRO RAZAS DE
CACAHUATE (Arachis hypogaea L.)

EVALUATION OF GENETIC DIVERSITY AND in vitro CULTURE OF FOUR RACES OF
PEANUT (Arachis hypogaea L.)

Maria Teresa Oliveros Gonzélez', Juan P. Legaria Solano?

RESUMEN

La especie Arachis hypogaea L. es una oleaginosa
de importancia mundial que posee una amplia
variabilidad genética poco estudiada y con gran
potencial de uso en programas de conservacion y
fitomejoramento. En el presente estudio se
evaluaron 12 variedades de A. hypogaea L.,
provenientes de cuatro razas de cacahuate
cultivadas en México. El objetivo fue evaluar la
diversidad genética (intra e interpoblacional)
presente en esta colecta, utilizando marcadores
morfolégicos y moleculares tipo RAPD e ISSR.
Ademas de realizar una evaluacién in vitro para
establecer un protocolo de regeneracion. Los
resultados indican que los marcadores moleculares
discriminan mejor que los morfol6gicos a los
genotipos evaluados, al igual que los ISSR los
agruparon mejor que los RAPDs. Las razas mas
relacionadas fueron A. hypogaea raza Espafiol y A.
hypogaea raza Valencia, mientras que las
variedades con mayor diversidad genética fueron A.
hypogaea "NC17-UACH’", A. hypogaea "Criollo de
Ocozocuautla” y A. hypogaea "Rojo de Huazulco™.
También, un 53.5 % de la variabilidad genética
observada es posible atribuirla a diferencias dentro
de las poblaciones y el resto (46.5 %) se debe a
diferencias entre ellas. Por otro lado, la
investigacién in vitro reveld que las mejores
respuestas morfogénicas se obtuvieron con los
explantes yema y hoja, con las variedades “Rojo de
Huazulco™ (raza Valencia) y “Tersal” (raza Espafiol)
y con las concentraciones hormonales de 4 mgL-1
de 2,4-D y 2.5 mgL-1 BA para formacidn de callos
y la regeneracion de brotes, respectivamente.

Palabras Clave: Diversidad genética, Arachis
hypogaea L., caracterizacién,  marcadores
moleculares, cultivo in  vitro, respuestas
morfogénicas.

Tesista
Director

ABSTRACT

Arachis hypogaea L. specie is a global important
oilseed that has extensive genetic variability that
has not been studied in depth, with great potential
for use in conservation programs and plant
breeding. In the present study, we evaluated 12
varieties of Arachis hypogaea L., from four races of
peanut grown in Mexico. The objective was to
assess the genetic diversity (intra and inter-
population) in this collection, using morphological
and molecular markers RAPD and ISSR. In
addition, an assessment to establish an in vitro
regeneration protocol, was conducted. The results
indicated that the molecular markers discriminate in
a better way that the morphological markers, and
the pooled ISSR+RAPDs were better than the
individual markers. The most related genotypes
were A. hipogaea ‘Spanish’ race and A. hypogaea
‘Valencia’ race, while varieties with greater genetic
diversity were A. hypogaea 'NC17-UACH', A.
hypogaea 'Ocozocuautla landrace' and A. hypogaea
'‘Red Huazulco'. A 53.5 % of the observed genetic
variability may be attributed to differences within
populations and the rest (46.5 %) is due to
differences between them. Furthermore, the in vitro
research revealed that the best morphogenic
responses were obtained with bud and leaf explants,
with the varieties 'Red Huazulco' (‘Valencia’ race)
and 'Tersal' (race ‘Spanish’) and hormonal
concentrations of 4 mgL-1, 2,4-D and 2.5 mgL-1
BA for callus formation and regeneration of shoots,
respectively.

Keywords: Genetic diversity, Arachis hypogaea L.,
characterization, molecular markers, in vitro
culture, morphogenic responses.
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ABREVIATURAS USADAS

Medidas/ Dimensiones

°C: Grados centigrados
ha: Hectarea

h: Hora

Kg: Kilogramo
mg: Miligramo
kb: Kilobase

L: Litro

M: Molar

min: Minutos
seg: Segundos
mM: Milimolar
UM: Micromolar
pM: Picomolar
pL: Microlitro

rpm: Revoluciones por Minuto

Compuestos / Sustancias

MS: Medio de cultivo formulado con sales inorganicas Murashige y

Skoog (1962).

BAP: Benciladenina o 6- Bencilaminopurina
2,4-D: Acido 2,4 diclorofenoxiacético

NAA 6 ANA: a-Acido Naftalenacético

IAA 6 AIA: Acido Indolacético

IBA: Acido Indolbutirico

Xiv



.  INTRODUCCION

La diversidad genética de las plantas generada durante la evolucion,
hibridacién, seleccién natural y manipulacién humana proporcionan la base para
la producciéon mundial de alimentos. Esta diversidad es amenazada por la
pérdida de su habitat, el desarrollo y crecimiento de la poblacibn humana, y
otros factores; por lo que su conservacioén adquiere cada vez mayor importancia
a nivel mundial y demanda preocupacion por mantener el mayor nimero de
especies conservadas no solo en su centro de origen, sino también en aquellos
lugares donde su uso tiene importancia o potencial (Castillo, 1996).

El principal objetivo de conservar germoplasma es dar un uso adecuado y
oportuno al material genético conservado, para tal propésito es necesaria la
correcta clasificacion y caracterizacion de los individuos (Tapia, 2007), en
donde se consideren el registro de rasgos morfolégicos y moleculares
altamente heredables para taxonomia, genética y otros propdésitos de manejo
(Breeting y Widrlechner, 1995; Castillo, 1996).

El mejoramiento genético es un proceso a largo plazo, sobre todo con el uso de
las metodologias tradicionales, por lo que es necesario recurrir al apoyo de las
nuevas técnicas desarrolladas en biologia molecular y biotecnologia basadas
en el uso del material genético o ADN para la identificacion de poblaciones de
interés. La informacion genética que posee cada individuo es determinada por
su genotipo y se refiere a la totalidad de su informacion genética o parte de ella
(Bergmann et al., 1989). Los marcadores genéticos se utlizan en la

investigacion vegetal basica, en mejoramiento, caracterizacion y conservacion;



etiquetado de genes; introgresion asistida de alelos favorables y proteccion de
variedades comerciales (Henry, 2001).

La distribucién y ocurrencia natural del género Arachis esta confinada en
aguella area de Sudamérica limitada por el rio Amazonas en el norte, el rio de
la Plata en el Sur, por el Océano Atlantico en el este y por las faldas de los
Andes en el oeste, aunque la distribucién del género puede llegar a ser amplia.
La mayor diversidad ocurre en la region de Matto Grosso, Brasil. Esta region se
considera como el centro de origen del género (Sanchez, 1992).

Actualmente, el cacahuate es reconocido como un cultivo leguminoso
importante a lo largo de América, Africa y Asia, donde es cultivado para su
consumo local y comercio internacional, como alimento o como producto
oleaginoso (Tombs, 1963, citado por Jayashree et al., 2005).

En el mundo se cultivan alrededor de 24.01 millones de ha, siendo China, India,
Nigeria, Estados Unidos y Senegal los principales paises productores (FAO,
2010), mientras que en México se siembran 63,970.53 ha, concentrando el
80.48 % de su produccién en los estados de Sinaloa, Puebla, Oaxaca, Chiapas
y Chihuahua (SIAP, 2011).

En México, el mejoramiento genético de cacahuate se ha dirigido a obtener
mayores rendimientos de este cultivo, basandose en caracterizaciones
morfolégicas (Martinez, 1999) y evaluaciones agrondémicas para conocer su
respuesta a condiciones ambientales (Orihuela, 1998). En contra parte, paises
como Estados Unidos, Chile, Brasil y Egipto se han enfocado a estudios mas
especializados como la diversidad genética morfologica (Marques, 2007), la

diversidad genética molecular (Cuc et al., 2008), el analisis de secuencias
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genomicas (Jayashree et al., 2005), mapeo del genoma (Varshney, 2009),
caracterizacion de mutantes y la asociacion de marcadores moleculares
relacionados con resistencia a enfermedades (Azzam, 2007), asi como el
establecimiento de protocolos de regeneracion en cultivo in vitro (Cucco, 2000).
Ante este panorama y considerando la fuerte competencia que tienen los
cacahuates mexicanos en el mercado internacional, asi como su potencial para
cultivarse en condiciones de sequia y temperaturas elevadas, se hace
necesario el estudio de la variabilidad genética presente en los materiales
cultivados en nuestro pais, a fin de utilizar esta informacion para el
planteamiento y desarrollo de programas de fitomejoramiento que permitan la
obtencion de variedades comerciales competitivas, de alto impacto y mejor

calidad.
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II.  OBJETIVOS GENERALES

Evaluar la diversidad presente en 12 accesiones de cuatro razas de
cacahuate (Arachis hypogaea L.), utilizando marcadores tipo RAPD’s,

ISSR y morfolégicos.

Determinar las respuestas morfogénicas en cultivo in vitro para algunos

materiales de A. hypogaea L.

. HIPOTESIS

Ho: No se manifiestan respuestas morfogénicas in vitro, ni existe
variabilidad genética dentro y entre las poblaciones de las cuatro razas

de cacahuate (Arachis hypogaea L.) estudiadas.

Ha: Es posible detectar respuestas morfogénicas in vitro y variabilidad
genética dentro y entre las poblaciones de las cuatro razas de cacahuate

(Arachis hypogaea L.) estudiadas.



IV. REVISION DE LITERATURA

4.1 Descripcién de Arachis hypogaea L.

El cacahuate cultivado fue clasificado por Linneo en 1753 y pertenece a la
familia de las Fabaceae, al género Arachis y la especie hypogaea (Cuadro 1).
Krapovickas y Gregory (1994) citados por Patte y Stalker (1995), clasificaron a
A. hypogaea por regiones geograficas definiendo dos subespecies y seis

variedades o razas boténicas (Cuadro 2).

Cuadro 1. Clasificacion taxondmica de cacahuate por Salas (1985).

Reino Plantae
Subreino Embriophyta
Division Anthophyta
Subdivision Angiospermae
Clase Dicotiledoneas
Subclase Arguiclamideas

Orden Rosales
Suborden Rosineas
Familia Fabaceae
Subfamilia Papilonoideae
Tribu Aeschynomeneae
Subtribu Stylosanthinae
Género Arachis
Especie hypogaea

Segun Kaprovicas y Gregory, se reconocen seis centros de diversificacion
secundaria:

a) Region Guarani. Incluye las riveras de los rios Paraguay y Parana. Esta

region es rica en la subespecie fastigiata, con presencia de las formas

tipos “Spanish” y “ Valencia”; las formas de la subespecie hypogaea se

encuentran en menos cantidad.



Cuadro 2. Subespecies y variedades de Arachis hypogaea L.

Variedad . o .
L Tipo Localizacion Caracteristicas
Botanica
Subespecie hypogaea
Yemas no florales en el
tallo principal, pares
- alternados de yemas no
Hypogaea Bolivia, florales y reproductivas
ypog Amazonas yrep
en las ramas, ramas
cortas, menos
pubescentes.
Plantas rastreras o
Virginia erectas, Menos
pubescente.
Menos pubescente,
Rastrero .
fruto y semilla
(Runners) ~
pequefios.
Mas pubescente, frutos
. Peruano . muy corrugados con
Hirsuta Peru ly 9
Rastrero semillas color purpura o
morado
Subespecie fastigiata
Yemas florales en el tallo
principal, secuenciacion
Fastigiata Valencia de pares de flores y
yemas reproductivas en
las ramas.
Brasil
(Guadanian,
. ~ Goias, Minas Mayor ramificacion,
Vulgaris Espafiol .
Gerais), ramas curvas,erectas
Paraguay, Perq,
Uruguay
Peru, Noroeste
s Menos pubescente,
, de Bolivia ( no . . -
Peruviana . vaina con reticulacion
existe en
- profunda.
México)

Aequatoriana

Ecuador (no
existe en
México)

Muy pubescente, con
reticulacién profunda de
la vaina, tallos purpura,
mas ramificado, erecto.

Fuente: Patte y Stalker, 1995.




b) Sureste de Brasil (Goias y Minas Gerais). Comprende las riveras de los
rios Tocantin y Sao Rnecisco. Predominan las formas de la subespecie
fastigiata y los tipos “Spanish”.

c) Oeste de Brasil (Randonia y noreste de Matto Grosso). Se encuentran en
esta region los cacahuates de la especie A. nambyquare que ahora se
consideran como una forma de hypogaea y unas pocas formas de
fastigiata con cuticulas amarillas.

d) Bolivia (cuesta oriental de los Andes). La variedad botanica hypogaea y
sus formas predominan en esta area, mostrando una gran variabilidad
para varios caracteres morfologicos.

e) Peru. En esta zona se localizan los cacahuates mas primitivos del tipo
“Valencia” (variedad fastigiata), caracterizados por frutos muy
constrefiidos y muy picudos y con pericarpios reticulados y muy gruesos.

f) Noroeste de Brasil. En esta region existe una extensa variabilidad de la
subespecie fastigiata. Las formas “Spanish” predominan, algunas de las

cuales tienen semilla grande.

Investigaciones mas recientes de Banks y Pietralli presentan siete centros de
diversidad y el mas reciente puede ser Ecuador, donde el material colectado se
parece a las accesiones que han sido designadas como A. hypogaea,

subespecie fastigiata, variedad aequatoriana (Krapovickas y Gregory, 1994).



4.2 Caracteristicas Bromatolégicas del Cacahuate

En nuestro pais la semilla de cacahuate es consumida en diversas formas:
tostada, salada o dulce, de manera directa o procesada. También se extrae su
aceite para la elaboracién de margarinas, la pasta tiene una enorme demanda
para la preparacion de alimentos balanceados por su alto contenido proteico
(28- 30 %) y el alto contenido de aceites (50 % en promedio). Por lo anterior, es
considerado entre las semillas méas nutritivas y con un alto aporte de energia.
Se reporta que en general el cacahuate tiene un contenido promedio de
proteinas del 28.5 % y de lipidos 46.3 % en la almendra (Ochse, 1965). Las

caracteristicas bromatolégicas de Arachis se muestran en el Cuadro 3.

Cuadro 3. Composicion quimica promedio de la semilla de Arachis.

CONCEPTO % PESO SECO
Humedad 5.0
Proteina 28.5
Lipidos 46.3
Fibra cruda 2.8
Extracto Libre de Nitrégeno 13.3
Cenizas 2.9
Azucares reducidos 0.2
Azucares disacaridos 4.5
Almidén 4.0
Pentosas 2.5

Fuente: Ochse, 1965.

4.3 Cultivo in vitro de Tejidos Vegetales

Es una propagacion artificial de tipo asexual de plantas utilizando técnicas de
cultivo in vitro, consiste en regenerar una planta a partir del cultivo de material
vegetal, el cual, a su vez procede de tejido especializado (George et al., 2008;

Pérez, 2009 y Castillo, 2001).El cultivo de tejidos es un proceso por el que



piezas pequeiias de tejido vivo (explantes) se aislan de una planta y se cultivan
asépticamente por periodos indefinidos de tiempo en un medio nutritivo.

Este tipo de propagacion es posible por la totipotencialidad de las células
vegetales, es decir, la capacidad de desdiferenciarse y bajo condiciones
controladas in vitro, regenerar una planta completa a partir de una célula aislada
o un tejido vegetal. Todos los cultivos se inician a partir de un explante que
puede ser un fragmento de tejido u 6rgano de cualquier parte de la planta ya
sea tallo, hoja, raiz, yemas, primordios florales, anteras u otros (George et al.,
2008; Pérez, 2009; Castillo, 2001 y Mora, 2012). Para que el cultivo de tejidos
sea exitoso es mejor iniciar con un explante rico en células indiferenciadas e
indeterminadas; por ejemplo los del cortex o de tejido meristematico debido a
gue tales células son capaces de proliferar rapidamente.

En 1957 Skoog y Miller reportaron que el balance auxina- citocinina era muy
importante para el crecimiento de las células en el cultivo. Con niveles
relativamente altos de auxinas y niveles relativamente bajos de citocininas,
ocurria el crecimiento indiferenciado de callo. Por el contrario, niveles
relativamente altos de citocininas respecto a auxinas inducian la aparicion de
ramas diferenciadas. En 1962, Murashige y Skoog publicaron los detalles de un
medio distinto con altos niveles de NH4, medio que hasta la fecha ha sido
utilizado con excelentes resultados en el cultivo de tejidos vegetales (Pierik,
1998; Castillo, 2001; Nunez et al., 2006; Magallanes-Cedefio, 2004 y Mora,
2012).

La organogénesis es la capacidad de formar nuevos 6rganos vegetales a partir

del explante como raices y brotes adventicios, esta puede ser de dos tipos:
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organogénesis directa y organogeénesis indirecta. La organogénesis directa
consiste en la formacion de los 6rganos en el lugar del explante original, en la
organogénesis indirecta se origina primero tejido calloso y a partir de éste se
comienzan a originar los 6rganos (Pérez, 2009 y Olmos et al., 2010).

La embriogénesis somética se define como la capacidad de algunas células
para formar embriones en condiciones de cultivo in vitro. Al igual que en la
organogénesis, existen dos tipos de embriogénesis somatica in vitro, la directa
(ESD) y la indirecta (ESI). La primera consiste en la aparicion de los embriones
en el explante original y en la segunda se requiere primero proporcionar al tejido
las condiciones para inducir la formacion de embriones, ya que este no
presenta ceélulas proembriogénicas; para posteriormente cambiarlo a
condiciones que sean propicias para la diferenciacion de embriones. Por ultimo,
la multiplicacién por yemas y apices se basa en la formacioén de nuevos brotes a
partir de meristemos, lo que no implica fendbmenos de desdiferenciacion vy
rediferenciacion como ocurre en las otras dos vias de multiplicacién in vitro
descritas anteriormente. Sin embargo, esta via de cultivo in vitro resulta ser
menos efectiva que las anteriores, ya que se produce soélo una planta por
meristemo (Pérez, 2009 y Barbat, 2006).

El cultivo in vitro genera algunas ventajas, una de ellas es el hecho que esta
técnica no soOlo sirve para micropropagar un cultivo, sino que también
proporciona saneamiento y mantenimiento de plantas libres de patdégenos.
Ademas, esta técnica es considerada como una técnica de clonacion, es decir,

se pueden propagar plantas élite con caracteristicas especificas, las cuales al
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ser propagadas tradicionalmente por otro método de multiplicacion vegetativa o

cruzas clasicas, no permanecerian en la planta hija (Estopa, 2005).

4.4 Investigaciones de Cultivo in vitro en Cacahuate

Fontana y et al. (2009) realizaron un experimento para evaluar la organogénesis
y regeneracion del explante hoja en tres accesiones de cacahuate cultivadas en
medio MS suplementado con diferentes concentraciones de ANA, IAA, BAP,
kinetina y thidiazuron. Los mejores resultados para la regeneracion de yemas
de observaron en el medio adicionado con 13.62 yM de thidiazuron y 4.44 de
BAP, mientras que la elongacién de estas yemas se obtuvo con 0.54 uM de
ANA, 13.95 puM kinetina and 13.32 uM BAP. Ademas, indicaron que el genotipo
juega un rol importante en las respuestas morfogénicas y en los efectos 6rgano
genéticos obtenidos.

En otro estudio, realizado por Tyagi et al. (1993) se empleo una variedad tipo
Virginia, de la cual se tomaron como explantes cotiledones, hojas y embriones.
Encontrando que la multiplicacion de brotes se origin6 de nudos cotiledonales
con 3.0 mg/L de BAP y 0.5 mg/L de IAA. Por su parte, Venkatachalam et.al.
(1996) evaluaron inducciébn a callos y morfogénesis en seis explantes
(hipocotilo, epicotilo, yema axilar, nudo cotiledonal, hoja madura y embriones
inmaduros), cultivados en medio MS adicionado con diferentes concentraciones
de vitamina B5, y diferentes concentraciones de IAA, NAA, IBA y BAP. Sus
resultaron indican que las hijas maduras son los mejores explantes para formar
callo, en contraparte, la mejor regeneracion de brotes se llevo a cabo con nudos

cotiledonales y en medio con 2.0 mg/L de IBA 'y 0.2 mg/L de kinetina.
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4.5 Diversidad Genética

La variabilidad genética o diversidad genética en sentido amplio es el
componente mas basico de la biodiversidad y se define como las variaciones
heredables que ocurren en cada organismo, entre los individuos de una
poblacién y entre las poblaciones dentro de una especie (Pifiero, 2008).

El enfoque de cuantificar la variacion genética puede ser generalmente
dividido en tres categorias basadas en: a) observaciones, b) suposicion, c)
similitud. Los enfoques basados en la observacion son los métodos mas
simples de evaluacion de la diversidad y proponen un valor Unico de la
amplitud de la diversidad dentro de un grupo (ej. niumero de alelos) y son
tipicamente asociados con las medidas de riqueza alélica. Otras medidas son
suposiciones del equilibrio de Hardy- Weinberg. Por lo tanto las desviaciones de
Hardy-Weinberg pueden ser probadas. El uso principal de este enfoque
consiste en determinar la cantidad total de diversidad genética dentro de una
especie y su grado de compartimentacibn dentro y entre poblaciones. El
enfoque de similitud (ej. indices de Simpson y Shannon) se basa en el grado de
alelos compartidos en una poblacién, se puede utilizar en una gama de
métodos de marcadores moleculares y es comunmente asociado con los
andlisis de datos dominantes. La similitud estadistica mide el grado de parecido
entre pares de poblaciones o especies (Lowe et al., 2004).

La informacion sobre identificacion, diversidad genética y relaciones entre

cultivares es importante para la conservacion eficiente, mejoramiento y
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utilizacién de los recursos fitogenéticos. Previamente, esta informacion se ha

obtenido usando marcadores morfolégicos (Huaman et al., 1977).

4.6 Marcadores Genéticos

Dentro de los organismos vivos existe una gran variedad de formas
(morfologicas) que los distinguen entre si. Esta variabilidad o “polimorfismos”
genéticos, ocurren en forma natural dentro y entre diferentes poblaciones de
organismos. Cualquier diferencia genética detectable entre 2 individuos sirve
entonces como una etiqueta o “marcador genético” que se convertira en un
rasgo caracteristico propio de cada individuo o de cierto grupo de individuos. Un
marcador genético es una banda de ADN que puede estar asociada con un
caracter agrondémico si se habla de plantas y pueden ser morfologicos,
moleculares o bioquimicos (Valadez y Kahl, 2005). Algunas de sus
caracteristicas se observan en el Cuadro 4.

Los marcadores son las caracteristicas distintivas de un organismo o0 una
poblacion que se manifiestan de manera constante, aspecto en que se basa la
seleccion de individuos deseables en el mejoramiento genético. Los aspectos
ideales para un marcador son: a) polimorfismo, b) herencia mendeliana y no
epistasis, c) insensibilidad a la influencia de factores ambientales, d) ausencia
de efectos en el desarrollo de la planta, es decir, comportamiento neutro, e)
simplicidad en la identificacion y analisis, f) codominancia y, g) posibilidad de
deteccion en las primeras fases del desarrollo de la planta (De Viene, 2003).
Los marcadores genéticos se utilizan en la investigacion vegetal basica, en

mejoramiento, caracterizacibn 'y conservacion; etiguetado de genes;
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introgresion asistida de alelos favorables y proteccion de variedades

comerciales (Henry, 2001).

Cuadro 4. Caracteristicas de los marcadores genéticos.

Caracteristica Proteinas Isoenzima RFLP RAPD VNTR AFLP SSR
Polimorfismo Alto Bajo Bajo- Medio- Medio-alto  Medio Alto
alto alto -alto
EStab'“dad Alta Moderada Alta Alta Alta Alta Alta
ambiental
Numero de loci Bajo Medio Alto Alto Alto Alto Alto
Reproducibilidad Alta ~ Moderada- . Moderada .. Ata  Alta
alta - alta
S Rapida- Rapida- Lenta Rapida- . Lenta- Lenta-
Aplicacién Intermedia
barata barata - cara cara cara cara

Fuente: Becerra y Paredes (2000).

RFLP: Fragmentos de restriccion polimorficos, RAPD: Amplificacion de ADN al azar, VNTR:
Numero variable de repeticiones en tdndem, AFLP: Amplificacion de fragmentos polimérficos,
SSR: Secuencias simples repetidas.

4.6.1 Marcadores Morfoldgicos

Los marcadores morfologicos son el primer indicador visible para la
identificacion y diferenciacion de genotipos, aspecto que es cuidadosamente
estudiado en el area del mejoramiento genético para la seleccion adecuada de
vegetales y animales. Los rasgos morfolégicos son los marcadores mas
antiguos y ampliamente usados y pueden ser Optimos para ciertas aplicaciones
en el manejo de germoplasma. Su principal ventaja es la simplicidad, rapidez y
bajo costo; sin embargo, su empleo es limitado debido a que suelen presentar
dominancia, pleiotropia, epistasis e incluso algunos son deletéreos, ademas de
gue son limitados, complejos y fuertemente influenciados por el ambiente

(Tapia, 2007).
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4.6.2 Marcadores Bioquimicos

Los marcadores bioquimicos pueden estar representados por los metabolitos
secundarios, proteinas estructurales, isoenzimas o enzimas (Valadez y Kahl,
2005), teniendo como principio el analisis mediante la separacion de los
polipéptidos por electroforésis (Bassini, 1976).

Las caracteristicas principales de las isoenzimas incluyen la simplicidad,
cantidad minima de material en estudio, bajo costo y una cobertura del genoma
de 10- 20 loci por especie, ausencia de epistasis y presencia de influencias
ambientales, este aspecto es de vital importancia ya que estas proteinas
pueden ser afectadas cualitativa y cuantitativamente en su nivel de expresion
por factores ambientales; por lo tanto, para eficientar la técnica deben ser
identificados los estados de desarrollo de las plantas en las cuales la proteina
sea estable (Becerra y Paredes, 2000). Los marcadores con isoenzimas se
caracterizan por presentar expresion alélica de tipo codominante, lo que permite
hacer comparaciones entre especies, poblaciones de una misma especie y
detectar la presencia de hibridos e introgresion de genes (Paredes y Gepts,
1995).

Las limitaciones de los marcadores morfolégicos y bioquimicos han sido
superadas con la nueva generacion de marcadores moleculares basados en las
variaciones del ADN, ya que presentan la caracteristica de no ser afectados por
el ambiente y dependen directamente de las propiedades del ADN, las cuales
no cambian aunque las plantas estén sujetas a condiciones ambientales

cambiantes (Mendoza y Simpson, 1996).
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4.6.3 Marcadores Moleculares

Los organismos vivos pueden revelar regiones con diferentes secuencias
nucleotidicas (polimorfismos) que los hacen diferentes de otros individuos y
fungen como una huella genética y como marcador molecular, esta variabilidad
o polimorfismos genéticos ocurren de manera natural entre y dentro de
diferentes poblaciones de organismos (Trigiano y Caetano-Anolles, 1995).
Estas diferencias son resultado de cambios o rearreglos entre las bases que
forman el ADN como translocaciones, inversiones, inserciones o deleciones en
regiones homdélogas. Estos marcadores, ademas tienen la ventaja de ser
dominantes o codominantes y no son influenciables por el ambiente (Nieto et
al., 2005 y Valadez y Kahl, 2000). Las huellas gendmicas (DNA fingerprinting)
hacen referencia a la identidad genética de un organismo, y se representan por
los perfiles de ADN obtenidos mediante electroforésis, aunado al peso
molecular de cada una de las bandas (Valadez, 2006).

Los marcadores moleculares de ADN pueden agruparse en tres categorias,
dependiendo el tipo de técnica que se utiliza para generarlos. La primera
categoria se basa en la técnica de hibridacion (Southern), cuyo propdsito
principal es explorar las variaciones en la longitud de los fragmentos de ADN
ocasionados por la restriccion del genoma con alguna endonucleasa particular.
La segunda categoria agrupa las metodologias basadas en la tecnologia de la
reaccion en cadena de la polimerasa o PCR (Polymerase Chain Reaction). Esta
tecnologia utiliza secuencias de oligonucleétidos que inician la sintesis in vitro

de fragmentos de ADN de longitudes variables no mayores de 6 kb en
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promedio. Estas secuencias pueden ser aleatorias, semialeatorias o
especificas. La tercera categoria involucra metodologias que combinan la PCR
o0 sus productos de ADN mas la hibridacion tipo Southern. Por ejemplo la
técnica de RAHM (Random Amplified Microsatellite Polymorphism) o llamada
también RAMPO, gque requiere de la sintesis previa de ADN con cualquiera de
las metodologias de la PCR y la posterior hibridacion con alguna sonda que
detecte microsatelites, optimizando de esta manera la tipificacién del ensayo,
pues con el resultado de la PCR se detecta un patrén de fragmentos llamados
de “primera generacion” pero al hibridar las huellas con una sonda radioactiva
que detecta microsatelites se revela otro patron llamado de “segunda
generacion”(Valadez y Kahl, 2000).

Las propiedades deseables de los marcadores moleculares deben ser: a) facil
acceso a cientos de caracteres (a veces miles) en un corto periodo de tiempo,
b) alto nivel de polimorfismo, c¢) herencia codominante, d) designacion no
ambigua de alelos, e) ocurrencia frecuente en el genoma, f) comportamiento
neutral (no son influidos por el ambiente), g) ensayos rapidos y faciles y, h) alta
reproducibilidad (Valadez, 2006). Los marcadores moleculares representan
variacion genética permitiendo estimar parentesco entre diferentes genotipos v,
consecuentemente, predecir cuéles apareamientos producirdn nuevas Yy
superiores combinaciones de genes. Los principales usos son la realizacion de
mapas genomicos, analisis de germoplasma como nuevas fuentes de variacion,
identificacion de genotipos, deteccion de hibridos y determinacién de rangos de
autocruzas, analisis de pedigri, etiquetado de genes que controlan caracteres

de importancia comercial, elaboracibn de mapas de loci con rasgos
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cuantitativos, estudios de introgresion de genes, poblacion genética y estudios
taxondmicos y expansion del conocimiento sobre la estructura del genoma

(Doyle y Doyle, 1990).

4.6.4 Técnicas para Realizar Marcadores Moleculares

4.6.4.1 Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) es un proceso in vitro que
permite amplificar secuencias de ADN de manera exponencial (Valadez y Kabhl,
2005). Tiene varios requerimientos, entre los cuales es indispensable un molde
de ADN, moléculas iniciadoras llamadas “primers”, cebadores o iniciadores, una
enzima Taq ADN polimerasa resistente a fluctuaciones de temperatura, una
mezcla de desoxirribonucleésidos trifosfato (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), un
amortiguador apropiado y un equipo llamado termociclador que tiene la
capacidad de cambiar las temperaturas dependiendo del ciclaje programado
(Valadez y Kahl, 2000). La PCR se realiza en tres pasos: el primero es una
desnaturalizacion que sirve para separar la cadena doble de ADN en dos
sencillas a alta temperatura (94° C); en el segundo, la temperatura se reduce
para permitir el alineamiento de las moléculas iniciadoras o "primers" a la
secuencia blanco o secuencia original del ADN; en el tercer paso se lleva a
cabo la elongacién o extensién (polimerizacion) de la molécula iniciadora,
momento donde interviene la enzima Tag ADN polimerasa que anexa a esta
molécula los desoxirribonucle6tidos necesarios para formar la nueva cadena de
ADN; esta enzima tolera hasta 72 °C de temperatura. Al término de dichos

pasos se realiza un ciclo de amplificacion. La reaccion se realiza en un
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termociclador, el cual es wun incubador pre-programado que cicla
automaticamente (Valadez y Kahl, 2005).

Segun la técnica, se usan uno o dos oligonucleétidos sintéticos (iniciadores),
generalmente de entre 10 a 30 pares de bases de longitud y complementarios a
la secuencia nucleotidica de los extremos del ADN o disefiados para hibridar en
direccidon contraria. El método implica la ejecucidon de una serie repetitiva de
ciclos, cada uno de los cuales involucra la desnaturalizacion del ADN, la union
del iniciador a la cadena desnaturalizada y la sintesis, a partir del iniciador, de
una doble cadena mediante la accion de la polimerasa. Lo anterior resulta en
una acumulacién exponencial de un fragmento especifico de ADN (Valadez y
Kahl, 2000), llegando a obtener millones de copias que por cantidad es posible
visualizar aun cuando la secuencia que se busca se encuentre en
concentracion muy baja (Saiki et al., 1988). La cadena se duplica con respecto
al ciclo previo; asi, la concentracion de moléculas de ADN de doble cadena
colocadas inicialmente en el termociclador seran 2n moléculas, donde n = al

namero de ciclos realizados (Valadez y Kahl, 2005).

4.6.4.2 Polimorfismos de ADN Amplificados al Azar (RAPD)

La modificacién que les dio origen consistié en sustituir en la tecnologia PCR,
el uso de un par de iniciadores cuidadosamente disefiados y un poco largos,
por un solo iniciador corto, de 10 nucledtidos de longitud y de secuencia
arbitraria, con la capacidad de unirse a regiones especificas en el genoma
(Waugh y Powell, 1992; Valadez y Kahl, 2000). En el andlisis de PCR los dos

iniciadores son usados para amplificar una secuencia especifica del genoma, y
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en el andlisis de RAPD, el iniciador se usa para amplificar secuencias al azar
de un patron complejo de ADN (Phillips et al., 1995; Azofeita, 2006).

La técnica RAPD es una amplificacion enzimatica diferencial de fragmentos
pequefios de ADN, utiliza iniciadores arbitrarios o aleatorios, que usualmente
tienen un contenido de GC (guanina y citocina), mayor a 50 %. Esos iniciadores
no tienen secuencias repetidas inversas internas y se pegan a distintos sitios de
un genoma, si es que existen diferentes sitios blanco para ellos. Esta union es
reconocida por la enzima Tag ADN polimerasa que inicia el alargamiento del
iniciador a partir del extremo 3'; el alargamiento resultante produce una cadena
de ADN, cuya secuencia de bases es complementaria a la cadena molde.

El producto de la amplificacion se acumulara a un gran nimero de copias y
puede ser visualizado mediante electroforesis después de tefirse el gel con
bromuro de etidio. Una amplificacion es exitosa, sélo si el sitio blanco para el
iniciador estd localizado en ambas cadenas del ADN molde en polaridad
opuesta y a una distancia de 50-6000 pares de bases en promedio (Valadez y
Kahl, 2005). En RAPDs los polimorfismos se detectan mediante la presencia o
ausencia de bandas, no involucra la transferencia tipo ‘Southern’ y son una
herramienta para generar mapas genéticos y analizar relaciones taxonémicas
(Valadez y Kahl, 2000). Usualmente esta técnica provee marcadores
dominantes, ya que los polimorfismos se detectan mediante la presencia o
ausencia de bandas (Valadez y Kahl, 2005), esto evita la identificacion de los
heterocigotos. La técnica es rapida, facil de realizar, comparativamente barata,
y se aplica a diferentes organismos, puesto que solamente se utilizan pequefias

cantidades de acido nucleico (Valadez y Kahl, 2005).

20



Para la reproducibilidad de los patrones de RAPD es absolutamente necesario
optimizar las concentraciones del ADN, cloruro de magnesio (MgCly),
iniciadores y dNTPs. También, la clase de polimerasa termoestable debe
mantenerse constante durante la experimentacién asi como la utilizacién del
mismo termociclador. Cualquier cambio en la polimerasa o en el termociclador,
pueden afectar inevitablemente la reproducibilidad de los patrones. Una vez que
todos los parametros se conocen, los patrones de RAPD son reproducibles
(Valadez y Kahl, 2005).

Segun Valadez y Kahl (2000) los marcadores moleculares apoyan al
mejoramiento genético de plantas mediante diversas formas. Los que estan
ligados a caracteristicas de interés, pueden ser utilizados para seleccionar
individuos segregantes en el estado de plantula. Esta es una estrategia
especialmente utilizada, si la caracteristica respectiva es dificil de seleccionar
o cuando solamente se expresa en plantas maduras. Los marcadores ligados
pueden también utilizarse para acelerar la introgresion de genes especificos, o
de partes de cromosomas de especies relacionadas a las especies cultivadas

por mejoramiento de retrocruzas.

4.6.4.3 Intersecuencias Simples Repetidas (ISSR)

La técnica de ISSRs, también llamados inter microsatélites, utiliza iniciadores
cuya secuencia debe estar formada por di- o trinucle6tidos con un nucleétido
extra en la terminacion 3. El iniciador es complementario a una region
microsatelite blanco, y el nucledtido extra permite la amplificacion solamente si

el ‘primer’ se pega a la terminacion 5 del microsatelite con un ‘primer’ nucleétido
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disponible en la secuencia flanqueadora. Tales nucleétidos extras juegan el
papel de “anclas” y aseguran que la amplificacion inicie siempre del extremo 5°
del microsatelite. En donde el cebador localiza dos regiones microsatelite
separadas por una secuencia gendmica amplificable del ADN blanco, la
reaccion de PCR generara una banda de tamafo particular para ese “locus”,
representando el fragmento de ADN que se encuentra entre los microsatelites
(Bornet y Branchard, 2001). Los ISSR permiten detectar alta variacion y son
muy reproducibles, dado esto ultimo principalmente por las altas temperaturas
de alineacion utilizadas durante la PCR. Ademas, para disefar los ‘primers’ no
es necesario conocer secuencias del genoma del organismo en estudio, por lo
que se han utilizado ampliamente en estudios de variacidbn genética entre
individuos muy cercanos y en la identificacibn de variantes con importancia

agricola (Nagaoka y Ogihara, 1997).

4.7 Estudios previos en caracterizacion genética de Arachis hypogaea L.

Raina et al. (2001) reportan un estudio de diversidad genética, identificacion
varietal y relaciones filogenéticas, en 13 accesiones de cacahuates silvestres y
cultivados, utilizando marcadores tipo RAPD e ISSR, y encontrando la
formacién de cuatro grupos correspondientes a las especies agrupadas en las
cuatro secciones taxonOmicas. Por su parte, De Carvalho et al. (2004)
analizaron la diversidad genética de 60 accesiones de cacahuate cultivado y
silvestre, basados en regiones hipervariables del genoma. La regién de estudio
fue el centro de Brasil y ciudades vecinas. Se probaron un total de 67 nuevos

marcadores microsatelites, sin embargo solo tres fueron polimérficos para este
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cultivo. Los resultados mostraron que la coleccion de germoplasma de
cacahuate brasilefio tiene considerables niveles de diversidad detectados por
marcadores SSR.

Posteriormente, Freitas et al. (2007) evaluaron cacahuates de Brasil también
mediante el uso de microsatelites detectando niveles altos de diversidad
genética y grupos relacionados genéticamente bien diferenciados.
Adicionalmente, Mondal et al. (2009) publicaron un estudio en el que 21
marcadores ISSR fueron usados para analizar la diversidad genética entre 20
genotipos de cacahuates cultivados, encontrando que de los 154 amplicones
encontrados 115 fueron polimorficos.

Estos resultados indican que ha sido posible la deteccion de diversidad genética
en colectas de Arachis hypogaea L., ademas de que los estudios realizados
buscan desde la comprensién de su filogenética hasta la identificacion de
variedades elite que puedan ser empleadas en programas de fitomejoramiento

del cacahuate cultivado.

V. METODOLOGIA GENERAL

Para lograr los objetivos planteados en esta investigacion se procedié a dividir
el trabajo en tres etapas: la primera consisti6 en la caracterizacion de
variedades que incluye la evaluacion morfolégica, la molecular y la morfolégica
vs molecular; la segunda, fue el estudio de la diversidad genética dentro de las
poblaciones empleando un estudio molecular, y la tercera y Gltima, correspondié
al andlisis de las respuestas morfogénicas en cultivo in vitro. A continuacion, se

desarrolla ampliamente el contenido en cada una de estas etapas.
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VI. ETAPA 1: CARACTERIZACION DE VARIEDADES

6.1 INTRODUCCION

El cacahuate (Arachis hypogaea L.) posee una amplia diversidad morfoldgica
desde el habito de mata (erectos), hasta los rastreros, con variaciones en otros
caracteres morfolégicos, como nimero de ramas vegetativas y reproductivas, y
duracion de la floracion (Krapovickas y Gregory, 1994). Las variables de tipo
cualitativo (color de tallo, hojas, flor, semilla, y otras), respecto a las de tipo
cuantitativo, presentan diferente grado de interaccion con el ambiente, debido a
la herencia monogénica o digénica de unas (Waynne y Coffelt, 1982; Sanchez,
2006) y poligénica o cuantitativa de las otras (Marquez, 1985; Sanchez, 2006).
Los caracteres hereditarios que interaccionan menos con el ambiente, y se
consideran los més utiles para distinguir las diversas variedades de cacahuate
son: tamafio y forma de vaina, nimero de semilla por fruto y color de tegumento
seminal (Gillier y Silvestre, 1970; Sanchez, 2006). El agrupamiento de
variedades de cacahuate se ha realizado con base en caracteristicas de
germinacion (Huiquin et al., 1997; Sanchez, 2006), analisis de pedigri (Sanchez,
2006), contenido de acidos grasos (Hartch et al., 1995; Sanchez, 2006) y
tolerancia a inundaciones (Kotzamanidis y Stavropoulus, 1988; Sanchez, 2006).
Sin embargo, en recientes investigaciones se ha promovido el uso de
marcadores moleculares para complementar y reforzar de manera mas solida
los agrupamientos establecidos. Sanchez (2006) menciona que generar una
clasificacion para caracteres cuantitativos y otra para cualitativos ayuda a

entender y complementar mejor una clasificacion.
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6.2 OBJETIVOS PARTICULARES

# Conocer la variabilidad morfolégica y molecular existente entre 12
accesiones de cacahuate (Arachis hypogaea L.).
« Comparar las agrupaciones de parentesco obtenidas mediante el empleo

de marcadores tipo RAPD’s, ISSR y morfolégicos.

6.3 MATERIALES Y METODOS

6.3.1 Caracterizacién Morfoldgica

Material vegetal y disefio del experimento

En el presente estudio se evalué una coleccion de 12 genotipos de cacahuate
procedentes de cuatro razas diferentes (Cuadro 5). Ocho materiales fueron
empleados para la caracterizacion morfolégica y doce para la caracterizacion
molecular.

El experimento se establecid en las instalaciones de la Universidad Autébnoma
Chapingo bajo condiciones de invernadero rustico con cubierta de cristal, en el
periodo de otofio-invierno del 2011 y posteriormente en el Laboratorio de
Biotecnologia de la UACh. La Universidad se localiza en el Estado de México,
entre las coordenadas 19° 29" 34.61” LN, 98° 53°06.93" LO, a 2,254 msnm. La
temperatura media oscila entre 22 y 28 °C, el clima se clasifica como C Wo w b
(y) g (Garcia, 1988).

El establecimiento del cultivo (Figura 1) y su desarrollo (Figura 2), permitié llevar

a cabo el andlisis morfologico. Para ello, se utiliz6 un disefio experimental
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completamente al azar (DCA) con 5 repeticiones, 8 genotipos y un total de 40

individuos.

Cuadro 5. Variedades de Arachis hypogaea L. utilizadas, su origen, datos de
colecta y tipo de estudio realizado.

Siglas Variedad T:go de TC Origen AC TE
aza
Ts-Es Tersal Espafiol E Edo. México 2010 Mry MI
Rt-Va Rojo de Tlaltenango Valencia E Zacatecas 2011 Mry Ml
Rh-Va Rojo de Huazulco Valencia E Morelos 2010 Mry MI
Criollo de oo
Ccu-Vr Cuauchichinola Virginia R Morelos 2010 Mry Ml
Ch-Vr Criollo de Huitzuco Virginia R Guerrero 2010 Mry Ml
Gul-Vr De Guia 1 Virginia R Morelos 2011 Mmi
Gu2-Vr De Guia 2 Virginia R Morelos 2011 Mmi
NC-Ve NC17-UACH Virginia E Morelos 2006 Mry MI
Criollo de oo .
Co-Ve Ocozocuautla Virginia E Chiapas 2010 Mry Ml
CR-Ve CROC10 Virginia E Morelos 2010 Mry Ml
Cchl-Hi Criollo Chinol Hirsuta R Puebla 2011 Mmi
Cch2-Hi Criollo Chino 2 Hirsuta R Puebla 2011 Mmi

TC= tipo de crecimiento: E= erecto, R= rastrero. AC= Afio de colecta.TE= Tipo de
evaluacion: Mr= Morfolégica y MI= Molecular.

Figura 1. Establecimiento del experimento.
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Figura 2. Etapas del desarrollo del cacahuate (Arachis hypogaea L.).
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Variables evaluadas

Las variables respuesta evaluadas fueron seleccionadas de los United States

Peanut Descriptors (Pittman, 1995), enlistadas en el Cuadro 6.

Cuadro 6. Descriptores utilizados para la caracterizacion morfolégica de
cacahuate (A. hypogaea L.).

Variable Caracter medido Unidad Escala
AP Altura de planta Centimetros -
AF Area foliar Centimetros cuadrados -
NH No. de hojas - -
CH Color de las hojas - -
CSL Color de semilla luminosidad - ucC

CsC Color de semilla cromaticidad - ucC
PCS Peso de 100 semillas Gramos -
LS Largo de semilla Centimetros -
AS Ancho de semilla Centimetros -

RALS Rel. ancho / largo de semilla - 0-1

AP= Altura de planta, AF= Area foliar, NH= No. de hojas, CH= Color de las hojas, CSL=
Color de semilla Luminosidad, CSC= Color de semilla Cromaticidad, PCS= Peso de
100 semillas, LS= Largo de semilla, AS= Ancho de semilla, RALS= Relacion ancho/
largo de semilla, No. =Numero, Rel.= Relacién, UC= Unidades color.

Las caracteristicas estructurales evaluadas en la planta fueron:

U Altura de planta (AP): Esta se midid desde la base del tallo hasta el
meristemo apical, considerando la planta en su estado adulto y en etapa
productiva; las mediciones se tomaron semanalmente (Figura 3).

U Area foliar (AF): Se tomé una muestra de dos hojas por planta, la hoja
mas joven y la mas vieja, en tres individuos diferentes (repeticiones) por
accesion y se obtuvo su valor de area foliar empleando un medidor de
area foliar de laboratorio Modelo LI-3100, de Li-cor (Figura 3).

Posteriormente, se obtuvieron promedios de las repeticiones para cada

28



uno de valores medidos en cada accesion y en seguida se aplicaron las
siguientes formulas:
An= AR

Donde: A, es el area de la hoja n, A, es el area de la hoja inicial, R es la
tasa relativa del area foliar que cuantifica el incremento en el area de una
hoja a la siguiente. R se calcula de la manera siguiente:

R = (InAN - InAi)/(N-1).
Donde: AN es el area de la hoja mas joven y Ai es el area de la hoja
verde mas vieja en la planta (Turner, 2003).
Finalmente, el valor de A, se multiplico por el nimero de hojas por

planta y se obtuvo asi un valor de Area Foliar por planta.

Figura 3. A) llustra la forma de medir altura de planta y B) Seleccion de
hojas y medicion de area foliar.

U Numero de hojas (NH): Se contabilizaron todas las hojas maduras de la
planta, esto es, aquellas que poseian la formacion completa de los cuatro
foliolulos, el pedicelo y cuya posicion estaba extendida (Figura 4).

U Color de hojas (CH): Su medicion se realizd con base a la escala de

colores mostrada en la Figura 4.
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Figura 4. Parametro de hoja considerado para el conteo del nimero de
hojas/planta (A) y Gradiente de colores para determinar el color de hoja (B).

U Color de semillas (CS): Para la medicion de este parametro se utilizé un
Colorimetro MiniScan XE PLUS, HunterLab, Serie No. 7312, Modelo
45/0-L USA (Figura 5), utilizando la escala Cielab. Las mediciones se
realizaron registrando los valores de L,* a* y b*. La luminosidad se tomé

como el valor de L* y se calcul6 la pureza de color o cromaticidad

(\ (a*)? +(b*)2) (McGuire, 1992).

Figura 5. Medicion de color de semilla con colorimetro.
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U Peso de 100 semillas (PCS): Debido a la cantidad reducida de frutos por
variedad se tomaron algunos y se obtuvo semilla, de estas se pesaron 10
en una balanza granataria Ohaus, modelo H-2382, y posteriormente,
este dato se extrapolé a 100 semillas (Figura 6).

U Largo de semilla (LS): Se consider6 como largo la medida
correspondiente a los dos extremos en punta de la semilla, tal como se
ilustra en la Figura 2, la medida se tomé con un Vernier (Figura 6).

U Ancho de semilla (AS): Se refiere a la medida media perpendicular a los
extremos en punta de la semilla, también tomada con Vernier (Figura 6).

U Relacion ancho/ largo de semilla (RALS): Resulté del valor obtenido de

dividir el ancho de la semilla entre el largo de ésta.

Figura 6. A) Peso de semillas, B) Largo de semillas y C) Ancho de semillas.
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Analisis estadistico de marcadores morfoldgicos

Con el propoésito de analizar estadisticamente los caracteres morfolégicos
evaluados, se realiz6 una base de datos en Excel. Con las variables
morfologicas cuantitativas y cualitativas se hizo un andlisis estadistico con el
programa Statistical Analysis System (SAS, 2004) version 9.0. Se llevé a cabo
un Analisis de Varianza (ANOVA) y una prueba de medias Tukey. Ademas, con
el uso del programa NTSYSpc version 2.2 (Numerical Taxonomic Analysis
System) (Hampl et al., 2001) se hizo una analisis de componentes principales,
mediante el cual se permitié seleccionar las caracteristicas mas discriminantes

entre cada grupo.

6.3.2 Caracterizacion Molecular

Material Vegetal

En la caracterizacion molecular se emplearon doce accesiones procedentes de

cuatro razas de Arachis, adicionando el estudio de la raza hirsuta (Cuadro 5).

Protocolo de Extraccion de ADN

Para la extraccion y purificacion del ADN se utilizo el protocolo de extraccion de
Dellaporta et al. (1983), combinado con el de Doyle y Doyle (1987) y adaptado
con algunas modificaciones en el Laboratorio de Biotecnologia de la
Universidad Autonoma Chapingo.

La metodologia empleada fue la siguiente: Se maceraron 0.3 g de tejido fresco

proveniente de hojas jévenes, con nitrégeno liquido y en mortero con pistilo.
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El tejido pulverizado se transfiri6 a un microtubo Eppendorf de 1.5 mL
conteniendo 700 yL de amortiguador de extraccion CTAB (Tris pH=7.5, 100
mM; EDTA pH =8, 50 mM; NaCl 700 mM, CTAB 1 % (p/v), BME 140 mM y H,0)
mas 0.2 % (v/v) de B- mercaptoetanol previamente colocado a 65 °C, durante
15 minutos.

Se agitd suavemente e incubd por 30 min a 65 °C, se agreg6 300 uL de acetato
de potasio 5 M, agitando por inversion e incubando a 0 °C por 15 min. Se
centrifugd 5 min a 12,000 rpm y se transfirio el sobrenadante a otro microtubo.
Se agreg6 500 pL de cloroformo: octanol (24:1), luego se mezclé suavemente
por inversion del tubo y centrifugé 5 min a 12,000 rpm. El sobrenadante se
transfirid a un tubo Eppendorf que contenia 500 puL de isopropanol frio para
precipitar el ADN. Se incub6 en hielo durante 30 min y enseguida se centrifugé
5 min a 12,000 rpm para rescatar el precipitado. Se resuspendié en 200 uL de
solucion para dilucion. Posteriormente, el ARN se elimin6 con 2 pL de ARNasa
A durante 1 h a 37 °C. El ADN se precipitdé adicionando 20 pL de acetato de
sodio 3M y 200 pL de isopropanol frio, mezclar suavemente y dejar incubar 1 h
a -20 °C. Posteriormente, se centrifugé 5 min a 12,000 rpm y se decanto el
sobrenadante. Luego, el ADN se lavé con 300 pL de etanol al 70 % (v/v). Por

altimo, el ADN se resuspendié en 100 yL de TE y se guardé a 4 °C.

Concentracion y Calidad de ADN

El ADN obtenido se cuantificé usando un espectrofotometro JENWAY 6350
UV/vis, calibrado a 260 nM. Con los datos obtenidos se calcul6 la cantidad de

agua que habia que agregar para obtener una concentracién de 10 pg-pL™.
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La calidad del ADN se comprobé mediante electroforesis en gel de agarosa al
0.8 % (p/v). Se colocé una mezcla compuesta de 3 ug de ADN y 1.5 ul de
amortiguador de carga (0.1 % (p/v) azul de bromofenol, 0.1 % (p/v) xylen cianol,

30 % (p/v) de Ficoll y 1 % (p/v) de SDS).

El amortiguador de corrida utilizado fue TAE 10 X (40 mM tris-acetato, pH 7.6; 1
mM Na,-EDTA), diluido a una proporcion de 0.5 X; la electroforesis se realiz6 a
80 voltios por un periodo de 2 h; transcurrido este tiempo el gel fue tefiido con
bromuro de etidio (0.5 mg.mL™Y). Las imégenes se visualizaron en un
transiluminador de luz ultravioleta KODAK EDAS-290. La calidad del ADN se
defini6 como aceptable, al obtener una banda integra y uniforme por arriba de
aproximadamente 12,000 pb, de cada una de las variedades evaluadas (Figura

10). Se utilizé el marcador de peso molecular 1kb ADN ladder plus (GeneRuler).

Cuantificacion del ADN

Se midié la absorbancia de cada muestra con el objetivo de determinar a qué
concentracion se encontraba su ADN (ug-uL™). Para dicha actividad se usé un
espectrofotometro JENWAY 6350 UV/vis, calibrado a 260 nM y con los datos
obtenidos se calcul6 la cantidad de agua que habia que agregar para obtener

una concentracién de 10 ug-uL™.

Selecciéon de iniciadores

Se probaron un total de 21 iniciadores RAPD de la series A, B 'y D de Operon

(Operon Technologies Alameda, CA, USA), y 25 ISSR de las series P, IAHy
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RAH. Después se seleccionaron aquellos que mostraron polimorfismo y

patrones de bandas nitidos (Cuadro 12).

Condiciones de la PCR

La amplificacion de ADN se realizé mediante la técnica de PCR, con la finalidad
de detectar los polimorfismos en las variedades de Arachis. Para ello, se utilizo
el termociclador Techne TC-512. La mezcla de reaccion se realizé en un tubo
Eppendorf con un volumen total de 25 pL, y fue igual para el andlisis de RAPD y
el ISSR, contemplando los siguientes componentes 3.2 yL de agua estéril, 10
ML de dNTPs (dGTP, dATP, dTTP, dCTP) a 500 uM, 2.5 yL de amortiguador 10
X, 2.0 uL de MgCl, (25 mM), 3.0 pyL de iniciador (10 pM), 0.3 yuL de Taq ADN
polimerasa (5U-uL™) termoestable cuya temperatura 6ptima es de 72 °C, y 4.0

uL de ADN genémico (10 ng-uL™) (Cuadro 7).

Cuadro 7. Componentes y volumenes utilizados en las reacciones de PCR.

Componente Volumen (pL)
H,O bidestilada 3.2
dNTPs (500 pM) 10
Amortiguador (10X) 2.5
MgCl, (25 mM) 2.0
Iniciador (10 pM/pL) 3.0
Enzima Taq ADN Polimerasa (5U-pL™) 0.3
ADN gendmico (10 ng/uL) 4.0
Volumen Total 25.0

Para RAPDs el programa utlizado comprendi6: 1 ciclo inicial de
desnaturalizacion de 2 min a 94 °C; 38 ciclos (comprendiendo Ila
desnaturalizacion, alineamiento y extensioén) de 30 seg a 94 °C, 30 seg a 38 °C,

y 1 min 30 seg a 72 °C, respectivamente; y al final 1 ciclo de extension de 3 min
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a 72 °C.En cambio, para los ISSR se emple6 la programacioén siguiente: 1 ciclo
inicial de desnaturalizacién de 2 min a 94 °C; 30 ciclos (comprendiendo la
desnaturalizacion, alineamiento y extension) de 1 min a 94 °C, 1 min a 50 °C, 2

min a 72 °C, respectivamente; y al final 1 ciclo de extension de 10 min a 72 °C.

Elaboracion de Geles

Una vez completada la reaccion, se procedio a realizar la electroforesis de las
muestras en geles de agarosa al 1.2 % (p/v) con amortiguador TAE (40 mM
Tris-acetato, pH 7.6; 1 mM Na;EDTA) durante 1 h a 120 V, en una unidad
electroforética horizontal. La cantidad de muestra de reaccion que se coloc6 en
el gel fue de 12 puL con una gota de colorante de carga (2 pL). Finalmente, los
geles se tifieron con bromuro de etidio (0.5 mgsmL™) y se documentaron bajo

luz UV, utilizando un documentador Kodak EDAS 290.

Analisis Estadistico de la Informacion

Con el patron de bandeo obtenido en los geles, se elaboré una Matriz Basica de
Datos (MBD), considerando los iniciadores y transformando los datos a binarios,
con valores de 0 y 1 para la ausencia y presencia de bandas, respectivamente.

Con la MBD se calcul6 una matriz de similitud usando el coeficiente de Jaccard
y mediante el empleo del software estadistico NTSYS (Numerical Taxonomic
Analysis System), Version 2.2. Con los datos resultantes se hizo un analisis de
conglomerados por el método de medias aritméticas (UPGMA, Unweighted
Pair Group Method Arithmetic Average) y los resultados se representaron en un

dendrograma que considero el indice de similitud de Jaccard, ademas de tomar
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cada accesion como una Unidad Taxonomica Operacional (OTU). También se
realizd un analisis multivariado representado en graficas de dos y tres
dimensiones. Finalmente, se hicieron remuestreos para la obtencién de arboles
robustos. Adicionalmente, se realizé un andlisis de componentes principales
para conocer la contribucion de cada iniciador en la determinacion de la

diversidad genética de las variedades evaluadas.

6.3.3 Caracterizacién Morfoldégica Vs Molecular

Los resultados obtenidos de las agrupaciones morfolégicas y moleculares
fueron comparados mediante correlaciones, obtenidas con la prueba de Mantel,
con el programa NTSYS Version 2.2, confrontando todas las posibles
combinaciones entre los dendrogramas: morfologico, RAPD, ISSR y el

consenso (RAPD+ISSR).
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6.4 RESULTADOS Y DISCUSION

6.4.1 Caracterizacién Morfolégica

Las accesiones de Arachis mostraron variabilidad morfol6gica desde la forma,

color y medidas de la semilla (Figura 7).

Figura 7. Variabilidad de semillas de cacahuate.

Enel Cuadro 8 se muestran los valores de las medias, desviacion estandar y
coeficiente de variacion de las caracteristicas evaluadas, en las cuales se
puede observar que los caracteres que presentaron mayor variacion fueron: la
relacion ancho-largo de semilla, el color de hojas y el peso de 100 semillas, con
los coeficientes de variacion de 70.86 %, 37.03 % y 36.25 %, respectivamente.
Por el contrario. Los caracteres con menor variabilidad fueron: color de semilla
en luminosidad (10.57 %) y cromaticidad (12.20 %), altura de planta (15.28 %) y

area foliar (24.25 %).
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Cuadro 8. Medias y desviaciones estandar de las variables seleccionadas.

Variable Caracter medido Media D::t\gr?ggn CV (%)
AP Altura de planta 19.94 3.05 15.28
AF Area foliar 238.18 57.76 24.25
NH No. de hojas 13.25 3.65 27.58
CH Color de las hojas 1.25 0.46 37.03

Color de semilla:
CSL Luminosidad 21.05 2.22 10.57
CsC Cromaticidad 28.94 3.53 12.20
PCS Peso de 100 semillas 65.85 23.87 36.25
LS Largo de semilla 1.93 0.48 25.11
AS Ancho de semilla 1.48 0.53 36.01
Rel. ancho / largo de
RALS semilla 0.90 0.63 70.86

AP= Altura de planta, AF= Area foliar, NH= No. de hojas, CH= Color de las hojas, CSL=
Color de semilla Luminosidad, CSC= Color de semilla Cromaticidad, PCS= Peso de
100 semillas, LS= Largo de semilla, AS= Ancho de semilla, RALS= Relacion ancho/
largo de semilla y CV= Coeficiente de variacion.

Con los datos obtenidos y mediante el uso de la prueba de Tukey, realizada en
el programa estadistico SAS, fue posible detectar que se presentaron
diferencias significativas en todas las variables respuesta evaluadas a

excepcion del largo de semilla (Anexo 1).

Adicionalmente, la Figura 8 ilustra las tendencias de crecimiento en numero de
hojas, altura de planta y éarea foliar, para las 8 variedades evaluadas
morfologicamente y considerando tres fechas de toma de datos. Se observo

una notable diversidad fenotipica entre las accesiones estudiadas.
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La matriz de correlacion entre las variables analizadas se muestra en el Cuadro
9, donde se indica que existe una correlacion alta y positiva entre las variables:
ancho de semilla (AS) y relacion ancho- largo de semilla (RALS) con un valor de
0.98; entre numero de hojas (NH) y altura de planta (AP) con una correlacion de
0.76; peso de 100 semillas (PCS) y numero de hojas (NH)(0.70) y numero de

hojas (NH) con area foliar (AF)(0.67).

Estos resultados pueden ser un indicativo de que existe informacion redundante
entre las variables y por lo tanto, con solo considerar algunas de ellas se puede
tener representatividad de todas, dando explicacibn a la caracterizacion

morfoldgica, resultado del aporte de todas las variables.

Cuadro 9. Matriz de correlacion de las variables morfoldgicas.
Varr AP AF NH CH CSL CSC PCS LS AS RALS
AP  1.00
AF 054 1.00
NH 0.76 0.67 1.00
CH -0.20 -0.48 -0.21 1.00
csL -0.14 -0.71 -0.36 0.26 1.00
CSC -0.06 -0.31 0.16 0.25 0.56 1.00
PCS 044 057 0.70 -0.20 -0.79 -0.26 1.00
LS 0.01 -0.13 -0.24 -048 0.06 -0.03 0.04 1.00
AS 041 051 0.64 032 -041 -0.10 0.42 -0.84 1.00
RALS 0.28 0.38 052 0.38 -0.29 -0.02 0.26 -0.93 0.98 1.00

Var= Variable, AP= Altura de planta, AF= Area foliar, NH= No. de hojas, CH= Color de
las hojas, CSL= Color de semilla Luminosidad, CSC= Color de semilla Cromaticidad,
PCS= Peso de 100 semillas, LS= Largo de semilla, AS= Ancho de semilla, RALS=
Relacién ancho/ largo de semilla.

Por otro lado, las correlaciones negativas mas altas fueron: relacién ancho-largo
de semilla (RALS) y largo de semilla (LS) (-0.93); ancho de semilla (AS) y largo

de semilla (LS) (-0.84); peso de 100 semillas (PCS) y luminosidad de color de

41



semilla (CSL) (-0.79) y finalmente luminosidad (CSL) con éarea foliar (AF), con
un coeficiente de correlacion de -0.71. Dichos valores son un indicador de que
al incrementarse el valor de una variable el de su contraparte se ve disminuido.

En el resto de las variables se encontré baja correlaciéon entre las mismas.

Una vez obtenidas las correlaciones de las variables cuantificadas se realizé un
analisis de agrupamiento o cluster para determinar relaciones entre las
variedades. En el dendrograma morfolégico obtenido (Figura 9) se observa la
formacion de cinco grupos de accesiones basados en una linea de corte

localizada a una altura de 1.16.

El grupo | se form6 con la variedad Tersal, raza Espafiol relacionada mas
directamente con la accesiéon Criollo de Cuauchichinola, raza Virginia rastrero,
lo que no es muy consistente, ya que se espera que las variedades de una

misma raza se agrupen juntas.

El grupo 1l agrupé a dos individuos de la raza Virginia erecto (NC17-UACH y

criollo de Ocozocuzutla).

El grupo Il quedod representado por la variedad Rojo de Tlaltenango, raza
Valencia; mientras que el grupo IV integra a una accesion de la raza Valencia

(Rojo de Huazulco) y una de la Virginia erecto (CROC 10).

Finalmente, el grupo V relacionado directamente al IV lo integra la variedad

Criollo de Huitzuco.
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Figura 9. Dendrograma morfoldgico remuestreado.

T

Por otro lado, en el Cuadro 10 se muestra la contribucién de diez componentes
(CP) para explicar la variabilidad detectada en las variedades evaluadas. Los
cuatro primeros componentes explican 91.56 % de la variabilidad morfol6gica
de los materiales de cacahuate. Obsérvese que después del componente
cuatro la aportacion del resto de los componentes es muy poca y el 100 % del
porcentaje acumulado se alcanza con el componente siete.

Cuadro 10. Componentes, eigenvalores y porcentajes individuales y
acumulados del analisis de componentes principales.

Porcentaje (%)

Componente Eigenvalor
Individual Acumulado
1 4.38 43.83 43.83
2 2.63 26.31 70.14
3 1.43 14.28 84.42
4 0.71 7.14 91.56
5 0.58 5.75 97.31
6 0.22 2.23 99.54
7 0.05 0.46 100.00
8 0.00 0.00 100.00
9 0.00 0.00 100.00
10 0.00 0.00 100.00

43



También, en el Cuadro 11 se muestran las variables morfolégicas que mas
contribuyen a cada componente principal (CP). Para el CP1 la variable que mas
aporta fue el ancho de semilla, para el CP2 el largo de semilla, para el CP3 la
cromaticidad del color de la semillay para el CP4 la luminosidad del color de la

semilla y el area foliar.

Cuadro 11. Contribucion de las variables en los componentes principales 1, 2, 3

y 4.
Variable Componente Principal (CP)
1 2 3 4
AP 0.62 0.22 0.54 0.18
AF 0.80 0.41 -0.01 0.25
NH 0.83 0.11 0.51 -0.08
CH -0.08 -0.81 -0.11 -0.41
CSL -0.68 -0.42 0.50 0.25
CsC -0.24 -0.39 0.74 -0.25
PCS 0.73 0.41 -0.02 -0.52
LS -0.51 0.79 0.20 -0.20
AS 0.87 -0.48 -0.07 0.04
RALS 0.77 -0.62 -0.09 0.10

AP= Altura de planta, AF= Area foliar, NH= No. de hojas, CH= Color de las hojas, CSL=
Color de semilla Luminosidad, CSC= Color de semilla Cromaticidad, PCS= Peso de
100 semillas, LS= Largo de semilla, AS= Ancho de semilla, RALS= Relacion ancho/
largo de semilla.

Con base en los resultados obtenidos, se infiere que existe un alto nivel de
diversidad morfologica entre las variedades de A. hypogaea L. evaluadas en
este estudio, lo que coincide con los niveles de diversidad genética detectados

por otros investigadores (Tombs, 1963, citado por Jayashree et al., 2005).
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6.4.2 Caracterizacién Molecular

En la caracterizacibn molecular y el andlisis de diversidad genética
intrapoblacional, primero fue necesario realizar una prueba de calidad de ADN,
seleccionando al azar algunas variedades (cada una producto de la mezcla de
ADN de 5 individuos), la cual indic6 que el protocolo utilizado para la extraccion
de ADN de individuos en las diferentes poblaciones evaluadas fue aceptable, ya
que durante la electroforesis en gel de agarosa se observo la presencia de una
banda bien definida y de alto peso molecular para la mayoria de las accesiones

(Figura 10).
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Figura 10. Electroforesis de gel de calidad de ADN.

En seguida y una vez cuantificado el ADN se realizaron pruebas de la seleccion
de los iniciadores RAPDs e ISSR, esta eleccion de los mejores se determiné en
funcién al patron de bandeo obtenido, en el que se buscé nitidéz de bandas y

diferencias polimorficas notables (Figura 11).
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Figura 11. Ejemplo de prueba de iniciadores tipo ISSR.

Para la deteccibn de polimorfismos interpoblacionales se utilizaron 13
iniciadores RAPD y 17 ISSR (Cuadro 12). En el caso de RAPD’s se
encontraron iniciadores que detectaron desde 3 (OPA12 y OPB09) hasta 18
productos amplificados (OPDO08) y con valores de polimorfismo desde 9.1 %

hasta 66.7 %, con un promedio de 34.28 %.

Los iniciadores ISSR detectaron desde 2 bandas (A6 y RAHO05) hasta 16
(IAHO04), con una variacion en el porcentaje polimorfico superior a los RAPD’s

de 20 % al 100 %, con un promedio de 56.12 % (Cuadro 12).

Adicionalmente, el analisis de componentes principales (CP) para los
iniciadores utilizados indic6 que la contribucion de los primeros tres
componentes explica el 100 % de la variabilidad genética de las variedades
evaluadas, siendo los iniciadores OPD15, OPD18 y OPDO08 los que mas
contribuyeron a los componentes CP1, CP2 y CP3, respectivamente. Mientras
gue para el CP1 el que menos contribuy6 fue OPD18, en el CP2 el IAHO3 y en

el CP3 el A6 (Anexos de 2- 5).
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Cuadro 12. Iniciadores seleccionados para la caracterizacidon de variedades.

Iniciador Secuencia PA No.BM No.BP Polimorfismo (%)
RAPD
OPA09 5’-GGGTAACGCC-3’ 16 10 6 37.5
OPA11 5’-CAATCGCCGT-3 15 10 5 33.3
OPA12 5'-TCGGCGATAG-3’ 3 1 2 66.7
OPA17 5’-GACCGCTTGT-3’ 10 6 4 40.0
OPA19 5’-CAAACGTCGG-3’ 11 8 3 27.3
OPA20 5’-GTTGCGATCC-3’ 12 7 5 41.7
OPB09 5-TGGGGGACTC-3’ 3 1 2 66.7
OPB10 5'-CTGCTGGGAC-3’ 10 7 3 30.0
OPDO05 5’-TGAGCGGACA-3’ 14 12 2 14.3
OPDO08 5-GTGTGCCCCA-3’ 18 12 6 33.3
OPD15 5’-CATCCGTGCT-3’ 9 6 3 33.3
OPD18 5’-GAGAGCCAAC-3’ 11 10 1 9.1
OPD20 5’-ACCCGGTCAC-3’ 8 7 1 12.5
Promedio 10.77 7.46 3.31 34.28
ISSR
Al 5’-ACACACACACACACACT-3’ 13 4 9 69.23
A2 5’-CCGCCGCCGCCGCCGLCG-3 12 8 4 33.33
A3 5’-CTCCTCCTCCTCCTCCTC-3’ 6 4 2 33.33
A4 5’-CACACACACACACACAAG-3’ 5 2 3 60.00
A6 5-CTCTCTCTCTCTCTCTTG-3’ 2 0 2 100.00
A7 5’-CACACACACACACACAAC-3’ 6 2 4 66.67
A8 5’-AGAGAGAGAGAGAGAGT-3’ 6 4 2 33.33
Al10 5’-GAGAGAGAGAGAGAGA-3’ 5 3 2 40.00
IAHO3 5'-GAGAGAGAGAGACC-3’ 11 2 9 81.82
IAHO4 5°-CACCACCACGC-3’ 16 7 9 56.25
RAHO1 5"-ACGGATCCTG-3’ 10 8 2 20.00
RAH02 5’-CCGAATTCCC-3’ 4 1 3 75.00
RAHO04 5’-AAAGCTGCGG-3’ 10 5 5 50.00
RAHO05 5°-TCTGTGCCAC-3’ 2 0 2 100.00
P1 5’-GAGCAACAACAACAACAA-3’ 13 7 6 46.15
P2 5'-CTGAGAGAGAGAGAGAGAG-3’ 9 7 2 22.22
P4 5'-ATGATGATGATGATG-3’ 3 1 2 66.67
Promedio 7.82 3.82 4 56.12

PA= Productos amplificados, No. BM= NUmero de bandas monomérficas, No. BP= NUmero de
bandas polimérficas.

Los iniciadores seleccionados mostraron un patron de bandeo nitido y

polimdrfico para RAPD y para ISSR (Figura 12 y 13, respectivamente), a partir

de los cuales se obtuvo la Matriz Basica de Datos (MBD).
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Figura 12. Patrones de bandeo RAPDs de los genotipos de Arachis evaluados con los iniciadores A09, A17, A19 y A20,

utilizados en el andlisis de variedades.
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Analisis de escalado multidimensional

Se realiz6 el andlisis de escalado multidimensional de los datos obtenidos tanto
de la matriz RAPD, ISSR y consenso (RAPD+ISSR), obteniendo resultados en

dos (Figura 14) y tres (Figura 15) dimensiones.

En los graficos de 2D y 3D provenientes de RAPD (Figura 14A y 15A) se
observé la formacion de cuatro grupos, donde el grupo | se conformd de
variedades de la raza Virginia (erectas y rastreras), el grupo Il de accesiones de
la raza Valencia, el lll de las dos variedades de Hirsuta y una de Virgina rastrero

y el IV de la variedad tipo Espaiiol.

En cambio, los ISSR generaron graficos en 2D y 3D (Figura 14B y 15B) con la
formacion de 5 grupos, el | con variedades Virginia (erectas y rastreras), el Il
con accesiones Virginia rastreras, el 11l con los dos materiales de Hirsuta, el IV

con un material de Valencia y el V con la variedad de la raza Espafiol.

Por su parte, las representaciones 2D y 3D (Figura 14C y 15C) de la matriz
consenso (RAPD +ISSR) mostraron la formaciéon de 5 grupos, el | con
variedades Virginia (erectas y rastreras), el Il con accesiones Virginia rastreras,
el Il con los dos materiales de Hirsuta, el IV con un material de Valenciay el V
con la variedad de la raza Espafiol. Este agrupamiento es mas semejante a

utilizar ISSR por separado que a emplear solo marcadores RAPD.
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Figura 14. Formacion de grupos de genotipos de Arachis hypogaea L. usando
marcadores: A) RAPDs, B) ISSR y C) Consenso (RAPD+ISSR).
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Escalado Multidimensional 3D RAPD
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Figura 15. Gréfica en 3D mostrando la distribucion de grupos de los genotipos
de Arachis utilizando datos de: A) RAPD, B) ISSRy C) RAPD+ISSR.
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Del analisis de la informacién generada se concluye que se forman cuatro
grupos principales:el | conformado por los materiales de la raza Virginia (erectos
y rastreros), el Il por los Valencia, el Il por los Hirsuta y el IV por el tipo
Espafiol. Ademas, se observa que los marcadores ISSR permitieron discriminar

mejor las razas de cacahuate, al diferenciar claramente los grupos formados.

Agrupamiento en dendrogramas

Mediante un analisis de conglomerados de los marcadores tipo RAPD se
obtuvo un dendrograma remuestreado (1000 remuestreos), que generd tres
grupos a un coeficiente de similitud de Jaccard de 0.90 (Figura 16A), quedando

integrados de la manera siguiente:

Grupo 1) Arachis hypogaea, raza Espaniol (Tersal)

Grupo Il) Arachis hypogaea, raza Valencia (Rojo de Tlaltenango y Rojo de
Huazulco)

Grupo Ill) Arachis hypogaea, raza Virginia (Criollo de Cuauchichinola, Criollo
de Huitzuco, De Guia 1, NC17-UACH, Criollo de Ocozocuautla,
CROC-10y De Guia 2).

Grupo 1V) Arachis hypogaea, raza Hirsuta (Criollo chinol y Criollo chino 2).

Por otra parte, el analisis de conglomerados de datos derivados de ISSR mostré
la formacion de cinco grupos a un coeficiente de similitud de 0.83 (Figura 16B).

Los grupos se conformaron de la manera siguiente:
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Grupo I) Arachis hypogaea, raza Espafiol (Tersal)

Grupo Il) Arachis hypogaea, raza Valencia (Rojo de Tlaltenango y Rojo de
Huazulco)

Grupo Ill) Arachis hypogaea, raza Virginia rastrero (Criollo de
Cuauchichinola, De Guia 1, De Guia 2 y Criollo de Huitzuco).

Grupo 1IV) Arachis hypogaea, raza Hirsuta (Criollo chino 1 y Criollo chino 2).

Grupo V) Arachis hypogaea, raza Virginia erecto (NC17-UACH, Criollo de

Ocozocuautla, CROC-10).

Al realizar un dendrograma con los datos de consenso “RAPD + ISSR” a fin de
determinar si se lograba un agrupamiento mas adecuado de las especies y
razas estudiadas (Figura 16C) se obtuvo la formacién de cinco grupos a un

coeficiente de similitud de 0.87. Los grupos se distinguieron como sigue:

Grupo 1) Arachis hypogaea, raza Espafiol (Tersal)

Grupo Il) Arachis hypogaea, raza Valencia (Rojo de Tlaltenango y Rojo de
Huazulco)

Grupo Ill) Arachis hypogaea, raza Virginia rastrero (Criollo de
Cuauchichinola, De Guia 1, De Guia 2 y Criollo de Huitzuco).

Grupo 1V) Arachis hypogaea, raza Hirsuta (Criollo chino 1 y Criollo chino 2).

Grupo V) Arachis hypogaea, raza Virginia erecto (NC17-UACH, Criollo de

Ocozocuautla, CROC-10).
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Figura 16. Dendrogramas remuestreados generados a partir de datos de
marcadores moleculares: A) RAPDs, B) ISSR y C) Consenso (RAPD+ISSR).
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Segun la linea de corte de los tres dendrogramas se observa que A. hypogaea
raza Espafol se encuentra mas relacionada con A. hypogaea Valencia, y estas
a su vez con A. hypogaea Virginia, siendo las menos relacionada la A.
hypogaea Hirsuta. Estos resultados estdn de acuerdo con las relaciones

filogenéticas previamente establecidas (Krapovickas y Gregory, 1994).

6.4.3 Caracterizacion Morfologica Vs Molecular

Se llevo a cabo una prueba de Mantel para determinar el valor de correlacién
existente entre las matrices obtenidas para los diferentes marcadores
evaluados en este trabajo (marcadores morfolégicos, marcadores moleculares
incluyendo RAPD, ISSR y RAPD+ISSR, mas todas sus posibles combinaciones

(Cuadro 13y Figuras 17 y 18).

Los valores de correlacion entre matrices generadas con datos de marcadores
Morfoldgicos vs RAPD, ISSR, RAPD+ISSR y RAPD+ISSR+ Morfologico, fueron
negativos en todos los casos, lo que indica que la informaciéon da origen a

arboles muy diferentes.

La prueba de Mantel entre matrices obtenidas con marcadores RAPD vs ISSR

mostré un valor de r=0.81, lo que indica que los datos de los dos marcadores

dan origen a arboles muy parecidos (Figura 17 A).
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Adicionalmente, se calculo la correlacion entre las matrices de marcadores
RAPD vs RAPD+ISSR y RAPD vs RAPD+ISSR+Morfolégico, presentando
valores de r=0.94 en ambos casos, lo que indica que los datos de los dos
marcadores también dan origen a arboles muy similares. En la Figura 17 By C

se muestra esta correlacion.

Para el caso de los ISSR vs RAPD+ISSR e ISSR vs RAPD+ISSR+Morfoldgico,
resultaron valores de r= 0.96, siendo también muy parecidos (Figura 18 Ay B).

La prueba de Mantel para identificar la correlacién que hay entre los resultados
de consenso (RAPD + ISSR) vs RAPD+ISSR+Morfolégico generd un valor de
r=0.99, lo que representa una similitud muy alta. La Figura 18 C muestra el
grado de correlacion existente entre los datos generados con ambos

marcadores.

Cuadro 13. Valores de correlacion obtenidos con la prueba de Mantel.

Marcador Correlacion de Mantel
Morfologico Vs RAPD -0.11861
Morfolégico Vs ISSR -0.15526
Morfologico Vs RAPD + ISSR -0.14625
Morfologico Vs RAPD + ISSR + Morfologico -0.11004
RAPD vs ISSR 0.81353**
RAPD vs RAPD + ISSR 0.93824**
RAPD Vs RAPD + ISSR + Morfologico 0.93830**
ISSR Vs RAPD + ISSR 0.96449**
ISSR Vs RAPD + ISSR + Morfoldgico 0.96332**
RAPD + ISSR Vs RAPD + ISSR + Morfolégico 0.99933**

**= Altamente significativa
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Figura 17. Correlacion entre las matrices obtenidas con combinaciones de
marcadores: RAPD, ISSR, Consenso y Morfol6égico+RAPD+ISSR.
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6.5

CONCLUSIONES PARTICULARES

. La caracterizacién molecular fue superior a la caracterizacion morfolégica

para el agrupamiento de razas de cacahuate (A. hypogaea L.) y mas

acorde a la filogenia de la especie.

. El primer componente principal aporté el 43.83 % de la variabilidad de las

accesiones analizadas.

Las variables que mas contribuyeron a los componentes principales
fueron los caracteres de semilla: ancho, largo, cromaticidad vy

luminosidad de tegumento.

Los analisis de RAPD e ISSR revelaron que las razas mas cercanamente
relacionadas son A. hypogaea Espafiol y A. hypogaea Valencia, ya que
ambas pertenecen a la subespecie fastigiata, mientras que la mas

alejada es la tipo A. hypogaea Hirsuta.

Los marcadores ISSR fueron superiores a los marcadores RAPD en el
proceso de agrupamiento y discriminacion de razas y variedades de

Arachis.

Los iniciadores mas discriminantes en el agrupamiento de variedades

fueron OPDO08, OPD15 y OPD18.
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VIl. ETAPA 2: DIVERSIDAD GENETICA DE POBLACIONES

7.1 INTRODUCCION

El género Arachis es nativo de la regién que incluye Brasil Central y paises
vecinos, como Bolivia, Argentina, Pert y Ecuador. El conocimiento de la
diversidad genética de especies de cacahuate (Arachis spp.) silvestres y
cultivadas es esencial para el disefio de estrategias de colecta, conservacion y
uso de germoplasma en el desarrollo de variedades. El cacahuate cultivado
presenta un porcentaje de variabilidad considerable en varios niveles
morfolégico, fisiolégico y agrondmico. Sin embargo, poca variacion ha sido
detectada a nivel de ADN usando tecnicas como RAPDs, AFLPs y RFLPs. Los
microsatélites o SSR (Secuencias Simples Repetidas) son marcadores
genéticos codominantes, multialélicos y altamente polimorficos, apropiados para
estudios de diversidad genética. Los microsatelites pueden también, ser usados
para dar soporte a inferencias filogeneticas y andlisis de variabilidad en
accesiones. El bajo nivel de variabilidad en cacahuate cultivado se ha atribuido
a tres causas: (1) barreras al flujo genético de especies diploides relacionadas
con el cacahuate domesticado, como una consecuencia del evento de
poliploidizacion; (2) poliploidizacién reciente de uno o pocos individuos de cada
especie parental diploide o (3) el uso de pocas lineas élite mejoradas y poco
germoplasma exatico en programas de mejoramiento, resultando en una base
genética reducida (De Carvalho et al., 2004).

El analisis de marcadores moleculares, usado para variaciones fenotipicas es

una poderosa herramienta para el agrupamiento de genotipos basados en datos
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de distancias genéticas y para la seleccién de los progenitores que pueden
constituir nuevas poblaciones mejoradas. En el contexto de la conservacion ex
situ, se ha demostrado que los marcadores moleculares son muy utilizados para

la conservacion de colectas de germoplasma (Westman, 1997).

7.2 OBJETIVOS PARTICULARES

& Calcular la diversidad genética presente en 12 poblaciones de cacahuate
(Arachis hypogaea L.), utilizando marcadores tipo RAPD e ISSR.
& Comparar la diversidad génetica dentro y entre las poblaciones para

definir a cual de ellas se atribuye mayor diversidad de la especie.

7.3 MATERIA