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Resumen

Utilizando ocho cebadores Microsatélites Amplificados al Azar (RAMs) fue evaluada la diversidad gené-
tica de 31 materiales de Prunus de la coleccion de caducifolios existente en la Universidad Pedagogica y
Tecnologica de Colombia. Se generaron un total de 121 amplicones con pesos moleculares entre 260 y
1000 Kb. Con un coeficiente de similitud de 0.75, se formaron tres grupos, de acuerdo principalmente
con las caracteristicas del fruto, encontrando en el grupo 2 las variedades de importancia econémica. El
numero de loci polimérficos varié entre S y 16 para los cebadores GT y CCA, respectivamente. El valor
promedio de heterocigosidad fue de 0.22, mas bajo que los encontrados en otros estudios de diversidad
genética en el género Prunus; por tanto, se deben buscar estrategias para incrementar la variabilidad
genética de la coleccion como la introduccion de nuevos materiales o hibridos interespecificos. La téc-
nica RAMs es util para evaluar la diversidad genética en especies caducifolias.

Palabras clave: Marcadores genéticos, Prunus, diversidad genética, microsatélites RAMs, caducifolios.

Abstract

A sample of 31 Prunus materials from the deciduous collection of the Pedagogical and Technological
University of Colombia was selected to evaluate its genetic diversity using eight primers for Random
Amplified Microsatellite (RAMs). A total of 121 amplicons were generated with molecular weights ranging
between 260 and 1000 Kb. A similarity coefficient of 0.75, three groups were formed, according to fruit
characteristics, all economically important varieties in one group. The average value of heterozygosity
was 0.22, much lower than values found in other studies. Therefore, strategies must be found to in-
crease genetic variability in the collection, such as introduction or new or interespecific hybrid exemplars
among others. The RAMs technique is a useful tool for assessing genetic diversity in the genus Prunus.

Key words: Genetic markers, Prunus, genetic diversity, Microsatellites RAMs, deciduous fruit trees.
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Introduccion

El durazno (Prunus persica L. Batsch),
también llamado melocotonero, es una de las
especies frutales caducifolias mas cultivadas
en las zonas templadas del mundo. Su fruto
presenta buenas caracteristicas nutritivas,
lo que lo hace un alimento saludable con im-
portante uso agroindustrial en la elaboracion
de conservas, pulpa, néctar, mermelada y
deshidratados (Mendoza et al., 2010).

Boyaca es uno de los departamentos de
Colombia pioneros en la produccion nacio-
nal de caducifolios de clima frio, por lo que
la Facultad de Agronomia de la Universidad
Pedagogica de Colombia (UPTC) y la Univer-
sidad Técnica de Berlin desarrollaron en la
granja experimental de Tunguavita, Paipa,
un proyecto para el establecimiento de una
coleccion de materiales caducifolios impor-
tados de diferentes pisos térmicos (Fisher y
Torres, 1990). En 2008 Puentes et al. (2008),
realizaron un estudio de caducifolias teniendo
en cuenta sus ventajas comerciales y hallaron
que el durazno y el ciruelo son una alternativa
productiva para este departamento.

La identificacion molecular usando mar-
cadores de ADN se ha convertido en la prin-
cipal herramienta para la caracterizacion y
manejo de las colecciones de germoplasma de
muchas especies frutales. Los marcadores
Microsatélites (SSRs) son la técnica preferi-
da para los estudios de diversidad genética
entre las especies cultivadas, debido a su
alto polimorfismo, abundancia y herencia
codominante. En Prunus esta técnica ha sido
utilizada para analisis genéticos (Ercisli et al.,
2011) y en la identificacion y ‘finger-printing’
de cultivares (Aranzana et al., 2010), estu-
dios de autoincompatibilidad y estructura
poblacional (Vaughan et al., 2007), creacion
de mapas genéticos de ligamiento (Cao et
al., 2012), identificacion de QTLs (Campoy
et al., 2011), analisis de secuencias del geno-
ma (Scalibrin et al., 2013) y en la seleccion
asistida por marcadores moleculares (MAS)
(Pozzi y Vecchietti, 2009).

Los RAMs, entre los marcadores mi-
crosatélites, son muy utiles para medir la
diversidad genética en plantas y animales e
identificar diferencias entre familias, espe-
cies y al interior de la especie; ademas esta
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metodologia es factible en pequenos labora-
torios (Munoz et al., 2008). Trabajos sobre
caracterizacion de diversidad genética vegetal
sugieren que esta técnica es util para identi-
ficar duplicados y establecer relaciones entre
y dentro de especies (Sanabria et al., 2006;
Bonilla et al., 2008; Morillo et al., 2009). En
este contexto, este trabajo de investigacion
tuvo como objetivo principal estudiar la di-
versidad genética de la coleccion de duraznos
en la Universidad Pedagogica y Tecnologica
de Tunja, empleando los marcadores molecu-
lares RAMs, con el propédsito de utilizar los
resultados en el desarrollo de estrategias de
mejoramiento, asi como en un futuro con-
tribuir a la identificaciéon de materiales que
respondan a las necesidades del mercado.

Materiales y métodos

Se evaluaron un total de 28 accesiones de
durazno, dos de albaricoque (Prunus arme-
niaca L.) y una de almendro (Prunus dulcis
(Mill.) D. A. Webb) establecidas en la granja
experimental de Tunguavita, Paipa, a 36 km
de la ciudad de Tunja con una latitud norte
de 5° 47’ 04” y longitud oeste de 73° 07’ 177,
temperatura, promedio de 15 °C (Cuadro 1).

Caracterizacion molecular

La caracterizacion molecular se hizo en los
Laboratorios de Investigacion en Biologia
Molecular, Bioplasma y Gebimol, de la Univer-
sidad Pedagogica de Colombia, Tunja. Para
la extraccion de ADN se utilizo el protocolo
de Dellaporta et al. (1983). Los ADN totales
se visualizaron en geles de agarosa a 0.8%,
en una camara Maxicell Primo EC-340 Elec-
troforesis Gel System. Para determinar la
concentracion de ADN se utilizé el fluoréometro
Hoefer Dyna Quant 200 y se diluy6 en agua
tipo HPLC a un volumen total de 100 pl a 10
ng/uly se almacenoé a -20 °C. Para el analisis
RAMs se utilizaron ocho cebadores sintetiza-
dos por Technologies Inc. Bioneer (Cuadro 2).
Para la reaccion de amplificaciéon con RAMs
se preparo el coctel en un tubo estéril de mi-
crocentrifuga (1.5 ml) para un volumen final
de 25 ul. La mezcla de reaccion se preparo
con buffer 1X, MgCl2 1.5 mM, dNTPs 0.2
mM, Taq Polimerasa 1U, cebador 2 uM y ADN
genomico 10ng.
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Cuadro 1. Materiales de Prunus de la coleccion de caducifolios de la Universidad Pedagogica de Colombia, utilizados para la

evaluacion de la diversidad genética.

No. Material Clasificacion segin No. Material Clasificacion segin
el tipo de fruto™ el tipo de fruto™
1 M-11 — 16 Monarca —
2 Zapote — 17 Dorado Var. Durazno propiamente dicha.
3 Premier — 18 Princesa —
4 Zapallo — 19 Rey Negro Var. Durazno-melocoton.
5 Florida Kind Var. Durazno propiamente | 20 Riograndense Var. Durazno propiamente dicha.
dicha.
6 Diamante Var. Durazno propiamente | 21 Melocotonero rojo —
dicha.
7 8631-C — 22 Coral —
8 Pero — 23 Cardenal —
9 Blanco Comun Var. Durazno propiamente | 24 Elbertha gigante —
dicha
10 Rubidoux Var. Durazno-melocotoén. 25 Jarillo Var. Durazno-melocoton.
11 Marly — 26 Conservero Var. Durazno propiamente dicha.
12 T-Snow — 27 Camuezo Var. Durazno propiamente dicha.
13 Variedad Oro — 28 Melocotén Rosado —
14 Pezon de Venus — 29 Albaricoque Bulida —
15  Melocotonero amarillo — 30 Albaricoque Canino —
31 Almendro. —

“Campos (2013).

Cuadro 2. Cebadores utilizados en la técnica
Microsatélites RAMs.

Cebadores

Secuencia (5°a 3°)?

CCA
CGA
ACA
GT
AG
CT
TG
CA

DDB(CCA)5
DHB(CGA)s
BDB(ACA)s5
VHV(GT)sG
HBH(AG)7A
DYD(CT);C
HVH(TG);T
DBDA(CA);

a. Las siguientes designaciones se usan para los
sitios degenerados: H(A6T6 C); B(Go6 T o6 C);
V(GO6AG6C)yD(GG6AOGT).

La amplificacion se llevo a cabo en un
termociclador PTC 100 Programmable Ter-
mal Controller (MJ. Research, Inc), en el
laboratorio de molecular. La desnaturaliza-
cion inicial fue a 95 °C durante 5 min; desna-
turalizacion a 95 °C por 30 seg, hibridacion a
50 °C (cebador AG y CA), 55 °C (cebador CCA-
TG-CT) y 58 °C (cebador GT-CGA) durante
45 seg, una extension de 72 °C por 2 min, 37
ciclos desde la desnaturalizacion a extension
y por ultimo, una extension a 72 °C durante
7 min. Los productos amplificados fueron
separados por electroforesis en geles de po-
liacrilamida 37:1 (acrilamida:bisacrilamida)

al 7% a 150 v por 1 h en una camara pequena
de DNA Sequencing System, FB-SEQ-3545 de
Fisher Biotechnologies. La tincion se realizo
usando sales de plata y siguiendo el protocolo
de Crest et al. (2001).

Analisis estadistico de datos

Se gener6 una matriz binaria de ausencia
(cero) y presencia (uno). La similitud genéti-
ca entre los individuos se calcul6 utilizando
el coeficiente de similitud de Nei y Li (1979).
El analisis de agrupamiento se realizo por el
método UPGMA y se generé un dendrogra-
ma empleando el paquete estadistico NTSYS
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(Numerical Taxonomy System for personal
Computer, version 2.02 PC). Para evaluar la
diversidad genética se estimo la heterocigosi-
dad insesgada y el porcentaje de loci polimor-
ficos con el paquete estadistico TFPGA (Tools
For Population Genetic Analysis, version 1.3,
1997). Se determiné el valor ‘F’ estadistico
insesgado con un intervalo de confianza de
95 %.

Resultados y discusion

El analisis mediante el coeficiente de Nei-Li a
un nivel de similitud de 0.75 permitio6 diferen-
ciar los materiales en tres grupos (Figura 1).
En el Grupo I se encuentran algunas varie-
dades introducidas desde Ecuador entre ellas,
Conservero de piel y pulpa amarilla y otras
provenientes de Venezuela, como Jarrillo de
piel rojiza con tonalidades amarillas, forma

ligeramente redondeada y de tamano grande
con peso aproximado de 150 g. Este ultimo
durazno se establecié con buena adaptacion
en el departamento del Norte de Santander,
especialmente en los municipios de Pamplo-
na, Chitaga, Silos y Cacota (Campos, 2013).
Dentro de este grupo se encuentra Camuezo
uno de los materiales utilizado con éxito
como porta-injerto de todas las variedades
de durazno y algunas de ciruelo, es de piel y
pulpa amarilla, forma redondeada, tamarno
mediano y peso promedio de 125 g, con una
produccion prolifica pero ligeramente tardia
aunque susceptible a danos en la manipula-
cion poscosecha (Campos, 2013).

En el mundo, existen mas de 15.000
variedades de durazno (Castro et al., 1998).
En Colombia se destacan las variedades Fre-
sa morado, Pezon de Venus, Fresa blanco,

M11 q
Zapote

Zapallo
Jarillo

Melocotonero rosado
Cardenal

Elbertha gigante
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Camuezo

T-Snow
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Figura 1. Dendrograma de 31 materiales de Prunus basado en el coeficiente de similitud de Nei-Li y calculado con ocho marcadores
RAMSs, con el método de clasificacion UPGMA, SAHN y TREE de NTSYs-pc Versién 1.8 (Exeter Software, NY, USA).
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Elberta gigante, Robidoux, Frank, Ventura,
Diamante, Riograndense, Dorado, Conser-
vero amarillo y Zapallo (Ordonez, 2007),
algunas de las cuales se encuentran dentro
del Grupo II, donde también se incluyen las
variedades de durazno propiamente dichas
(Blanco comun, Florida, Riograndense, Do-
rado y Diamante) y las de durazno-melocoton
(Rubidoux, Rey Negro) (Campos, 2013).

La variedad Florida se adapta a las con-
diciones del departamento del Cauca (Colom-
bia) donde se cultiva a 2.400 m.s.n.m en los
municipios de Silvia y Sotara. Sus frutos son
de buena calidad, muy jugosos de color rojo
y pulpa amarilla, la produccion empieza tres
anos después de la siembra y puede producir
durante 20 anos (Serna y Oliva, 1999).

Las variedades Dorado y Diamante se
caracterizan por su piel amarilla con ligera
pigmentacion roja, pulpa amarilla-oro y colo-
racion rojiza alrededor del hueso de la semilla.
La primera presenta buenas caracteristicas
para la industrializacion y por su contenido

Diamante

en la Universidad Pedagoégica y Tecnologica de Colombia

de azucar es excelente para el consumo en
fresco; mientras que la segunda se destaca
por ser plantas muy vigorosas y productivas.
La variedad Oro con un color amarillo atrac-
tivo, muestra buenas propiedades organolép-
ticas (Baiza, 2004).

El durazno blanco posee una pulpa lige-
ramente insipida y se utiliza basicamente en
la industria de mermeladas, compotas y otras.
Su semilla es requerida para la obtencion de
patrones tanto para durazno como para ci-
ruelos, aunque su produccion es muy baja, la
planta no defolia y en algunas zonas del pais
florece en épocas de lluvias (Campos, 2013).

La variedad Rubidoux, dentro de las va-
riedades de durazno-melocoton, es resistente
al manejo poscosecha, tiene pulpa amarilla
con coloracién rojiza y una forma ligeramente
redondeada. En estas mismas variedades,
Rey Negro presenta piel amarilla con man-
chas rojas opacas, presencia de un pezén muy
pronunciado (Foto 1) que dificulta su manejo
poscosecha (Campos, 2013).

Dorado

Rey negro

Foto 1

Rubidoux

Variedades representativas de durazno (Prunus persica L. Batsch.)

cultivadas en la zona Andina de Colombia.

Fuente: Chaparro et al., 2010.
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En el Grupo III se encuentra el albarico-
que (Prunus armeniaca L.) subgénero Pruno-
phora. Su importancia econémica reside en
sus frutos, con mas de 100 especies cultiva-
das, aunque también existen variedades de
determinadas especies cuyo uso principal es
como planta ornamental (Rodrigo y Herrero,
2002). Dentro de las variedades mas impor-
tantes se encuentra Bulida, de origen espanol,
adaptado a varios tipo de suelos y alto con-
tenido de jugo; otra variedad es Canina, con
fruto de buena calidad, alta comercializacion
(Martinez et al., 2004) siendo la de menor
similitud con el resto de los materiales eva-
luados. El almendro es una especie rustica
que se adapta a las condiciones extremas de
los climas secos, es de clima templado por lo
que su floracion es temprana y poco exigente
en temperaturas bajas, su afinidad con alba-
ricoque es muy alta (Gallego, 2010) como se
observa en el dendrograma de este estudio.

En términos generales, los agrupamien-
tos de los materiales de duraznos evaluados
con marcadores RAMs corresponden con
las caracteristicas morfologicas del fruto, lo
que ha sido encontrado en otros estudios de
diversidad genética usando marcadores mi-
crosatélites en Prunus (Stanys et al., 2008).
En relacion con las variedades de durazno,
Alvarado (2003) sugiere el estudio de varieda-
des de bajos requerimientos de temperatura
fria con potencial para cultivo en condiciones
ambientales diferentes, entre ellas Flor da
Prince, Tropic Beauty, Tropic Sweet y Rayon.

Los ocho cebadores RAMs utilizados para
la caracterizacion molecular en durazno, ge-
neraron un total de 121 alelos que fluctuaron
entre 9 para el cebador GT y 26 para el ce-
bador ACA, con pesos moleculares entre 260

y 1.000 kb. EIl numero de loci polimorficos
vario entre 5 y 16 para los cebadores GT y
CGA, respectivamente (Cuadro 3). El nimero
de alelos se puede considerar adecuado para
estimar parametros genéticos, si se compara
con los resultados obtenidos en otras especies
de Prunus (Stanys et al., 2012; Fernandez
et al., 2009). El cebador CCA hizo el mayor
aporte a la variacion genética observada, Fst
de 0.85, lo que significa que puede ser util
para una mayor diferenciacion entre los ma-
teriales del género Prunus.

Los valores de heterocigosidad variaron
entre 0.23 para el cebador ACA y 0.38 para
CCA. El valor promedio para todos los ma-
teriales evaluados fue de 0.22, similar al
encontrado por Bouhadida et al. (2011) (0.23)
pero mas bajo que los hallados en duraznos
por Aranzana et al. (2012) (0.31), Li et al.
(2013) (0.60), Turkoglu et al. (2010) (0.72) y en
otras especies de Prunus (Rogatis et al. (2013)
(0.70), Bourguiba et al. (2010) (0.56), y Stanys
etal. (2012) (0.68)). No obstante, fue mas alto
que los valores observados en la caracteriza-
cion de diversidad y estructura genética de
poblaciones naturales de P. davidiana (0.17)
(Cheng et al., 2011) e igual a la heterocigosi-
dad presente en poblaciones de durazno por
Martinez et al. (2003).

Los bajos niveles de heterocigosidad se
atribuyen al sistema de cruzamiento, ya que
la mayoria de cultivares de durazno son au-
tocompatibles lo que favorece los procesos de
autofecundacion (Sassa et al., 1992). Estos
bajos niveles de polimorfismos también se
han hallado en materiales de cereza dulce
(Boskovic et al., 1998), lo que probablemen-
te refleja una estrecha base genética en el
germoplasma de ciruela dulce y de durazno.

Cuadro 3. Heterocigosidad promedio estimada (He) y porcentaje de loci polimérficos para los ocho cebadores RAMs evaluados
en 28 materiales de durazno, dos de albaricoque y uno de almendro.

Cebador No. Loci Polimor- He % Loci polimorfi- Fst SD
ficos estimada cos (95%)
ACA 15 0.23 57.7 0.25 0.03
TG 8 0.32 72.7 0.61 0.14
CGA 16 0.24 76.1 0.45 0.07
CT 11 0.35 78.6 0.41 0.08
CCA 12 0.38 92.3 0.85 0.05
CA 12 0.28 80.0 0.33 0.07
AG 8 0.27 70.2 0.52 0.03
GT 5 0.24 52.5 0.22 0.08
Total 0.22 45.4 0.44 0.04
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Imbert y Lefévre (2003), por otra parte, con-
sideran que un exceso de heterocigosidad no
es frecuentemente usual en especies arbo-
reas y generalmente esta es favorecida por la
autoincompatibilidad y por los cruzamientos
interespecificos (Stoeckel et al., 2006). La
estrecha base genética utilizada para el de-
sarrollo de cultivares y la existencia de an-
cestros comunes en los pedigree de duraznos
y ciruelas, podrian explicar los resultados
encontrados (Okie y Hancock, 2008). En
general los bajos niveles de variabilidad son
consistentes con los obtenidos usando dife-
rentes marcadores moleculares en especies
del género Prunus (Aranzana et al., 2010).
Los resultados son corroborados con el
coeficiente de diferenciacion genética (Fst)
obtenido al evaluar los 31 materiales de
Prunus con ocho marcadores RAMs, el cual
fue de 0.44 con una desviacion estandar de
0.04 (Cuadro 3). Segun Wright (1978) va-
lores de 0.25 muestran gran diferenciacion
genética, lo cual puede estar reflejado en el
alto grado de domesticacion que han sufrido
estos materiales, ya que la mayoria corres-
ponden a variedades comerciales. El indice
de fijacion (F) y el poder de discriminacion
de los marcadores fueron mas bajos que los
reportados en otros estudios en durazno
(Bouhadida et al., 2011), las diferencias pue-
den ser debidas tanto al tipo de materiales
como al bajo numero de marcadores micro-
satélites RAMs utilizados. La mayor parte
de los duraznos evaluados corresponden a
variedades donde la variabilidad genética es
menor y los resultados son consistentes con
los observados en especies autoincompati-
bles como cereza (Mariette et al., 2010) donde
los cultivares locales son mas diversos que
las variedades debido, en parte, al proceso
evolutivo que sufren las especies propagadas
vegetativamente (McKey et al., 2010). Es
necesario senalar que el durazno es una de
las especies menos polimorficas dentro del

en la Universidad Pedagoégica y Tecnologica de Colombia

género Prunus debido a su incompatibilidad
(Font et al., 2014).

Los marcadores RAMs fueron tutiles para
estudiar la diversidad genética en materiales
de durazno, al formar tres grupos a distan-
cias genéticas muy reducidas, incluso con los
materiales de albaricoque y almendro (0.74
a 0.80) y por ende con la menor variabilidad
genética entre los materiales evaluados. Yoon
et al. (2006) y Fernandez et al. (2009) encon-
traron distancias genéticas mas reducidas
en duraznos y nectarinas (0.34) y almendros
(0.36). Browiczy Zohary, (1996) también ob-
servaron similitudes genéticas entre especies
de Prunusy almendro y/o albaricoque.

El analisis de varianza para los tres gru-
pos mostré que la variacion en los materiales
evaluados se encuentra dentro de cada grupo,
con un valor de 56% (Cuadro 4). Esta alta va-
riacion podria indicar la existencia de niveles
de subdivision y jerarquizacion mayores que
los evaluados en este estudio. E1 44% restante
se debio al componente de varianza genética
entre grupos, ésta fue significativa (P < 0.001)
lo que indica la existencia de diferenciacion
genética molecular entre los tres grupos, la
cual puede ser aprovechada en los procesos
de conservacion y mejoramiento genético de
la especie. Con el uso de marcadores SNPs
y analisis de secuencias se han realizado
estudios mas detallados de la variabilidad
genética del genoma del durazno, que mues-
tran las complejas relaciones genéticas que
pueden existir entre y dentro de las especies
del género Prunus (Scalabrin et al., 2013;
Vicedomini et al., 2013).

Los analisis SSR de este germoplasma
ofrecen oportunidades para una determina-
cion mas precisa de las relaciones genéticas
y pueden ser una importante herramienta
para la transferencia de genes asistida por
marcadores, al identificar esas variantes a
nivel del genoma. La introgresion de carac-
teristicas de interés mediante la hibridacion

Cuadro 4. Analisis de varianza molecular (AMOVA) para los grupos formados.

Fuente variacion Gl. SC CM %
Entre grupos 2 209.972 104.986 44
Dentro grupos 28 369.125 13.183 56
Total 30 579.097 — 100
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interespecifica y la conservacion y el estudio
de materiales silvestres, son algunas de las
alternativas que pueden ser implementadas
en la coleccion de duraznos estudiada, para
ampliar su base genética y hacer que los pro-
cesos de seleccion puedan ser mas eficientes
y permitan, en un futuro préximo, identificar
materiales élite adaptados a las condiciones
del departamento y que satisfagan las ne-
cesidades del agricultor, del productor y del
consumidor.

Conclusion

e Utilizando la técnica RAMs se encontr6 una
baja diversidad genética en la coleccion de
duraznos en la Universidad Pedagogica y
Tecnologica de Colombia debido principal-
mente a que la mayoria son variedades; por
tanto es necesario implementar estrategias
como la introduccion de nuevos materiales
o realizar cruces interespecificos con el fin
de incrementar su variabilidad.
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