




















































































































































alld acclimatization. This is mostly due to a substantialredúction in, ltie time devoted to 
transfers by using a liquid mediutn. Moreover; shelving requirements decreased to 13% of 
the area needed with culture on a gel medium. Sown somatic embryos developed just as 
quickly as plantlets with 2 to 4 pairs of leaves produced conventionally on a gel medium. 
By directly sowing embryos produced in a bioreactor, it is possible to avoid the in vitro 
plantlet production stage, which is the most labor-intensive and ellpensive aspect of somatic 
embryogenesis procedures. Therefore, it is reasonable to ellpect major economic gains, 
since labour and shelving area usually represent 70% and 10% of the micropropagation 
costs (Donnan 1990). 

Experiment 5: Growth comparison of plants obtained by direct sowing of somatic embryos 
or from seeds 
After 9 months of growth in the horticultural substrate, development of plants obtained by 
direct sowing of somatic embryos was similar to that of plants from seeds. The length and 
fresh weight of roots or plants were not significantly different. 

There are two ways of reducing production costs generated by handling in vitro ellplants 
during the last steps of somatic embryogenesis for achieving successful mass propagation: 
1) production of artificial seeds that are inellpensive, storable and directly sowable inlo the 
field; and 2) production of somatic embryos or young plants in a liquid medium Ihal can be 
transferred directly lo the greenhouse or Ihe nursery. The present study was devoted lo 
exploring the second alternative. This work shows that conditions under which germination 
is realized in a temporary immersion bioreactor are decisive to obtain plant regeneration 
after direct sowing of somatic embryos in the nursery. Successfully achieved with a woody 
plant, direct sowing of uncoated somatic embryos produced in a temporary immers ion 
bioreactor, represents an alternative to the production of artificial seeds and could provide 
an economically valid solution for many species. 
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MARCADORES MOLECULARES COMO HERRAMIENTA PARA LA 
CARACTERIZACION y MEJORAMIENTO GENETICO DE PLANTAS 

Abstract 

Wilbert Phillips Mora 
Unidad de Biotecnología, Area de Agricultura Ecológica 

Efficient utilization of genetic resources of plants depends on their adequate ct.aracterization . 
Traditionally, this characterization has been made using phenotypic traits, which have helped 
to differentiate various genotypes, but not always in an accurate way because they are affected 
by environmental effects. DNA markers that are no subjected to these influences, provide an 
opportunity to examine and describe more precisely the genotypes and their relationships at a 
genetic leve!. During last two years, molecular markers have been used in CA TTE for studies 
on different species such as, Pachyrhizus tuberosus (ya m bean), Theobroma cacao (cocoa) , 
and Swietenia macrophyla (mahogany). Studies on Quasia wnara (quasia) have also started 
this year. The obtained information i5 useful to improve organization and utilization of 
germplasm collections', to design future collection strategies, and to organize better the 
improvement programs of these species. 

Introducción 
Durante siglos, el ser humano ha tratado de mejorar selectivamente plantas y animales para 
producir nuevas fOlmas útiles al hombre, sin embargo, el mejoramiento convencional es un 
proceso muy lento y las técnicas usadas han estado confinadas a organismos que pueden 
cruzarse exitosamente (Brock el al. 1994). 

En plantas, la caracterización, selección y mejoramiento de los individuos se ha hecho 
tradicionalmente, usando la expresión fenotípica de los caracteres, sin embargo, la eficiencia de 
la selección basada en este tipo de ensayos se ha visto reducida entre otras causas, por el efecto 
que tiene el ambiente sobre las características evaluadas (CIMMYT 1996). 

Los marcadores de ADN han abierto nuevas posibilidades para el conocimiento de los 
genotipos a un nivel .antes inimaginado, permitiendo examinar y describir directamente su 
contenido genético sin influencia de factores ambientales (Powell 1992). Los marcadores 
moleculares son fenotípicamente neutros y presentan una mayor segregación o polimorfismos 
que los marcadores morfológicos (Tanksley 1993). Pueden ,ser evaluados desde que la planta 
está en sus primeros estados de desarrollo, usando toda o una parte de ella (Powell 1992). 
Aparentemente están libres de efectos epistáticos y virtualmente se puede evaluar un número 
ilimitildo de ellos, o sea, teóricamente permitirían analizar tódo el genoma de un individuo. 

En sentido amplio, un marcador molecular es cualquier característica química o molecular 
medible, que es heredada según un modelo mendeliano simple (Walton 1993). Se incluye 
aquí, tanto a los marcad.ores de ADN como a aquellos que analizan los productos inmediatos 
del ADN, que son las proteínas (pi-incipalmente las isoenzimas). En sentido más restringido, 
los marcadores 'moleculares son segmentos de ADN que se consideran como marcas o puntos 
de referencia para el análisis del genoma, los cuales pueden ser generados y visualizados 
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siguiendo procedimientos específicos. Estos segmentos usualmente representan variantes o 
sitios polimórficos que pueden ser identificados empleando estrategias generales tales como 
hibridación molecular, o amplificación enzimática del AON (Caetano.Anollis 1993). 

Los marcadores son obtenidos mediante procedimientos de laboratorio que permiten generar a 
partir del ADN, pequeñas bandas o fragmentos, que se hacen visibles usando diferentes"vías, 
como la tinción con bromuro de etidio y su posterior visualízación con luz ultravioleta o la· 
marcación con isótopos radioactivos visualizados mediante radiografías. Es posible distinguir 
a cada individuo, por patrones determinados de fragmentos que reflejan su contenido geÍlético. 
Cuando un mismo fragmento está presente en uno de un individuo pero ausente en otro, se dice 
que estamos en presencia de un . polimorfismo de AON, Amayor cantidad de polimorfismos, 
mayor separación genética habrá entre .dosindividuos determinados, pudiendose' cuantificar y 
analizar estadísticamente las diferencias obtenidas entre individuos o entre grupo~ de 
individuos. 

En síntesis, los marcadores moleculares son útiles para: caracteri2;acióh e . identificar plantas, 
animales y microorganismós, en estudios ' filogenéticosy taxonómicos: vúificar cultivares, 
definir grupos genéticos y distancias genéticas entre individuos y entre grupos, determinar la 
pureza de semillas híbridas, seleccionar individuos con características deseables, construir 
mapas de ligamiento genético y determinar los QTL. En el área de los recursos genéticos y la 
biodiversidad,. son muy útiles'. además, para cuantificar la diversidad genética, para eliminar 
duplicados en las colecciones, para el diseño de estrategias de colecta- y conservación de 
germoplasma, y en la definición de "colecciones núcleo" (Haines 1994, Karp et id .1997). 

Investigaciones realizadas en CATIE. 
Para las investigaciones en el CATIE se utiliza la técnica RAPO ("Random Amplified 
PolymorphicONA U

), la cual fue originalmenté descrita en 1990 por dos grupos independientes 
de investigadores (Williams etal. 1990,Welsh y McClelland 1990). En los últimos años esta 
técnica se ha popularizado porque carece de las desventajas de otras técnicas como el uso de 
radioactividad y el costo, y permite generar datos en foma rápida y relativamente barata. El 
procedimiento consiste en 'esencia, en ,usar el AON exttaido de la planta a manera de patrón, 
para producir gran cantidad . de copias de pequeños segmentos dél ' AON en estudio 
(amplificación). pe cada planta se obtienen diferentes fragmentos, que son .separados usando 
electroforesis en agarosa y visualizados con luz ultravioleta. Noimalmente se pueden obtener 
varios fragmentos por cada indi"iduo analizado, ' Ios cuales se ubic¡m en una línea ,recta de 
acuerdo con su peso, Con sólo variar uno de los componentes que .participa en el "j:JJ'oceso 
(denominado "primer"), se puede obtener un nuevo patrón para cada individuo, ', El análisis 
esta~ístico se realiza a partir de la información generado por la presencia o ausencia de bandas 
polimólficas, 

A continuación se indican las principales investigaciones realizadas en el CATIE en los 
últimos dos años, las cuales pueden ser consultadas con más detalle en los resumenes incluidos 
en estas memorias: 

• Estudio de la variabilidad genética a escala molecular y cuantitativa de seis procedencias de 
caoba (Swietenia macrophyla) del área de centroaméríca y México. Yáquez, S., Phillips, 
W, Navarro, c., Comellius, 1. 
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• Evaluación de la diversidad genética de la colección de jícama Pachyrhizu.l' tuberosus 
(lam.) spreng. del CATIE usando caracteres morfologicos y moleculares. Tapia, c., 
Phillips, W., Pérez, J. 

• Análisis de la resistencia a Phytophthora palmivora (Butl.) Butl. en cacao usando QTL. 
Phillips, W., Crouzillat, D. 

Adicionalmente, el año pasado se iniCiaron investigaciones para definir una estrategia de 
extracción de ADN en Quassia amara, que permitirá realizar este año un análisis de la 
diversidad genética de la especie en Centroamérica. Al igual que en las investigaciones con 
caoba y jícama, se caracterizarán los genotipos molecularmente y fenotípicamente, tratando de 
buscar correlaciones entre ambos grupos de información. 

Es importante resaltar que los trabajos se han realizado en coordinación con diferentes 
contrapartes dentro del CA TIE, como son la Escuela de Pos grado, la Sub-U nidad de Recursos 
Genéticos, el Proyecto Olafo y el Proyecto de Mejoramiento Genético Forestal. Se ha contado 
también con la valiosa colaboración de la Sub-Unidad de Estadística para el análisis de la 
información. 
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