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FEBRES, V. 1980. Caracterizacidn de clones de cacao
{Thecbroma cacaco L.) resistentes vy susceptibles a la
Moniliasis (Moniliophthora roreri (Cif & Par] Evans gt
al.) mediante marcadores RFLP.

Palabras claves:cacao, Moniliasis, Theobroma CaCao .,
Moniliophthora roreri, RFLP, ADN, marcadores genéticos,
caracterizacidn de germoplasma.

RESUMEN

El polimorfismo de la longitud de los fragmentos de
restriccion (RFLF) es una metodologia que depende de la
propiedad de las endonucleasas de restriccién para catalizar
el rompimiento de las cadenas de ADN e&n sitios de
reconocimiento especificos. Rste clivaje del ADN origina
fragmentos de longitudes definidas. Posteriormente, se
rrocede a la deteccidn de fragmentos particulares de ADN
mediante la hibridacidén de secuencias moleculares clonadas
(sondas), gue permiten detectar variaciones a nivel genético.
Las diferencias en los patrones RFELP representan la
hetercgeneidad genética existente entre los individuos de una
especie.

El presente trabajo estudid los patrones RFLP de plantas
de cacao (Theobroma cacao L.) resistentes y susceptibles a la
Moniliasis (Moniliophthora roreri {Cif & Par] Evans et al.}.
enfermedad que causa grandes pérdidas en el area
centroamericana. El objetivo principal fue determinar la
utilidad de esta metodologia en la caracterizacidn de estos
dos grupos v, en general, de la coleccidn de cacao del CATIE.

los clones estudiados fueron: CC-137, EET-87, EET-75,
EET-183 y UF-273, resistentes a la Moniliasis vy los clones
susceptibles: POUND-7, CC-132, UF-29, UF-221, CATONGO v UF-
613.

Se logrd la deteccidén de polimorfisme con una de las
sondas empleadas que corresponde a un gen de una proteina de
reserva de semilla de 21 kilodalton (kD). Todas las enzimas
de restriccidén usadas con esta sonda (Ego RI, Hind 111, Hae
II1l) detectaron polimorfismo, lo que indica rearreglos en el
genoma de cacaoc. La sola combinacidn de Im=orda 21 kD/Hae
11l permitid, ademds, separar los clones en seis grupos
diferentes. Estos resultados demuestran la utilidad gque tiene
el andlisis KFLP para estudiar la organizacidén gendémica, la
taxonomia y la caracterizacidn del germoplasma de cacao.
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FEBRES, V. 1880. Characterization of cocoa clones {(Theobroma
cacao L.) resistant and susceptible to Monilia pod rot
{Moniliophthora roreri [Cif & Par] Evans et al.) using
RFLEF markers.

Key words: cocoa, Thecbroma gcacao, Moniliophthora roreri,

RFLP, DNA, genetic markers, germplasm characterization.

SUMMARY

Hestriction fragment length polymorphism (RFLP) is a
methodology that depends on restriction endonucleases to
catalize the clivage of DNA strands in specific recognition
sequences. The DNA fragments originated have defined lengths;
conseguently, specific fragments are detected by
hybridization with cloned molecular sequences (probes). Using
this method any variation can be detected at the genetic
level.

Monilia pod rot (Moniligphthora roreri Cif & Par) is a
funpgal disease that causes important loses in cocoa
rroduction in Central American countries. The present work
studied RFLP s of resistant and susceptible plants to
undertake the usefullness of +this methodology for the
caracterization of both groups and, in general, of CATIE"s
cocoa collection.

The resistant clones studied were: CC~137, RET-87, EET-
75, EET-183 and UF-273; and the susceptibles ones were:
POUND-7, CC-132, UF-29, UF-221, CATONGO and UF-613.

The 21 kD probe that correspond to a 21 kilodalton seed
reserve protein gene, detected polymorphism with all the
restriction enzimes used (Eco RI, Hind 11II, Hae I11),
indicating the presence of rearragements in the cocoa genome.
The combination of 21 kDs/Hae 11l led to the separation of six
defined groups between the different cocoa clones used in
this study. This results demostrate the usefullness of the
RFLP analysis to understand the genetic organization,
taxonomy and germplasm characterization of cocoa.
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1. INTRODUCCION

Un marcador genético es una caracteristica visible
presente en un individuo que indica la constitucidn de un gen
en particular (Smith, 1889), permitiendo conocer el genotipo
de individuos y poblaciones. Por tanto, su importancia
fundamental estd en gue hace posible estimar v caracterizar
la diversidad genéticaik

Existen dos clases fundamentales de marcadores
genéticos: los morfologicos v los moleculares. La mayveoria de
los marcadores morfoldogicos no son adecuados, =su expresidn
e¢sta sujeta a variaciones del medio ambiente, pueden estar
regulados por la accidn de varios genes vy solo pueden ser
evaluados en estado adulto, que en el caso del cacao es
alcanzado a los 4-6 afios después de la siembra. Dentro de los
marcadores moleculares existen dos tipos, dependiendo del
nivel a que los genes son detectados (Tanksley, 1983): las
isvenzimas vy los marcadores de ADN o polimorfismo de los
tragmentos de restriccidn (RFLP, como se les conoce por sus
slglas en inglés).

Las isoenzimas presentan un uso limitado., va que no
todos los genes codifican una enzima, por lo gue su nimerc no
es suficiente para cubrir todo el genoma de un individuo. Los
RFLP, en cambio, retnen las caracteristicas de un marcador
genético ideal. Ge presentan en ntmero ilimitadeo v no son
afectados por factores ambientales. Asi misme, al detectar

diferencias genéticas a nivel de ADN, pueden ser aplicados a
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las plantulas, lo gue implica una mayor eficiencia en la
caracterizacidén genética, yva gue el material se puede evaluar
en etapas muy tempranas del crecimiento, ahorrandose en
tiempo v dinero al evitar el mantenimiento de material
indeseado. \

Las diferencias en los patrones de RFLP representan la
heterogeneidad genética existente entre los individuos de una
especie. Por tanto, los RELP pueden ser wuitilizados para:
identificacidn individual, varietal o parental, seguimiento vy
mapeo de caracteres simples v cuantitativos, andlisis de la
organizacidén gendmica, medir la diversidad geﬁéﬁica de una
especie o poblacidén y desarrollar mapas genéticos detallados,
entre otros (Landry y Michelmore, 19B87}.

Una de las principales enfermedades que afecta al cacao
v que causa grandes pérdidas en la produccién es la
Moniliasis, causada por el hongo Moniliophthora roreri {(Cif.
& Par.) Evans et al. En el CATIE han sido clasificados
algunos clones como resistentes a esta enfermedad. Debido a

esto., se proponen como objetivos de este trabajo:

1) Estudiar los patrones de RKFLP de plantas de cacao
resistentes y susceptibles a la Moniliasis para tratar de
identificar algiin tipoc de polimorfismo que discrimine entre

estos dos grupos.

[
H
hy

Z2) Determinar la wutilidad de esta metodologia p



caracterizar la coleccidn de cacao del CATIE.

3) Determinar la variabilidad genética de algunos clones

de la coleccidn de cacao del CATIE.



2. ANTECEDENTES

2.1 El Cacao.

El cacao {(Thecbroma cacaq L.), es una planta
perteneciente a la familia Sterculiaceae, siendo la 1Unica
especie dentro de este género que es cultivada ampliamente.
El centro primarioc de diversidad de este cultivo corresponde
a la cuenca alta del Amazonas, de donde se extendid hacia el
norte y el oceste (Wood y Lass, 198%). Es una planta diploide
con Zn=20, de acuerdo con Glicenstein v Fritz (1988a, 1989b).

En la actualidad se reconocen tres tipos principales o
grupos de poblaciones de cacao, estos son: 1) Criollo, que
resultd de la diseminacidn hacia Ecuador, Colombia,
Venezuela, Centroamérica y Mexico. Estos se caracterizan por
poseer mazorcas de color wverde hasta rojo, cilindricas, con
diez surcos profundes, pericarpico rugosoc, cotiledones blancos
o violeta palido, producen un chocolate aromatico; 2)

Forastero, Que se encuentra localizado en el norite de Brasil

y las (Guavanas, presenta mazorcas amarillas, ovoides,
amelonadas, con diez surcos superficiales o profundos,
pericarpio liso o ligeramente rugoso, cotiledones violeta

oscuro; vy 3) Trinitario, que corresponde a un tipoc intermedio
entre el Criolloc v gl Forastero ¥y que se origind,
probablemente, en la isla de Trinidad. Las caracteristicas

genéticas son intermedias a los dos grupos anteriores (Wood y



Lass, 1985; Enriguez, 1885; Manual de Cultivo del Cacaco,
1987).

El tipo de clima més favorable para el crecimiento de,
este cultivo es el ci&lido humedo, con lluvias preferiblemente
entre los 1.500-2.000 mm vy una estacidn seca de no mas de
tres meses {(Wood v Lass, 19858).

Para el afio de 1988 la produccion mundial de cacao fue
de 2.230.000 TM, siendo los principales paises productores
Costa de Marfil, Brasil y Ghana (FAO, 1989). HEste cultivo es,
sin embargo, atacado por varios patdgenos cuyva importancia es
variable de un pais a otro. Cramer en 18687 estimd que las
pérdidas mundiales por causa de las enfermedades debian ser
de un 20% aproximadamente (Wood y Lass, 1885). Entre las
enfermedades més importantes que afectan a este cultivo en el

dres de centroamérica se encuentra la Moniliasis.

2.2 La Moniliasis del cacao.

Esta enfermedad es producida por el hongo Monillophthora
coreri (Cif. & Par.)y Hvans et al. gue pertenece al orden
Moniliales de la clase Deuteromicetes. Debido a la estructura
del micelio se piensa, ademds, que este hongo constituve la
fase asexual de un Basidiomicete desconocido (Evans, 18981).

El patdgenc ataca principalmente las mazorcas jovenes,
ocasionando la necrosis de los tejidos internos v externos,

incluyendo las almendras, produciendo una pedredumbre acuosa



{Bvans, 1881, 1986) que resulta en la pérdida de las mismas.

La Moniliasis, hasta hace relativamente poco tiempo, se
encontraba confinada a la parte nor-occidental de América del
Sur, pero en la actualidad ha sido descrita en Perti, Ecuador,
Colombia, Venezuela, Panama, Costa Rica, Nicaragua vy
posiblemente en el occidente del Brasil (Evans, 19886).

Los datfios gque causa esta enfermedad son may variables de
un pails a otre, dependiendo principalmente de las condiciones
climaticas v del manejo que se le haga al cultivo (Phillips,
18986). En algunos de 1los paises afectados esta enfermedad
constituye uno de los factores limitantes mds importantes
debido a <que ocasiona la pérdida total o casi total de las
mazorcas enfermas (Bvans. 1981;:; Galindo, 1987).

En 1 caso de Colombia, por ejemplo. Barros (1881)
sefiala gque las pérdidas debidas a la Moniliasis en ese pais
constituyen casi una tercera parte de la produccidén total, io
que eguivale a 10.000 TM de caceso seco. Por otro lado,
Enriquez et el. (1981) sehalan gque las pérdidas en Costa Rica
pueden alcanzar hasta un 90% de la producecidédn total. Asi
mismo, muchas plantaciones de cacao en EBEcuador, Colombia vy
Costa Rica han sido abandonadas por causa de esta entfermedad
{ EBvans, 1886).

En la actualidad la Moniliasis se combate principalmente
mediante pricticas culturales gue incluyen podas sanitarias
periogdicas (Galinde, 1987; Porras et al.. 19890). El control

de la enfermedad mediante resistencia genética presenta, sin



embargo, mayores ventajas debido a gque es una estrategia
barata para el agricultor, no requiere de conocimientos
especiales para su  aplicacidn Yy en algunos casos es
suficiente para controlar la enfermedad (Fry, 198%2).

En el caso de la Moniliasis Phillips v Galindo (1987)
han encontrado cirmco cultivareé que presentan altos niveles
de resistencia. Estos son: CC-137, EET-67, EET-75, EET-183 y

Upr-273.

o

2.3 Polimorfismo de Fragmentos de Restriccion: Definicidn v

Deteccidn.

Esta metodologia se basa en la disponibilidad de
secuencias de ADN de baja repeticidn clonadas, para ser
utilizadas como sondas en la identificacién de fragmentos
especificos de ADN del genoma de un orgenismo y detectar asi
variaciones a nivel genético (Beckmann vy Soler, 1986). La
sonda permite explorar el genoma y detectar cualguier cambio
gue haya ocurrido dentro o cerca de su secuencia de ADN. '

Para la deteccidén de los RFLP se debe extraer v
purificar el ADN del individuo que se wva a analizar vy
digerirlio con enzimas de restriccidn. Las endonucleasas de
restriccidn reconocen secuencias especificas, generalmente de
4 a 6 nucledtidos, en el ADN de doble cadena, cortandolo en o
cerca de esta secuencia particular de reconocimiento,

originando fragmentos de longitudes definidas (Sambrook et



al., 1889). De esta manera se formard una mezcla de
fragmentos gue difieren en su longitud, de acuerdo a la
distribucidén de los sitios especificos de reconocimiento a lo
largo del genoma del individuo (Beckmann v Soler, 1986). Los
fragmentos son luego separados por tamaios mediante
electroforesis en geles de agarosa.

Para detectar el polimorfismo en los fragmentos de
restriccidn es necesario transferirlos del gel a un soporte
s86lido, tal como los filtros de nitrocelulosa o las membranas
de nylon, mediante la técnica de Southern. Posteriormente se
realiza la hibridacidn con la sonda marcada que contiene una
secuencia homdéloga a uno o mas de los fragmentos o a partes
de estos. La sonda marcada se utiliza para poder visualizar
posteriormente el resultado de la hibridacidn. En el marcaje
de las sondas se han utilizado nucledtidos gue contienen
elementos radiactivos que  luego se detectan mediante
exposicién a peliculas sensibles (Sambrook, et al., 1888). En
otros casos se ha usado la biotina (vitamina H) que presenta
gran afinidad por la estreptavidina. La estreptavidina es
conjugada a una fosfatasa alcalina gque luego se detecta por
la reaccién enzimdtica con el sustrato adecuado gque genera un
compuesto coloreado (Gebevebhu et al., 1987).

l.a deteccidén de la sonda revela un patrén de bandas que
en algunos casos puede ser especifico para determinados
individuos v revela la presencia de un gen particular,

constituyvendo un marcador.
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Aguellas sondas gue incluyvan secuencias altamente
repetitivas del genoma hibridizaran con un gran numero de
fragmentos, originando wuna sola banda continua, que no podré
ser analizada. Por tanto se prefieren secuencias tunicas o que
se encuentren repetidas en bajo nimero dentro del genoma de
la especie (Beckmann v Soler, 1988).

Estas secuencias de copias Gnicas o de baja repeticidn a
ser utilizadas como sondas pueden obtenerse de biblioctecas de
ADN complementaric (cADN), que se construyen a partir de ARN
mensajero que es copiado a ADN a través de una transcriptasa
reversa, o de bibliotecas gendmicas (gADN) que se obtienen a

partir de ADN de todo el genoma (Landry v Michelmore, 1987).

2.4 Utilidad de los RFLP en la Genética de Plantas.

Varios autores han sefialado las posibles aplicaciones de
los RFLP en el mejoramiento vegetal (Burr et al.. 1883;
Beckmann y S8oler, 1986; Landry y Michelmore, 1987; Tanksley
et al, 1989). Entre estas aplicaciones estd: 1) desarrollo de

mapas genéticos, 2) identificacidn varietal, 3) estimacién de

la organizacidén gendmica y la diversidad genética, 4)
evaluacion de los niveles de homocigosis-heterocigosis, 5)
deteccidén de genes mayores {caracteres sinples), )
descomposicion de los caracteres cuantitativos en sus

componentes, 7) mejoramiento vegetal deterministice vy 8)

evaluacion de los recursos genéticos.
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Un mapa genético de ligamiento basado en RFLP es de gran
utilidad para acelerar el proceso de fitomejoramiento
(Tanksley et al., 1988). Estos mapas proveen un método mas
directo para seleccionar genes deseables. HEn la actualidad se
han generado mapas de ligamiento de RFLP para unas 10
especies cultivadas que incluyven maiz, papa, tomate, arroz,
soyva y lechuga, entre otros (Helentjaris v Burr, 18889;
Helentjaris et al., 1986). PFara esta 1wltima especie no
existia un mapa genético previo (Landry et al. 1987).

La construccidn de un mapa genético wutilizando REFLF

requiere el desarrollo de las sondas adecuadas que
identifiguen polimorfismo v posteriormente, realizar el
andlisis de segregacidn (Landry vy Michelmore, 1987). Este

andlisis de segregacidn con RFLP como marcadores se facilita
por: 1) en la mayoria de los casos los alelos se expresan de
manera codominante, lo que permite identificar él genotipo de
un determinado locus (homocigote vs. heterocigote), 2} la
gran variacion alélica (polimorfismo) que se puede detectar v
gque es generada por el namero casi ilimitado de combinaciones
enzima-sonda, 3) ausencia de efectc epistatico, lo gue
permite el seguimiento de todos los marcadores en una
poblacidn, 4) auserncia del efecto amblental sobre los
marcadores v 5) la mayoria de lo= marcadores son neutros
fenotipicamente, lo que evita caracteres indeseados en los
programas de fitomejoramiento {(Landry v Michelmore, 1987;

Tanksley £t al., 1889).
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Los RFLP pueden también ser utilizados para la
identificacion de lineas e individuos asi como para la
discriminacidén varietal (Landry y Michelmore, 1987). Aquellas
sondas homélogas a loci altamente heterocligotes v que
presentan alelos mGltiples son ideales para este fin (Landry
v Michelmore, 1987). Scoller v Beckmann (1983) estiman, por
ejemplo, que 20 a 30 KEFLP son suficientes para diferenciar
todas las lineas de maiz o tomate.

FPara caracterizar la organizacidn genética de un
organismo el analisis de RELY permite identificar la
organizacidén vy variacidn de componentes especificos del
genoma, proporcionande mayvor informacidn qQue la suministrada
por las cinéticas de reasociacidén (Landry v Michelmore,
1987). Asi la tasa de mutacidn, variabilidad genética,
relaciones filogenéticas vy homologis de secuencias han sido
determinadas para diversas especies (Landry y Michelmore,
1987; Tanksley et al, 1988). En tomate vy papa, por ejemplo,
s& ha encontrado una gran homologia en sus secuencias de ADN.
Estas dos especies comparten muchos de sus loci, siendo
ademds idéntico el orden de éstos en nueve de sus cromosomas,
mientras que ios otros tres cromosomas han sufrido,
aparentemente, inversiones paracéntricas (Bonierbale et al_,
igs8). Igualmente esta tecnica ha permitido detectar
duplicaciones v vearreglos en el genoma de especies de
plantas cultivadas tal como es el caso del género Brassica

{Helentjaris yv Burr, 1989).



En cuanto a la evaluacidén de los niveles de homocigosis-—
heterocigosis los RFLP pueden utilizarse para acelerar 1la
seleccidn de una linea, gue ha sido obtenida a partir de
plantas heterocigotas, hacia la homocigosis con fines de
mejoramiento (Burr et al., 1983).

La utilidad de los marcadofes genéticos tipo RFLP en el
mejoramiento vegetal se basa en encontrar un fuerte
ligamiento entre estos marcadores vy un gen mayor (p. ejem.:
resistencia vertical), permitiendo, por lo tanto, inferir la
presencia del gen de interés por la presencia del marcador

RELP (Tanksley t al, 1989). Algunos de los caracteres gue

frecuentemente se desea transferir de un genotipo a otro
estdn dominados por genes simples, por lo gue esta técnica
rermite hacer su seguimiento. En tomate, se han identificado
marcadores RFLP ligados & genes de resistencia al virus
mosaico del tabaco, PFusarium, bacterias y nematodos (Young et
al., 1988; Paterson et al.., 1988).

Por otra parte, muchos caracteres de interés para el
titomejorador (p. ejem.: produccidn, resistencia horizontal,
factores de calidad) son de herencia poligénica )
cuantitativa. Los mapas genéticos de alta densidad basados en
RFLP permiten descomponer los caracteres cuantitativos en sus

genes componentes, pudiéndose identificar v medir el efecto

de cada uno de estos componentes (Tanksley et al, 1889). De

esta manera los caracteres cuantitativos pueden ser tratados

como genes simples haciendo mas facil y eficaz el proceso de



seleccidén y mejoramiento. En tomate, por ejemplo, se ha
encontrado un marcadeor RFLP, derivado de wuna biblioteca de
cADN, gue se encuentra fuertemente ligado a los genes gque
controlan &1 contenido de sdlidos solubles en el fruto
{Usborne, et al., 1887). Esta caracteristica es de herencia
poligénica en la planta de tomaté.

En relacidén al mejoramiento vegetal deterministico, como
va @ se ha mencionado, los HEFLP permiten reducir las

limitaciones de los métodos de seleccidn convencionales

1, 19B8). ©5i los genes de interés, bien sea

{(Tanksley et
simples o cuantitaitivos, pueden ser marcados a nivel de ADN,
las poblaciones segregantes de un cruce pueden ser estudiadas
a nivel de plantula para determinar cudles individuos poseen
ios caracteres de interés, antes de gque estos se expresen
(Tanksley et al, 1989). Mas atin, cuando se realiza seleccién
recurrente utilizando marcadores RFLP ubicados a todo lo
largo del genoma se pueden seleccionar aquellas plantas gue
no solamente posean los genes de interés sino que también
posean la mayor proporcidén de segmentos de cromosomas
similares a los del padre recurrente y por tanto la midxima
rprobabilidad de que el resto del genoma retorne hacia el
padre recurrente (Helentjaris v Burr, 1989). Por tanto se
ahorra en tiempo y dinero en el proceso de mejoramiento de
una especie o variedad.

En la evaluacidén de los recursos fitogenéticos los RELP

permiten determinar la diversidad genética que existe en
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determinado grupo de plantas. La hetercgeneidad identificada
mediante RFLF para cliertos caracteres egs indicativa de la
heterogeneidad en otros caracteres (Burr et al.. 1983), por
tanto, esta metodologia puede ser utilizada para evaluar
colecciones v determinar asi cudleg individuos se deben
preservar para conservar una amplia diversidad (Mirazén,

1888; Burr et al., 1883).

2.5 Los RFLP como Marcadores en Cacao.

Mirazon et al. (1988) han estudiado la factibilidad de
aplicar la técnica de RFLP en cacao, encontrando gue es
posible detectar polimorfismo mediante distintas
combinaciones sonda-enzima de restriccidn.

Entre los usos de los RFLE en el mejoramiento de cacao
estd en utilizarlos como marcadores de genes de interés tales
como los de resistencia a enfermedades. De esta manera se
ruede saber, desde muy temprano en el desarrollo de una
planta, si esta presenta la caracteristica de resistencia
deseada.

Entre los genes asociados con la resistencia a las
enfermedades fungosas en las plantas se encuentra el gue
codifica la enzima R-1,3-glucanasa (Wessels vy Sietsman,
1881}. E1l sustrato de esta enzima, B~1,3~-glucano, es un
componente importante de la pared celular de muchos hongos y

se ha encontrado gue esta enzima, Jjunto con la guitinasa, es



capaz de inhibir el desarrollc de cierto= hongos
fitopatdgenos causando la degradacién de su pared ocelular
{Mauch et é%- 1988). Agi mismo, se ha encontrado que la [3~
1,3-glucanasa se acumula en los espacios intercelulares de
plantas de tomate resistentes, asocidndose fuertemente a las

hifas de hongos patdégenos durante la penetracidn (Benhamou et

al. 1989). EIl incremento en actividad de esta enzima se
expresa mas tempranamente en las plantas resistentes que en
las susceptibles (Benhamou et al. 1989).

Por otro lado, la técnica de RFLP puede también ser
utilizada para evaluar la variabilidad entre los distintos

tipos de cacao y asi caracterizar las colecciones vya

existentes.



3. MATERIALES Y METODOS

El esquema general de la metodologia seguida para 1la
detecidén de RFLP en cacao se representa en la Figura 1. El
primer paso consistid en aislar el ADN total de las células
del tejido de cacao de los demas componentes celulares.
Posteriormente se digirid el ADN purificado con enzimas de
restriccién y se separaron los fragmentos, por tamaifio,
mediante electroforesis en geles de agarosa. El &cido
nucléico se transfirié a un soporte so6lido mediante la
técnica de Southern (1975) v en éste se realizdo la
hibridacidn con la sonda marcada para luego detectar los

patrones RFLEP.

3.1 Material vegetal para el analisis RFLP.

El material vegetal utilizado en este trabajo se colectd
en el banco de germoplasma del CATIE, Turrialba. La coleccién
se ubica & 600 m.s.n.m., Ccon una precipitacidn promedio anual
de 2.640 mm y temperaturas entre los 17° y 27°C.

La seleccidn de los clones empleados en este estudio se
basdé en los trabajos de Phillips y Galindo (1888, 1887). Se
escogieron los clones que mostraron la mayor resistencia asi

como la mayor susceptibilidad a la Moniliasis:

Clones resistentes: CC-137, EET-67, EET-75, EET-183 vy

UF-273.
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Figura 1. Esquema general del procedimiento para el andlisis

de RFLP.



i8

Clones susceptibles: CC-132, Pound-7, UF-29, UF-221.

También se incluyeron las lineas CATONGC vy UF-613 que
seran utilizadas en otro estudio para el desarrollo de un
mapa genético. En el Cuadro 1 se representan algunas

caracteristicas de las introducciones empleadas.

3.2 Aislamiento del ADN de cacao.

Se compararon tres métodos diferentes para purificar el
ADN de cacao. Los esquemas detallados se muestran en las
Figuras 2, 3 v 4. El procedimiento de extraccién I se
modificd de Dellaporta et al. (1983), el procedimiento de
extraccidon II segin Doyle vy Doyle (1990) v el procedimiento
de extraccion III modificado de Couch v Fritz (1990).

En todos los casos el material vegetal de partida fueron
hojas jévenes, verdes sin expandir totalmente.

La concentracidn de ADN se estimd mediante
electroforesis en geles de agarosa al 0,8% en presencia de
0,5 pg/ml  de bromuro de etidio en buffer 1x TAE (40 mM Tris-
acetato lmM EDTA pH 8,2), comparando la intensidad de
fluorescencia con un patrdn de concentracidn conoccida (ADN de
Lambda, BRL, Bethesda, MD., USA) al ser irradiado con luz UV
de 302 nm (Transilluminator UVP, TM-15 Inc., San Gabriel,

Calif., USA), de acuerdo a SambrooK et al. (1989).



Cuadro 1. Algunas caracteristicas de los clones de cacao

utilizados en este estudic.*

PAIS BF TiFg HESISTENCIA Beo

CLEH ORiGEH A GENETITI B CONFATIRILIDAD < HOHILIASIS HAIGRCR NEBR&
LL-137 C.H. Trin. + i, H.5.
EET-47 £, Yen.f. + R, 5,
EET-73 E. Yen. f.xlen E. t k. 5.
EET-183 E. Hag Hibr. + k. a,
BF-273 £k, Trin. + F. H.5.
FOURD-7 F. Fu.fm. - 3, R.
£C-137 (. Tria. + g, H.5
iF-29 L.k, Fa,{Hac.) + #.8 HR,
liF-221 G.E. Trin.én. + 5. H.4.
CHTONEN B, Fo.iCemin) + H.R. #.9.
UF-413 £.5. Trin.Ga. - K.k, k.

/b Pais de origent B.= Brasil; C€if.= Cosia Rica; £.= Eguader; F.= Ferd,

/% Tipn genético: Fos foresiers; Foofe.= Forastere Aselonado; Hac.= Harionaly Hac.Hibr.s Haciosal
Hibrido; Trin.=  Trinitarie; Trin.fe.= Trinitario Aselonado; Trin.fn.= Trieitaric
fmgoletz; Ven.h.= Venerodano Amarilioy Yen.R.= Venszolano Kojc.

/U Compatibilidad: ¢ = astocompatibie; - = autoincompatibis.

/I Resistencia: R= resistencia; 5= susceptibilidsd; #i.R.= soderadasente resisteniey H.8.5 soderadamente
susceptibie.

Honiliasis= thoniliophthors rorerd
Hazorca negra= Phytophthors pslaivers

¥ Tomado de: International Cacac Cultivar Catalog, 1881;
Engels, 1986; Phillips, 1986; Phillips v Enriquesz,
1988; Phillips v Galindo, 18989.
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3.3 Sondas para la deteccidén de RFLP.

Las sondas purificadas utilizadas para los andlisis de
RFLP fueron suministradas por el Laboratorio de Biologia
Molecular de Cacao de Penn State University, (Pennsylvania,
U.S.A), a cargo del Dr. P. Fritz.

Las secuencias de ADN estdn clonadas en un vector Lambda
y se amplificaron en K. goli cepa MB406. La multiplicacién vy
purificacidn se realizd de acuerdo a los procedimientos
descritos en Sambrook et al. (1988). En el Cuadro 2 se
maestran algunas de las caracteristicas de las sondas.

Dos de 1las secuencias probadas son heterdlogas a un gen
de la B~1,3-glucanasa de tabaco. Esta enzima ha sidoe asociada
con la resistencia a enfermedades fungosas en otras especies.
Otra de las secuencias contiene un gen de wuna proteina de
reserva de 21 kilo Dalton (kD). La secuencia clonada se
obtuvo a partir de una bibliocteca de ADN complementarioc de

semillas de 130 dias después de la polinizaciodn.

3.4 Marcaje de la sonda con biotina.

El ADN total purificado de la sonda se marcd con biotina
mediante la técnica de ''nick-translation” usando el sistema
de marcaje BioNick™ (BRL). De 1-5 pg de ADN se colocaron con
5 pl de mezcla dNTP 10x (0,2 mM dCTP, d4dGTP, dTTP, 0,1 mM

dATP, 0,1 mM biotin-14-dATP, 5600 mM Tris-HC1 pH 7,.8; 50 mM



Cuadro 2.

Caracteristicas de

el andlisis de RFELP.

las sondas empleadas para

EHEInA GUE LTBERA

J0NDE VECTOR.- A ORIGEN ~ B CARALTERIGTICAS FRASKENTD CLOKADD

dLED Lagbdz ChBE 1 Kb gen de una proteina de Eco RI
{otia} reserya ge semilla de 21 kD

#4 Lembda Lt 11 &b secuencia helerdloga il
{gtil} 8 un gen de f-1,3-glucanzsa

#12 Lasbda ghll 12 kb secuencis heterdloga 8fi 1
{giif] & un gen de §-1,3-glucenasa

/A gtl0 y gtll= Promega Biotech Company, Madison, Wis. USA.
/B cADN= biblioteca de ADN complementario.
gADN= Biblioteca de ADN gendmico.
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MgClz, 100 mM {-mercaptoetanol, 100 pg/ml BSA libre de
nucleasas) v 5 pl de mezcla enzimdtica 10x (0,5 unidades/pl
de ADN Polimerasa I, 00,0075 unidades/ul de DNasa I, 50 mM
Tris~-HC1 pH 7,5; 5mM acetato de magnesio, }mM B
mercaptoetanol, 0,1 mM fenilmetilsulfonil fluoruro, B5H0%
glicerol, 100 ug/ml BSA libre de nucleasas). El volimen final
" de la reacciton fue de 50 ul, ajustidndose con agua destilada
esteril. La mezcla se incubd por una hora a 16°C.

Para separar la sonda marcada de los nucleétidos no
incorporados se utilizaron cualguiera de dos procedimientos:
1) cromatografia en columnas con Sephadex G-50, 2) doble
precipitacién con etanol, segin la metodologia descrita en

Sambrook et al. (1989).

1) Cromatografia de columna:

Unos 10g de la resina Sephadex G-50 (Pharmacia) se
hidrataron en agua bidestilada esteril toda la noche.
Posteriormente se empacd en una columna de 1Bx1 ecm v se
equilibrd con varios volumenes de buffer 1x SSC (0,15 M NaCl,
15 mM citrato de sodio pH 7,0) 0,1% 8DS. La mezcla con la
sonda marcada se colocd sobre la columna e inmediatamente se
comenzaron a colectar alicuotas de 15 gotas c¢/u. Para
determinar en cual de las alicuctas se encontraba la sonda se
tomé 1 pl de cada una de las muestras v se colocaron en un
filtro de nitrocelulosa procediende luego a su deteccién

colorimétrica (ver seccidn 3.8.1).



2) Precipitacidn con etanol:

A la mezcla conteniendo la sonda marcada se le afiadieron
1/10 de wvolomen de 3M acetato de sodio v dos volumenes de
etanol absolutc frio incubdndose durante 2 horas a -20°C con
el fin de precipitar el ADN. Posteriormente se centrifugé
durante 10 min en wuna microcentrifuga de mesa Bekman K
(Bekman Instruments, Inc. Palo Alto, Calif. USA.). El
sobrenadante se descartd y el sedimento se resuspendid en 50
i de agua destilada esteril, repitiéndose el mismo
procedimiento de precipitacidén. Finalmente, el sedimento con
la sonda marcada se resuspendid en 200 pl de buffer TE ( 10

mM Tris-HCl, 1 mM EDTA pH 7,5).

3.5 Digestion del ADN de cacao.

Aproximadamente Z ug de ADN gendmice fueron digeridos
con 10 wunidades de EcoR 1, Hae 111, Hind IIIl o Est I (BRL) a
37°C de 4-10 horas de acuerdo a las instrucciones del
fabricante, en un volumen final de 20 upl. Las secuencias
reconocidas por estas enzimas vy la posicidén del clivaje se
muestran en el Cuadro 3.

La digestidén se detuve con 2 pl de 10x buffer: 5B0% (v/v)
glicercl, 0,1 M EDTA, 1 % ({psv) SDS v 0,1 % azul de

bromofenol.



Cuadro 3. Caracteristicas de las enzimas de restriccién

usadas para generar los fragmentos.

SECUENCIA DE

ENZIMA RECONOCIMIENTO PROCEDENCIA

EcoR I 5 G/AATTC3” Escherichia coli RY13
Hae 111 5°GG/CC3~ Haemophilus aegyptius
Hind 111 5°A/AGCTT3" Haemophilus influenza

Pst I 5 CTGCA/G3” Providencias gtuartii
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3.6 Electroforesis en geles de agarosa.

El ADN digerido se separd mnediante electroforesis
horizontal en geles de agarosa al 0.8 %. Las electroforesis
se corrieron a Z0 volts toda la noche a 4°C 6 a 50 volts por
6 horas a temperatura ambiente en buffer TAE 1x (40 mM Tris-
Acetato, 1mM EDTA pH 8.2) en ?resencia de 0,5 ug/ml de
bromuro de etidio. Se incluyeron como marcadores de peso
molecular ADN de Lambda digerido con EcoR I (BRL) y ADN de
Lambda digerido con BstE 1I (New England BioLabs, Beverly,
Mass., USA) con un rango de 702-23.130 pb.

Los geles se iluminaron con luz UV (302 nm) vy se
fotografiaron con una cdmara Polaroid modelo DS34 (Polaroid
Corporation, Cambridge, Mass., USA) v pelicula Polaroid tipo

6867 para guardar un registro de los mismos.

3.7 Transferencia de Socuthern.

El ADN se transfiridé de los geles a filtros de
nitrocelulosa (Schleicher & Schuell, Keene, N.H., USA.) o
membranas de Nylon (BRL) usados como soportes, mediante la
técnica de Southern descrita en Southern (1975).

Luego de finalizada la electroforesis los geles se
incubaron durante 10 min en una solucidén de 0,2 N HC1 para
depurinar el ADN; por 1 hora en una solucidén 1,5 M NaCl, 0,5
M NaOH para desnaturalizar el ADN yv por 1 hora en una

solucidon 1 M Tris-HCL, 1.5 M NaCl pH 7,4 con el fin de
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neutralizar. Los geles se colocaron luego sobre papel de
filtro impregnado en buffer de transferencia (10x 88Cy,
colocandose sobre los geles invertidos las membranas
hidratadas previamente por 5-15 min en el mismo buffer de
transferencia v sobre éstas papel de filtro también embebido
en el mismo buffer. Sobre el papel de Ffiltro se colocaron
servilletas de papel secas con el fin de que absorvieran el
ligquido y de esta forma transferir el ADN del gel al filtro.
Sobre todo se colocdéd un peso de unos 500 g. La transferencia
se desarrolléd toda 1la noche. Los filtros se lavaron
posteriormente durante 5 min en 6x S3C v se secaron al vacio
por Z horas a 80°C. Antes de ser descartados, los geles se
retifieron en solucidén de bromuroc de etidio (0,5 pug/ml en 1x
TAE) por 2-3 horas y fueron rexaminados en luz UV (302 nm)

para determinar si la transferencia habia sido completa.

3.8 Deteccidn de polimorfismo.

Para la deteccidén de RFLP los filtros que contenian el
ADN digerido fueron hibridizados c¢on una sonda marcada con
biotina. La visualizacidén de la hibridacion se realizd
mediante dos métodos: BluGene™! (BRL) y PhotoGene™ (BRL), a
ser comparados. Con el primer método la sonda se detectsa
mediante una reaccidn colorimétrica, con el segundo método

mediante una reaccidn de luz.
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3.8.1 Hibridacion v deteccidn con BluBeneTM

En este sistema se utilizaron UGnicamente los filtros de
nitrocelulosa. Los filtros secos, guardados al vacio, con el
ADN digerido se prehibridizaron a 42°C por 4 horas en 35
nl/cm? de una solucidn de 50% formamida, 5x 8SC (0,75 M NaCl,
80 mM citrato de sodio pH 7,0), 5x Denhardt s (0,1% Ficoll,
0,1% BBA, 0,1% polivinilpirrolidona; SIGMA, St. Louis, Mo.
USA), 26 mM fosfato de sodio pH 6,5 v 0,5 mg/ml de ADN de
esperma de salmdén desnaturalizade. La solucidn de
prehibridacidn se sustituyd por solucidn de hibridacién (50
pl/cm2) que contenia 45% formamida, 5X Denhardt s, 20 mM
fosfato de sodio pH 6.5, 5% sulfato de dextranc, 0,2 mg/ml de
ADN de esperma de salmdn desnaturalizadeo v sonda marcada
desnaturalizada por calentamiento a 100°C por 10 min. La
hibridacién se realizd a 42°C durante toda la noche.

Posteriormente se procedid a lavar los filtros dos veces
por tres min c/u en 2X 85C, 0.1% 3DS a temperatura ambiente;
dos veces por tres min c/u en 0,2x SS8SC, 0,1% SDS a
temperatura ambiente; <2 veces por 15 min c/u en 0, 186x 8SC,
0,1% SDS a 50°C y una enjuagada en 2x 5S5C a temperatura
ambiente.

La deteccidén colorimétrica de la sonda se realizd de
acuerdo a las instrucciones del fabricante. Los filtros se
lavaron por un minuto en buffer 1 (¢,1 M Tris~HCl 0,15 M NaCl
rH 7,5) y se incubaron a 65°C por una hora en solucién

blogueadora (3% BSA en buffer 1). Luego se incubaron con el



conjugado estreptavidina-fosfatasa alcalina (1 upg/ml) en
buffer 1 (70 pl/cm®) durante 10 min, se lavaron dos veces por
15 min c¢/u en buffer 1 y una vez por 10 min con buffer 3 (0,1
M Tris-HCl, 0,1 M NaCl, 50 mM MgCLz pH 9,5).

Para visualizar los patrones RFLP los filtros de
nitrocelulosa se incubaron unas . tres horas con 330 uwug de
nitro-azul de tetrazolium (NBT) yv 166 pg de 5-bromo-4cloro—-3-
indolilfosfato (BCIP) en 75 pl/cm2 de buffer 3. La reaccidn
colorimétrica se detuvo afiadiendo buffer 20 mM Tris-HCl, 0.5

mM EDTA.

3.8.2 Hibridacidn v deteccidn con PhotoGene™™

S5 siguid el procedimiento descrito por el fabricante.
Las membranas de nylon con el ADN transferido se
prehibridizaron durante 4 horas a 42°C en 250 ul/cm® de una
solucidn que contenia: 50% formamida, B6x SSPE (60 mM NaHaPOa4,
0,9 M NaCl, 6mM EDTA pH 7.4), 5x Denhardt s, 0,5% Sarcosyl y
0,2 mg/ml ADN de ésperma de galmon desnaturalizado.
Seguidamente la hibridacidén se efectud a la misma
temperatura, durante toda la noche, sustituyendo la sclucién
de prehibridacién con 100 ul/cm2 de solucidn: 50% formamida,
B8X SS8PE, 5X Denhardt s, 10% sulfato de dextrano, 0,2 mg/ml de
ADN de esperma de salmdén desnaturalizado v sonda marcada
desnaturalizada por calentamiento (100°C por 10 min).
Posteriormente las membranas se lavaron dos veces con 5x 8SC,

0.6% 5DS & 65°C por 5 minutes ¢/u; una vez con 0,1lx 8S8C, 1%



SDS a 50°C por 30-80 min vy una vez con 2% S8SC a temperatura
ambiente por 5 min.

Para la deteccidén de la sonda se lavaron las membranas
con TB5-Tween (100 mM Tris-HC1 pH 7,5, 150 mM NaCl. 0,05%
Tween 20) por 1 min, se incubaron en solucidén bloqueadora (3%
BSA en TBS-Tween, 0,75 ml/cm®) a 85°C una hora v se incubaron
por 10 min a temperatura ambiente con 1 ng/ml de conjugado
estreptavidina-fosfatasa alcalina en TBS-Tween (70 pl/cm2).
Seguidamente se procedié a lavar las membranas dos veces en
TB5-Tween por 15 min c¢/u y 1 hora a temperatura ambiente en 1
ml/cm2 de buffer de lavado final (suministrado por el
fabricante) diluido 1:10. Las membranas se colocaron luego en
un sobre de material pléstico transparente v se afiadieron 10
nl/em? de reactivo de deteccidn (4-metoxi-4-(3-fosfatofenil)
espiroll,Z2-dioxietano~3,2 -adamantanc]) en 0,75 M de Z2-amino-
Z-metil-l-propanol y activadores). El filtro se incubd a
temperatura ambiente por unas 3-4 horas para proceder a
detectar la luz emitida wutilizando pelicula Kodak Ortho-M
para rayos—-X. Bl tiempo Optimo de exposicidn fue de unos 30
min a temperatura ambiente.

Con este sistema se probd rehibridizar las membranas de
nylon eliminando primero la sonda por calentamiento a 100°C
por 15 min en O,1x 88C, 0,1% 8DS v luego lavande en 6x SSPE
por 5 min a temperatura ambiente. Las membranas se dejaron

secar al aire por unos 60 min, guarddndose luego al vacio.
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3.9 Andlisis de los fragmentos.

El peso molecular de las bandas observadas, con
cualquiera de los dos métodos de deteccidén, se estimd
mediante ajuste de regresidén de un modelo logaritmico a
partir de los marcadores Lambda/Hind 111 v Lambda/Bst EIIl con

fragmentos de peso molecular conocido.
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4. RESULTADOS

4_1 Aislamiento del ADN de cacao.

Se utilizaron tres protocolos diferentes de extraccidén
de ADN modificados de Dellaporta et al. (1983), Doyvle v Dovle
(1990) v Couch ¥ Fritz (19890).

Con el primer procedimiento se logréd aislar el ADN de
cacao. El material obtenido, sin embargo, a pesar de que
fluorescia con 1luz UV al ser tefiido con bromuro de etidio,
indicando la presencia de ADN, se encontraba precipitado, no
migrando en los geles de agarosa (1%).

Utilizando el segundo procedimiento de extraceidn no se
logrd aislar el ADN. El resultado de la lisis fue un material
espeso dificil de manipular. Asi mismo la clarificacidn era
ineficiente por lo gque el ADN precipitado con isopropanol
contenia otras impurezas. Se probaron tres concentraciones
de CTAB (1, 2 vy 3%) v disminuir a la mitad la concentracién
de los componetes del buffer de extraccién (de acuerdo con el
metodo original de Saghi-Marcot et al., 1984) sin obtenerser
mejores resultados.

Con el tercer método se logrd la extraccion del ADN de
cacao. Hlectroforesis en geles de agarosa (0.8 v 1%)
revelaron la presencia de ADN de alto peso molecular (Fig.
5). Asi mismo, el ADN aislado con este procedimiento fue

digerido totalmente con enzimas de restriccidn (10 U/ug) en
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una hora de incubacidén a 37°C (Fig. B8).

Siguiendo este método se lograron rendimientos maximos
de 10 ug/g de tejido inicial. E1 ADN utilizado posteriormente
para los andlisis RFLP se obtuvo mediante este procedimiento
de extraccidn.

En la Figura 5 se muestra también la manera como se
determindé la concentracidén de ADN. Comparando la intensidad
de fluoressencia de las 1lineas A y B se observa que la
primera es aproximadamente el doble de la segunda vy por tanto
presenta el doble de la concentracidn. Estas bandas son
comparadas con las de la 1linea C, de concentraciones
conocidas, estimdndose de esta manera un valor aproximado de

la concentracién de ADN en pg/nl.

4.2 Deteccidon de polimorfismo.

Para comparar los sistemas de deteccidn no radiactiva de
ADN BluGeneT™ y PhotoGeneTM se prepararon dos filtros con ADN
de cacao digerido con Hind IIl v se hibridizaron a la sonda
#12. Cada uno de los filtros se detectd utilizando uno de los
dos sistemas. En la Fig. 7 se muestra el resultado obtenido
mediante el sistema de BluGene™H v en
la Fig. 8 con PhotoGene™ . Como se puede observar, los

patrones de bandas detectados con ambas metodologias son
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Figura 5. ZElectroforesis horizontal de agarosa (1%} del ADN
de cacao purificado con el procedimiento de extraccion
I11. A= ADN de alto peso molecular de CC-137: B= ADN de
alto peso molecular de EET-183; C= Marcador Lambda
digerido con Hind 111 calentado a 85°C por 10 min en 20
mM Tris-HC1 (pH 8,0), 20 mM NaCl, 0,1 mM EDTA para
romper los enlaces entre los extremos cohesivos v
linealizar la molécula; D= Marcador Lambda digerido con
Hind I1] sin el <tratamiento anterior; E= ADN de Lambda

degradado; F= ADN de Lambda degradado.



Figura 6. Electroforesis horizontal de agarosa {(0,8%) del
de cacao (2 pg) digeridos con enzimas de restriccidn
U/bug). A= Marcador Lambda digerido con Hind IlI, B=
273, C= CATONGO, D= EET-67, E= CC-137, digeridos con

ADN
(10
Ub-
Hae

111; F= UF~273, G= CATONGO, H= EET-867, I= CC~-137,

digeridos con FEco RI; J= Marcador Lambda digerido

Bst EI].

con
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Figura 7. Andlisis RFLP mostrando los pesos moleculares de
los fragmento en Kb, del ADN total de cacao digerido con
Hind III e hibridizados con la sonda # 1% (3-1,3-
glucanasa). La deteccidén se realizé con el sistema
BluGene™ (BRL). A= Marcador Lambda digerido con Hind
I3I; B= CC-132; C= UF-29; Dz UF-273; E= EET-183:; F=
POUND-7; G= EET-75; H= Marcador Lambda digerido con BstE

I1.
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Figura 8. Andlisis RFLP mostrando los resos moleculares de
los fragmento en Kb, del ADN total de cacao digerido con
Hind IIL e hibridizadeos con la sonda # 12 {(B-1,3-
glucanasa). La deteccidén se realizé con el sistema
PhotoGene™ (BRL). A= Marcador Lambda aigerido con Hind
il1; B= CC~137; C= POUND-7; D= EET-75; E= UF-221: ¥=
EET-87; G= CATONGO; H= Marcador Lambda digerido con BstE
I1
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similares. Sin embargo, la deteccidén con BluGeneT™ pmuestra
dos bandas de bajo pesoc molecular (0,9 v <0,7 kb) gque no se
observaron con PhotoGene™ . Esto se debe a aue se transfirio
al filtro para detectar con BluGeneT™ una mayor cantidad de
ADN (3 pg) que la utilizada para la deteccidn con PhotoGeneTM
(2 ng)-

Las membranas de nylon que contenian el ADN de cacao
fueron hibridizadas hasta cuatro veces yv detectadas con
PhotoGene™, sin observarse pérdida aparente en la intensidad
de la sefal. Los filtros de mnitrocelulosa no fueron
rehibridizados de acuerdo a las recomendaciones del
fabricante. E1 NBT y BCIP se unen irreversiblemente a los

filtros v no pueden ser removidos.

4.3 An3dlisis de RFLP.

Con el fin de simplificar la interpretacién de los
resultados en el andlisis de las bandas obtenidas en las
hibridaciones, se tomaron en cuenta solamente aquellos
fragmentos que presentaron las sefiales mids fuertes.

Por otro lado, los pesos moleculares setialados
corresponden a un promedic * la desviacién estandar de los
resos moleculares calculados para fragmentos considerados

similares entre los diferentes clones.



4.3.1 Sonda #12 ((-1.3-glucanasa).,

El ADN de los c¢lones de cacao digeridos con las cuatro
enzimas de restriccion (Hind 111, Eco RI, Pst I v Hae III) se
hibridizé a la sonda # 12 que contenia el gen de la B-1,3~
glucanasa. En ninguno de los casos se logrd la deteccién de
polimorfismo entre los distintos clones de cacao.

En la hibridacién de la sonda #12 con el ADN de UF-273,
CC-137, EET-87, EET-183, EET-75, UF-221, POUND-7, CC-132, UF-

29 y CATONGO digeridos con Hind I1I1I (Figs. 7 y 8) se

observaron fragmentos de 3,08; 1,81; 1,72; 1,43; 1,35; 0,90;
¥y <0,70 kilo bases (kb). Todos los clones estudiados
presentaron un patrén de bandas similar. En el Cuadro 4 se
presenta un resumen de los pesos moleculares * la desviacidn
estandar.

El ADN digerido con Eco RI de los clones UF-273, CC-137,
EET-183, UF-221 vy POUND-7 hibridizado con la sonda #12 {Fig.
8}, presentd en todos los c¢asos un patron de cuatro
fragmentos de 5,70; 3,97; 1,27 v 0,97 kb respectivanete
{Cuadro 5).

El ADN de los clones UF-273, CC-137, EET-183, UF~221 vy
POUND-7, digeridos con Pgt 1 e hibridizados con la sonda #12
se presenta en la Fig. 10. Se encontraron dos fragmentos de
pesos moleculares 14,24 vy 4,40 kb. Todos los clones
presentaron el mismo patrdén (Cuadro 8).

En la hibridacién del ADN de UF-273, CC-137, EET-87,

EET-183, EET-75. UF-221, POUND-7, UF-29, UF-613 vy CATONGO,



Cuadro 4. Longitud de los fragmentos observados al digerir
los clones UF-273, CC~137, EET-67, EET-183, EET-75, UF-

221, POUND-7, CC~132, UF-29 y CATONGO con Hind 111,

homélogos a la sonda # 12 correspondiente al gen de la

B-1,3~glucanasa.®*

FRAGMENTO PESO MOLECULAR (kb)
1 3,06 0,18
P 1,81 x0,07
3 1,72 0,08
4 1,43 +0,056
5 1,35 £0,03

fus}

0,80 x0,0274

7 < 0,7074

/A Solo se observaron en la deteccidn con BluGeneTM (Fig. 7)

¥ Se presentan las medias * la desviacidn estdndar.
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Figura 9. Andlisis RFLP mostrando los pesos moleculares de
los fragmento en Kb, del ADN total de cacao digerido con
Eco BRI e hibridizados con la sonda # 12 (@3-1,3-
glucanasa). La deteccidn se realizd con el sistema
BluGene™ (BRL). A=z Marcador Lambda digeridc con BsthE

Il; B= Marcador Lambda digerido con Hind II11: C= POUND-

7; D= CC-137; E= EET-183; F= UF-273; G= UF-22i: H=

Marcador Lambda digerido con BstE II1.



Cuadro 5. Longitud de los fragmentos observados al digerir
les clones UF-273, CC~137, EET-183, UF-221 vy POUND-7,
con Eco RI, homélogos a la sonda # 12 correspondiente al

gen de la £8~1,3-glucanasa.*

FRAGMENTO PESO MOLECULAR (kb)
1 5,70 %0,15
2 3,987 0,07
3 1,27 x0,00
4 0,97 x0,01

¥ Se presentan las medias * la desviacidn estdndar.



Figura 10. Andlisis RFLP mostrando los pesos moleculares de
los fragmento en Kb, del ADN total de cacao digerido con
Pst 1 € hibridizados con la sonda # 12 (B-1,3-
glucanasa). La deteccidén se realizdé con el sistema
BluGeneTH (BRL). Az Marcador Lambda digerido con BstE
Il; B= Marcador Lambda digerido con Hind I1II1: C= POUND-

7; D= CC-137; E= EET-183; F= UF-273; G= UF-221.
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Cuadro 6. Longitud de los fragmentos observados al digerir
los clones UF-273, CC-137, EET-183, UF-221 vy POUND-7,
con Pst I, homdélogos a la sonda # 12 correspondiente al

gen de la B-1,3-glucanasa.*

FRAGMENTO PESO MOLECULAR (kb)
1 14,24 *0,00
2 4,40 0,00

* Se presentan las medias £ la desviacidn estandar.
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Cuadro 7. Longitud de los fragmentos observados al digerir
los clones UF-273, CC-137, EBET-67, EET-183, EET-75, UR-

221, POUND~7, UF-29, UF-813 y CATONGO, con ae 111,

homélogos a la sonda # 12 correspondiente al gen de la

B-1,3-glucanasa._*

FRAGMENTO PESO MOLECULAR (kb)

1 1,84 £0,18
Z 1,37 *0,08
3 1,14 20,05
4 0,83 x0,04
5 0,88 *0,03
(5] 0,85 0,02
7 < 0,70

* Se presentan las medias * la desviacidn estandar.



digeridos con la enzima Hae 111 (Fig. 11) se detectaron siete
fragmentos de 1,84; 1,37:; 1,14; 0,93; 0,88; 0,85 v <0,70 kb

{Cuadro 7).

4.3.2 Sonda #4 (3-1.3-glucanasa).

La hibridacidén de la sonda #4 se realizd con el ADN de

cacao digerido con Hind 11, Eco RI v Hae 1II. En todos los

casos la sefial obtenida fue muy baja y solo se logrd observar
bandas en la digestién con Eeco RI (Fig. 12).

Fn este 1dlitimo caso el ADN de UF-273, CC-137, EET-75,
UF-221, POUND-7 y CC-132 presentd tres fragmentos de 10,72;
2,38 v 2,16 kb (Cuadro B8).

La digestién con Hind Il] se efectud en los clones CC-
137, EET-87, EET-75, UF-221, POUND-7 y CATONGO.

La digestidon con Hae III incluyé a los clones UF-273,
CC-137, EET-67, EET-183, EET-75, UF-221, POUND-7, UF-29, UF-

613 y CATONGO.

4.3.3 Sonda 21kD (gen de proteina de reserva de semilla de 21
Dy,

La sonda 2Z1kD fue hibridizada con ADN digerido con Hind
111, Eco RI v Hae II1. En todas las combinaciones se encontrd
polimorfismo.

En la Fig. 13 se muestra el resultado de la hibridacién
con el ADN de los clones CC~137, EBET-67, EET-75, UF-221,

POUND~7 y CATONGO luego de la digestidn con Hind I1II1. Todos
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Figura 12. Andlisis RFLP mostrando los pesos moleculares de
los fragmento en Kb, del ADN total de cacao digerido con
Eco BRI e hibridizados con la sonda # 4 (B-1,3-
glucanasa). La deteccidn se realizd con el sistema
BluGeneT™ (BRL). A= Marcador Lambda digerido con Hind
I11; B= UF-Z21; C= CC-137; D= (C-132; E= UF-273; F=
POUND-7; G= EET~75; H= Marcador Lambda digerido con BstE

11
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Cuadro 8. Longitud de los fragmentos observados al digerir
los clones UF-273, CC-137, EET-75, UF-221, POUND-7 y CC-
132 con Eco RI, homdlogos a la sonda # 4 correspondiente

al gen de la B-~1,3-glucanasa.*

FRAGMENTO PESO MOLECULAR (kb)
1 10,72 x0,40
2 2,38 x0,09
3 2,16 *0,10

¥ Be presentan las medias * la desviacién estandar.



los clones presentaron un fragmento de 0,99 kb. El fragmento
de 2,95 kb se presentd solo en BET-87 v EET-75.
De los tres fragmentos restantes(5,21; 4,48 y 3,95 kb), EET-
67 v UF-221 presentaron los tres, CC-137, POUND-7 y CATONGO
presentaron solo el mayor (5,21 kb) v el menor (3,95 kb),
mientras que EET-75 presentd Unicamente el fragmento
intermedioc (4,48 kb). El Cuadro 9 presenta el peso molecular
de los fragmentos detectados * la desviacidon estandar.

El resultado de la hibridacién del ADN de los clones UF-
273, CC-137, EET-67, EET-75, POUND-7, UF-221, UF-29 y CATONGO
digerido con Eco RI se muestra en la Fig. 14. En total se
observaron cuatro fragmentos distintos. Todos los clones,
excepto UF-29, Presentaron un fragmento de 12,70 kb. EET-75,
UF~221 y POUND-7 presentaron un fragmento de 16,27 kb. UF-29,
por el contrario presentd un fragmento de 15,21 kb
intermendio a estos dos WUltimos. HEl fragmento de 2,97 kb se
presentd en todos los clones menos en EET-687. Los clones UF-
273, CC-137, UF-221, POUND-7, UF-29 y CATONGO presentaron un
fragmento pequefio de < 1,90 kb. El Cuadro 10 resume lo
encontrado en la ¥Fig. 14.

El patrén de bandas observado en la hibridacidn del ADN
digerido con Hae lI1l de los c¢lones UF-273, CC-137, EET-87,
EET-183, EET-75, POUND-7, UF-221, UF-29, UF-813 y CATONGO se
muestra en la Fig. 15, En total se presentaron ocho
fragmentos diferentes. Las bandas de 1,79 v <0,70 kb fueron

compartidas por todos los clones. La banda de 1,40 kb
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Figura 13. Andlisis RFLP mostrando los pesos moleculares de
los fragmento en Kb, del ADN total de cacao digerido con

Hind 111 e hibridizados con la sonda 21kD. La deteccion

: se realizd con el sistema PhotoGene™ (BRL). Az CC-137;

H= POUND-7; C= EET-75; D= UF-221; E= EET-67; Fz CATONGC.
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Cuadro 9. Longitud de los fragmentos (kb) mas fuertes
observados al digerir con Hind IIJ], homélogos a la sonda

21kD . >

FRAG. CC-137 EET-67 EET-75 POUND-7 UF-221 CATONGO

i 5,21 5,21 — 5,21 5,21 5,21
*0,17 +0,17 +0,17 *0,17 +0,17
2 _ 4,48 4,48 — 4,48 —
0,11 0,11 10,11
3 3,956 3,85 - 3,85 3,95 3,956
+0,07 0,07 +Q,07 0,07 0,07
4 - 2,95 2,85 - — —_
+0,14 0,14
5 0,95 0,99 0,98 0,949 0,998 0,99

+0,01 +0,01 0,01 +0,01 +0,01 0,01

* Be presentan las medias + la desviacién estandar.
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Cuadro 10.

Longitud de

fuerte observados

sonda 21kD.*

los fragmentos

(kb)

al digerir con Eco RI,

de

homdlogos a la

sefial

FRAG. UF-273  EET-47 EET-73 £6-137  POUND-7 Ug-22¢ HF-37 CATOHEBO
i _ - 16,27 _ 16,37 16,27 _
3,58 1,52 52

154
2 12,10 £2,79 13,70 2,70 12,70 12,79 12,70
1,43 3,463 14,63 1,63 10,463 1,63 #),83
3 2,97 _ 2,57 2,97 2,97 2,%7 2,97 2,57
1, 05 1,405 1,05 14,05 10,05 1,05 ,0%5

3 { 1,90 = { 1,90 R (1,50 11,5

* Se presentan las medias * la degviacién estandar.



Figura 15. Andlisis RFLP mostrando los pesos moleculares de
los fragmento en Kb, del ADN total de cacao digerido con
Hae I11 e hibridizados con la sonda 21kD. La deteccidn

se realizd con el sistema PhotoGeneTM (BRL). A= CATONGO;

B= UF-613; C= EET-183; D= POUND-7; E= EET-75; F= UF-29;:

I

G= EET-87; H= CC~137; I= UF-221; J= UF-273.



Cuadro 11.

fuerte observados al digerir con Has 111,

Longitud de

sonda Z1kD_*

los fragmentos

(kb)

de

59

sefial mas

homélogos a la

FRAB, UF-273  €0-437 EET-47  EET-1BY  EET-7R  POUND-7 UF-23L  UF-29  UF-hi3 CATOHGD
1 5,3 5,54 534 . 3,3 5,3 5,3 &3 5,34
$0,30 30,30 20,30 30 9,300 20,3 10,8 9,30
i _ L 2,46 v N B _ B
0,06 2,10 1,10
3 . __ " . L 255 . . . _
0,96
3 1,77 4,9 LW [ 1,99 1% L% »
10,43 10,07 30,13 20,43 13 30,03 6,03
5 1,7 1,79 4,73 1,78 LT LT 4L, 4,78 4,78 1,73
30,00 16,10 #0001 10,01 0,3F  BAE 0 0,40 #0,10 30,10 Hi, b1
4 _ 1,30 1,50 1,40 1,80 L40 1,40 1,40 14 1,40
10,00 30,07 36,07 20,07 20,07 20,07 #6,07 6,07 10,07
i N L0300 1,03 0 1,403 L0300 Lo £,83 1,03 1,03
10,04 30,04 20,00 20,04 50,04 30,04 10,04 £0,04
8 W0 @0 070 68,70 T (8,70 0,70 <600 0,78 (0,70
+* la desviacion estandar.

* Be presentan las medias
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se presentd también en todos los clones menos en UF-273. El
fragmento de 1,03 kb se presentd en +todos los clones
estudiados menos en UF-273 y UF-221. La banda de 5,34 kb se
presentd en todos los clones menos en EET-183 y EET-75.
Exepto CC-137, POUND-7 y CATONGO todos los demds clones
presentaron una banda de 1,99 kb. Por el contrario, sole EET-
183, EET-76 vy UF-221 presentaron una banda de 2,88 kb,
mientras gue POUND-7 fue el finico en presentar el fragmento
de 2,55 kb. En el Cuadro 11 se presenta un restmen de los

RFLP observados.



5. DISCUSION

5.1 Aislamiento del ADN

El aislamiento de ADN de plantas de alto peso molecular,
adecuado para la digestién con enzimas de restriccidn, es un
proceso muchas veces dificil debido a la gran cantidad de
compuestos secundarios que éstas poseen. En el caso de T.
cacao este proceso se dificulta debido al alto contenido en
polifenoles que posee (Forsyth, 1952, 1955; Jalal y Collin,
1977) v que interactiian irreversiblemente con los &cidos
nucléicos, interfiriendo en los procesos posteriores de
digestién con enzimas de restriccién (Couch vy Fritz, 1990;
Mirazdn, 1988).

En el opresente trabajo se probaron tres métodos de
extraccion con el fin de utilizar aquel que diera los mejores
resultados (ADN de alto peso molecular, digerible por las
enzimas de restriccién) y a la vez fuese sencillo.

El método I resultaba el méds sencillo, sin embargo no se
logré aislar ADN de suficiente calidad para utilizarlo en el
andlisis RFLP. Probablemente el buffer de extraccidn era muy
simple, por 1lo que no se inhibia la accidn de fenoles y otros
compuestos que coprecipitaban con el ADN. Asi mismo la
precipitacidn de proteinas con acetato de potasio resultd
ineficiente, dejando contaminantes en la fraccién de ADN.

Esto origind un extracto de ADN precipitado que no migraba en



electroforesis de agarosa al 1%.

El procedimiento de extraccion II se selecciond debido a
la simplicidad de la metodologia y a que sus autores (Doyle y
Doyle, 1990) sefialan que ha sido utilizado con éxito en un
gran nimero de especies vegetales dentro de varios taxones,
por lo <due se pensd podria dar buenos resultados con el
cacac. En las pruebas iniciales se obtuvieron extractos de
ADN viscosos, que dificultaban su manipulacién, posiblemente
ror el gran contenido de polisacaridos y otros compuestos. Se
probd variar la concentracidn de CTAB sin mejores resultados.
Asi mismo el proceso de clarificacién con cloroformo:alcochol
iscoamilico no era eficiente, dejando la fraccién de ADN con

un color verdoso que al ser precipitado con isopropanol

originaba una masa <con gran cantidad de sustancias
contaminantes. Por esta razdn este procedimiento fue
descartado.

El procedimiento de extraccidén 111 resultd el mas
eficiente, obteniéndose rendimientos de hasta 10 pg/g con un
ADN que era digerido por las enzimas de restriceidén. El
butfer de extraccidn es el mds completo. Contiene compuestos
tales como 1la polivinilpirrolidona, que inhibe la accidn de
los fenoles v el dietil ditiocarbamato (DDTC), agente
guelante de los iones Cu*+, los cuales son requeridos por las
polifenoloxidasas para la oxidaciédn de los fenoles a
gquinonas. Los rendimientos obtenidos, sin embargo, son

menores a los sefialados por Couch y Fritz (1990) de 20 ng/g



de tejido. Una explicacién para esto es que el material
vegetal de partida para la extraccién fueron hojas traidas
directamente del campo y no hojas de plantas cultivadas en el
invernadero, como es el caso del trabajo original. Es posible
que las condiciones variables del medio ambiente, asi como la
exposicibn continua a patdgenos vy depredadores origine la
produccidén de una mayor cantidad de compuestos secundarios
gue disminuyan la eficienca de la purificacién. Asi mismo el
tipo de hojas recomendadas para la extraccién son hojas
Jjévenes verdes, no totalmente expandidas (P. Fritez,
comuniicacidn personal), sin embargo, en muchos casos las
hojas jovenes presentan una coloracidn rojiza debido a la
acumulacién de antocianinas que posiblemente interfieren con
la purificacién. Se llegd a observar, cuando se utilizaba
como material de partida este tipo de hojas, que no se
formaba la banda de ADN luego del gradiente de CsCl, a pesar
de prolongarse el tiempo de centrifugacién. Esto puede ser
debido a que las antocianinas enmascaren el ADN cuando éste
es iluminado con luz UV en presencia de bromuro de etidio.
También es posible gue el contenido de polisacdridos en estas
hojas sea alto (Thimann et al., 1951; Creaser gt al.. 1981),
lo cual se sabe dificulta la visualizacidén de la banda de ADN
en el gradiente de CsCl (Sambrook et al., 1989).

La utilizacidén de hojas verdes ya maduras en vez de
hojas jévenes, para tratar de evitar el problema antes

mencionado, did como resultado la extraccién de ADN
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precipitado que migraba poco o nada en los geles de agarosa
(0,8%). Esto coincide con lo obtenido por Couch y Fritz
(1890), <quienes recomiendan wutilizar preferiblemente las

hojas més jdvenes.

H.2 Deteccion de Plimorfismo

La hibridacidén de &cidos nucléicos inmobilizados en
soportes sdlidos con sondas marcadas es una metodologia
bdsica muy difundida con aplicacidn tante en investigacidn
como en diagndstico. En la reaccidn de hibridacidén mas
utilizada las sondas son marcadas con radioisbtopos,
rermitiéndo que se reasocien a las secuencias homdlogas del
ADN inmobilizado. Posteriormente la sonda se detecta mediante
autorradiografia, utilizando para ello pelicula para ravos X.
8in embargo, los compuestos radiactivos presentan problemas
en su desecho, peligros a la salud, vida corta, v costos
elevados (Gebeyehu et al., 1987). Por esta razdn se han
desarrollado sistemas de marcaje y deteccién que no presenten
los problemas de los radioisdtopos.

Una alternativa ha sido 1la utilizacidén de nucledtidos
marcados con biotina, basdndose en la alta afinidad gque
presenta la avidina (o la estreptavidina) por este sustrato,
lo cual permite su posterior deteccién. Los sistemas de
BiuGeneTH v PhotoGene®™, ambos de BRL, utilizan este

principio. BluGeneT™ puede detectar hasta 0.25 pg de ADN



marcado con biotina mediante una reasccidén coleorimétrica. Una
fosfatasa alcalina, conjugada a la estreptavidina, cataliza
la produccién de un compuesto coloreado a partir del nitro-
azul de tetrazolium (NBT) v del 5-bromo-4cloro-3-
indolilfosfato (BCIP).

PhotoGeneT™ utiliza bédsicamente el mismo principio, sin
embargo, el sustrato de la fosfatasa alcalina es un compuesto
muy estable: d-metoxi-4-{3-fosfatofenil) espiroll,2-
dioxietano-3,2 -adamantano], que al ser defosforilado se
transforma en un dioxietano inestable capaz de emitir luz
(Carlson et al., 1990). La deteccidén se realiza entonces
utilizando una pelicula para rayvos X. Con este sistema se
pueden visualizar hasta 0,1 pg de ADN marcado.

De acuerdo a los resultados obtenidos se encontrd que
ambos sistemas fueron igualmente Otiles en la deteccién de
RFLP en cacao. PhotoGene™, sin embargo, presentd la ventaja
de gune pudo ser reusado por 1o menos cuatro veces. Rsto
permite la hibridacidén de wuna misma membrana con multiples
sondas, acelerando el proceso de andlisis de RFLP vy
disminuyendo los costos.

La rehibridacion de las membranas de nylon detectadas
con PhotoGene™ es simple ¥y no requiere la utilizacidn de
reactivos costosos. Asi mismo con este sistema, debido a que
la deteceion final se realiza mediante una impresidm
fotografica, se pueden regular los +tiempos de exposicién

hasta obtener la sefial deseada.



La rehibridacién de los filtros de nitrocelulosa no se
probé ya que no es recomendado por el fabricante. Sin
embargo, Gebeyehu et al. (1987) realizaron la rehibridacién
de membranas de nylon que fueron detectadas uzando BluGeneTH.
La metodologia para eliminar el compuesto coloreado vy la
sonda son complicados, requieriendo de la utilizacidn de
diversos reactivos, muchos de ellos costosos (proteinasa K,
dimetilformamida, formamida, etc.). Asi mismo, el resultado
no fue muy exitoso va que disminuyé la intensidad de la
sefial. Por tanto no se probd tampoeo la rehibridacién con
membranas con nylon utilizando el sistema de BluGeneTH.

La deteccién con BluGeneT™™ presenta la ventaja de ser
mas simple y rdpida que con PhotoGene™. Por tanto, la
preferencia de uno u otro método depende del tipo de trabajo

que se desee realizar. En el caso de anédlisis de RFLP el

sistema PhotoGene™ resultd ser el mids conveniente.

5.3 Andlisis de RFLP

Uno de los objetivos de este trabajo fue el de tratar de
identificar marcadores gue permitieran diferenciar los clones
resistentes a la Moniliasis de los susceptibles. Es por ello
que se probaron las sondas #4 y #12 que contienen secuencias
heterélogas al gen de la B-1,3-glucanasa en tabaco. Esta
enzima, Jjunto con la quitinasa (ambas hidrolasas), pertenece

al grupo de las proteinas asociadas a la patogenicidad (PR),



87

que se acumulan en las plantas infectadas por hongos,
bacterias, virus vy viroides (Kauffman et al., 1987; Vera et
al., 1989) y gque han sido asociadas a la resistencia.

La 8~1,3-glucanasa actia coordinadamente con la
quitinasa (Vogeli et al., 1988), sin embargo, la quitinasa no
posee un sustrato conocido en las plantas y la calosa
{(sustrato de la B~1,3 glucanasa) se encuentra en pequefias
cantidades. La quitina y el $8-1,3 glucano, por el contrario,
forman parte importante en la composicién de la pared celular
de los hongos, pudiendo representar los sustratos naturales
de estas enzimas {(Mauch et al., 1988).

La B-1,3~glucanasa ¥y la quitinasa son inducidas por
infecciones, etileno, e inductores de las fitoalexinas (Felix
y Meins, 1887; Vogeli-Lange et al., 1888; Kendra et al.,
1989). Asi mismo han sido encontradas en muchas especies de
planta superiores tales como el tabaco, tomate, meldn, soya vy
arveja (Benhamou et al., 1889). Su efecto fungitdxico puede
ser tanto directo como indirecto. La acumulacidn de estas
enzimas en las plantas resistentes ocasiona, por un lado, la
lisis de 1las hifas de hongos patégenos, inhibiendo su
crecimiento (Mauch et al., 1988; Benhamou et al., 1989). Por
otro lado, los fragmentos de @B-glucano generados por la
hidrélisis de los polimeros mayores en la pared celular de
los hongos, funcionan como inductores de las fitoalexinas,
antibidticos de amplio espectro que se acumulan en las

plantas resistentes (Ryan, 1988; Ebel y Grisebach, 1988),
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amplificando la respuesta defensiva.

Es por esta evidencia que se pensd que la £-1,3-
glucanasa podia estar involucrada en los mecanismos de
resistencia de los clones de cacao, lo gque permitiria
detectar diferencias en los patrones de RFLP de las plantas
susceptibles v resistentes. En pruebas preliminares se ha
encontrado que esta enzima se expresa en los tejidos de
cacao.

Las sondas utilizadas en este trabajo fueron aisladas de
una libreria gendémica de cacao y son heterdlogas a un gen de
B~1,3-glucanasa de tabace (Vbgeli et al., 19B88) bajo
condiciones de 70% de homologia (T. Snyder, comunicacién
personal).

A pesar de gue las dos sondas corresponden al gen de la
B~1,3-glucanasa se encontréd una gran diferencia en sus
resultados. Con 1la sonda #4 siempre se cbtuvo una sefial muy
baja que impidié, en muchos casos, la observacién de las
bandas, mientras que la sonda #12 si origind bandas visibles.
La diferencia en la sefial obtenida con ambas sondas del gen
de la @8-1,3-glucanasa puede deberse a gque sus secuencias
corresponden a genes diferentes que ocodifican enzimas

similares. Joosten vy De Wit (1989) encontraron dos formas de

esta enzima en plantas de tomate infectadas con Cladosporium
fulvum con distintos resos meleculares, aungue

serologicamente muy relacionadas. Es posible entonces que

ambas formas presenten en el tomate una estructura primaria y



terciaria may similar, por lo que se da la reaccidn cruzada
del antisuero. Por tanto, ambos genes deben presentar una
secuencia de bases similar. Se puede pensar, en base a esto,
gque en el caso del cacao también pueden estar presentes al
menos dos genes de la B~1,3-glucanasa con cierta homologia en
sus secuencias, perc gue codifican formas distintas de 1la
misma enzima. La hibridacidén de ambas secuencias con la sonda
de tabaco indica la existencia de homologia entre las dos.
Posiblemento la secuencia de la sonda #4 se encuentra en bajo
numero en el genoma de cacao, por lo que la sefial no es muy

1., 1588), mientras que la secuencia de la

fuerte (Chang et
sonda #12 estd presente en mayor nimero.

Con la sonda #12 las bandas fueron obhservadas
claramente, pero no se logrd la deteccién de polimorfismo con
ninguna de las enzimas de restriccidn empleadas.

El gen de la @-1,3-glucanasa constituye, entonces, una
secuencia altamente conservada en el genoma de T. cacao. Mas
atn la £-1,3-glucanasa es ubicua en las plantas superiores
(Kauffman et al., 1887), por lo que debe ser un gen may
conservado entre diferentes taxones. Prueba de este es la
homologia existente entre el gen de tabaco v los genes de
cacao, pertenecientes a distintas familias.

A pesear de no detectarse diferencias genéticas entre
los clones de cacao resistentes v susceptibles a la
Moniliasis, utilizando la sonda de la £-1,3~glucanasa, se

debe sefialar gque la accidn de esta enzima puede ser, por



70

tanto, uno de varios mecanismos protectivos que presentan las
plantas de cacao para defenderse del ataque de patdgenos. La
acumulacidn de esta enzima en el tejido resistente es uno de
los eventos tempranos que limita la diseminacidén de hongos
fitopatdgenos (Benhamou et al., 1989).

Es muy posible, como sefiala Phillips (1986), que la
resistencia de los clones de cacao a Monilia sea un caracter
cuantitativo, debido a la accidén de varios genes en conjunto,
siendo el gen de la B-1,3-glucanasa solo una parte de ese
conjunto vy por tanto no permite la caracterizacién total de
individuos susceptibles v resistentes.

Por otro lado, la presencia de un gen en un individuo no
indica mnada sobre su expresidén. No sabemos si existen
diferencias en la produccidn y acumulacién de esta enzima en
los tejidos infectados de cacao de los distintos clones.

Es necesario probar, sin embargo, la misma sonda con
otras enzimas de restriccidén, de manera que se cubran con las
enzimas otras secuencias del genoma, aumentando asi  la
probabilidad de detectar polimorfisme.

La sonda 21kD, a diferencia de los casos anteriores,
permitidé la deteccién de polimorfismo, observandose miltiples
bandas con todas las enzimas de restriccién utilizadas (Hind
111, Eco RI, Hae Ili). Esto indica la presencia de miltiples
copias de este gen en el genoma de cacao, asi como rearreglos
en el ADN.

Los RFLP se generan por alteraciones en la longitud de
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los fragmentos de restriccidén, causados por cambios en la
distancia entre los sitios de reconocimiento de una enzima de
restriccion (Apuya et al., 1888). Esto puede ocurrir por la
ganancia o pérdida de un sitio de reconocimiento, debido a
una mutacién puntual, o por un rearreglo del ADN que aumenta
{0 disminuye) la distancia entre los sitios de reconocimiento
{(Apuya et al., 1988). Estos rearreglos pueden ser debidos a
inserciones, deleciones, inversiones o substituciones
(Helentjaris et al., 1988; Bonierbale et al., 1988).

Los cambics en sitios especificos de reconocimiento
alteran solamente la longitud de los fragmentos producidos
por una enzima de restriccidn, mientras gque los rearreglos
causan cambios en el tamafioc de los fragmentos generados por
varias enzimas de restriccidén (McCouch, et al., 1888; Apuya
et al., 1988). EHEsto es debido a gue 1las inserciones,
deleciones, inversiones vy substituciones involucran grandes
segmentos de ADN que pueden contener varios sitios de
restriceidn. La deteccidn de polimorfismo utilizando la sonda
21kD en combinacién con cualguiera de las enzimas de
restriccidén demuestra, en base a lo anterior, la ocurrencia
de rearreglos en el genoma de cacao, posiblemente del tipo
insercidén/delecidn.

La presencia de maltiples bandas en las hibridaciones
con la sonda 21kD no se puede explicar, ademis, por el
clivage de wun solo locus en varios fragmentos, por las

enzimas de restriccidén. En primer lugar, la longitud total de
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los fragmentos observados con las distintas combinaciones
sonda/enzima tienen una longitud (> 17 kb) mucho mayor que la
de la sonda (aproximadamente 1 kb). Una sola copia en el
genoma de esta secuencia no podria generar entonces varios
fragmentos de gran tamafno. En segundo lugar, varios de los
fragmentos estan ausentes en un mismo individuo. Ejemplo de
esto estad en el Cuadro 11, en gue los fragmentos 2 yv 3 estan
ausentes en muchos clones. Asi mismo las bandas 6 v 7 estan
ambas ausentes enAUF—278_ Los alelos que ocupan un mismo
locus no pueden estar todos ausentes en un  individuo
{Helentjaris et al., 1985), lo que implica, en nuestro caso,
la presencia de varios loci.

Podemos decir, entonces, que el gen de la proteina de
semillia de 21 kD se encuentra repetido en el genoma de cacao,
siendo esto wun indicativo de su complejidad. Al igual gque se
ha encontrado en otras especies como la soya vy la papa, este
tipo de patrones en que una misma sonda hibridiza con varios
fragmentos de ADN que no estéan ligados entre si, puede
representar la existencia de miltiples copias de la secuencia
homéloga a la sonda, pero con bordes polimdrficos, que estan
dispersas por todo el genoma (Apuya et al., 1988: Gebhardt et
al., 1988). FPor tanto, las diferencias en el patrén de
hibridaciones pueden también ser ocasionadas por diferencias
en el namero de regionesg coromosomicas que contienen

1., 1988).

secuencias homologas a la sonda (Figdore et

Mirazdn (1988) vya habia sefialado la posibilidad de la



existencia de repeticiones en el ADN de cacao, por mus
resultados cobtenidos utilizande otras sondas poliméorficas.

Otra evidencia que sustenta la multiplicidad de copias
del gen 21kD en el genoma de cacao, causado por rearreglos en
su ADN, estéd en su secuencia de nucledtidos. Tai (1990)
determind la secuencia de la sonda 21kD y ésta solo contiene
un sitio de reconocimiento para la enzima Hae 111 v ninguno
para Hind Iil y Eco RI. Esto implica que los fragmentos
generados al digerir con HEco RI o Hind 1III corresponden,
aproximadamente, al nimero de copias que existe de la
secuencia en el genoma de cacao. Esto en el caso de que no se
haya formado un sitio de restriccidn interno a la secuencia
debido a8 alguna mutacién. Por otro lado, el numero de bandas
que se observan al digerir con Hae 111 representa,
aproximadamente, el doble de copias gue estan presentes en el
cacao. De acuerdo a los resultados obtenidos se piensa que en
cacao existen unas tres o cuatro copias de este gen.

Uno de los objetivos del presente trabajo era determinar
la uwtilidad del andlisis RFLP para caracterizar la coleceidn
de cacao del CATIE. De los resultados anteriores podemos ver
gue la sonda 21kD digerida con Hae 111 generd un gran numero
de fragmentos polimdérficos. Esto a primera vista podria
representar confusién para el andlisis, sin embargo., este
tipo de patrones presentéd la ventaja de que permitid la
identificacidn de varias introducciones de cacao con solo una

sonda. La combinacidn 21kD/Hae 111 diferencia, por ejemplo, 6
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grupos de clones: 1) UF-273, 2) CC-137 y CATONGO, 3) EET-75 y
EET-183, 4) POUND-7, &) EET-67, UF-29 vy UF-613 v 6) UF-221
(ver Cuadro 11). Varios de los clones pueden diferenciarse
tan sclo con esta sonda.

Por otro lado, la visualizacién de wmaltiples bandas
permite deducir informacidén de més de un locus al mismo
tiempo. Esto facilita la caracterizacidém de una mayor parte
del genoma, reduciendo el nimero de sondas que se deben
utilizar.

No se encontrd ninguna diferencia entre la utilizacidn
de enzimas de restriccién que reconocian secuencias de 6

nucledtidos (Hind 111, Eco RIL v Pst 1) v las que reconocen 4

nucledtidos (Hae 111}, va que en ambos casos se detectd
igualmente polimorfismo. S8in embargo, es necesario ampliar el
estudio para poder llegar a un resultado concluyente.

La escojencia de estas enzimas se realizd en base a que
son de las mas cominmente utilizadas en este tipo de
estudios, bajos costos v a que contienen en sus secuencias de
reconocimiento varios nucledtidos A+T . En aestudios
preliminares (J. Couch, sin publicar), se encontrd que el ADN
de cacao contiene cerca de un 60% de nucledtidos A+T. Por
tanto empleando enzimas de restricecidén que tengan en sus
secuencias de reconocimiento nucledtidos A+T se aumentan las
posibilidades de encontrar fragmentos polimdrficos.

El tercer objetivo de este trabajo era determinar la

variabilidad genética de los diferentes clones de cacao. La



Gnica sonda que detectd polimorfismo resulté ser muy variable
entre las distintas 1lineas estudiadas. Esto representa
solamente un indicio de 1lo gque puede estar ocurriendo en el

resto del genoma del cacao.
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6. CONCLUSIONES

1) E1 método de deteccidn no radiactiva de &cidos
nucléicos que resultd méds adecuado para el andlisis RFLP fue
el de PhotoGeneTH, debido a su sensibilidad (0,1 pg de ADN) vy
a que permite la rehibridacidén de los filtros, disminuyvendo

los costos y acelerando el trabajo.

2) A pesar de que el gen de la B-1,3-glucanasa ha sido
asociado en otras especies vegetales con la resistencia a las
enfermedades fungosas, eéstas sondas ne sirvieron como

marcadores de la resistenca a la Moniliasis en T.cacao.

3) Se demuestra la existencia de rearreglos en el genoma
de I. cacao, lo cual es un indicador de su complejidad

genética.

4} Los resultados de este estudio demuestran el
potencial gque tiene el andlisis de RFLP para estudiar la
organizacidn genodmica, la taxonomia y la caracterizacidn del

germoplasma de cacao.

5) También se demuestra la utilidad de esta metodologia
en la identificacion de materizl v en la caracterizacidn de
la coleccidn de cacao ya existente en el CATIE. Esto
permitird hacer un uso méas racional de la misma con fines de

mejoramiento, asi como la eliminacidn de genotipos
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duplicados.

6) HEsta metodologia permite la evaluacidén de la
variabilidad v caracterizacion de la coleccidén estudiando de
una manera mas directa el genoma de T. cacan, complementando

las evaluaciones agrondmicas vy morfoldégicas va existentes.
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7. RECOMENDACIONES

- Be debe ampliar el estudio empleando un mayor niimero
de sondas para tratar de detectar otras secuenclias
polimérficas y de esta manera aumentar las posibilidades de
detectar marcadores asociados con la resistenca a la

Moniliasis.

- Para determinar ligamiento entre los marcadores y las
caracteristicas de interés es necesario incluir un estudio de
segregacidn en las generaciones Pi1 v Pz, gue permita estimar
les frecuencias de recombinacidn entre los marcadores. Esto
con el fin de determinar el grado de ligamiento entre la
caracteristica vy el marcador, asi ocomo la distancia

cromosdmica entre los diferentes marcadores (mapa genético).

- Una fuente importante de sondas para la deteccion de
polimorfismo, asocciado con la resistencia, podria ser una
biblicteca de de ADN complementario (cADN), obtenida de
mazorcas de plantas resistentes infectadas. De esta manera se
estarian estudiando aguellos genes cuya transcripeidn es
inducida por la accidén de M. roreri en las plantas

resistentes.
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