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Summary: Efficient utilization of genetic resources of crop plants depends on their adequate characterization.
Traditionally, this characterization has been made using phenotypic traits, which have helped to differentiate
various genotypes, but not always in an accurate way becausc 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 level. RAPD analysis has been applied in CATIE for the
characterization of coffee, cocoa, pepper, tomato, and mahogany germplasm. This information may be useful to
improve organization and utilization of germplasm collections and to design future collection strategies. In cacao,
genetic characterizations have been mainly used to verify cultivar, to built linkage maps, and to determine
Quantitative Trait Loci (QTL) for different traits.

La utilizacion eficiente de los recursos fitogenéticos depende de su adecuada caracterizacion. Tradicionalmente,
estas caracterizaciones s¢ han realizado utilizando largas listas de descriptores fenotipicos. principalmente de tipo
morfoldgico o agronémico. Esto ha permitido diferenciar algunos materiales, pero a veces en forma imprecisa,
debido a la interaccion de estas variables con las condiciones ambientales, que ha hecho inclusive cuestionar su
utilidad (Brown 1979, Glotieb 1977).

Los marcadores moleculares no estin sujetos al ambiente, pues evalian los materiales a nivel genético, permitiendo
examinar y describir mas precisamente los genotipos y las relaciones existentes entre ellos (Powell 1992). Existen
dos tipos de metodologias relacionadas con los marcadores moleculares: aquellas que utilizan proteinas, en especial
analisis de proteinas de la semilla y de las isoenzimas. y aquellos que utilizan ADN, como son cl andlisis RFLP y
los procedimientos basados en la metodologia PCR (‘Polymerase Chain Reaction™. a saber. andlisis RAPD,
microsatélites, etc. (Phillips et al. 1995).

Las isoenzimas fueron los primeros marcadores moleculares usados en genética de plantas. Desde su
descubrimiento en 1957, han jugado un papel importante en muchas areas de la biologia. A pesar de sus grandes
aportes, su utilizacion ha estado limitada por el escaso numero de colorantes enzimaticos disponibles y por la
imposibilidad de contar con suficientes marcadores para cubrir todo un genoma. pues de hecho sélo representan una
estrecha fraccion del genoma total dc la planta (Tanksley 1993).

Los marcadores de ADN permiten evaluar potcncialmente todo el genoma. Las evaluaciones pueden realizarse
desde que la planta estd en sus primeros estados de desarrollo, usando toda o parte de la misma. Ademas de ser
muy utiles para la caracterizacion e identificacion de los genotipos, pueden ser usados para la cuantificacion de la
diversidad genética, para la eliminacién de duplicados en las colecciones, para el disefio de estrategias de colecta de
germoplasma, para la seleccion precoz de individuos y para estudios taxonomicos. filogenéticos y bioldgicos
(Haines 1994).

El anadlisis RFLP (‘Restriction Fragment Lenght Polimorphic DNA™) es una técnica usada en los programas de
investigacion desde los afios 70. Aunque muy itil y ampliamente usado para la caracterizacion de germoplasma, se
ha visto limitado por su costo y dificuitad metodolégica y por el uso de sondas especificas y sustancias radioactivas
(Skroch et al. 1994). El andlisis RAPD ("Random Amplified Polymorphic DNA") fue descrito por primera vez en
1990 por dos grupos independientes de investigadores (Williams et al. 1990, Welsh y McClelland 1990). En los
ultimos afios se ha popularizado porque carece de las desventajas de los RFLP y permite generar datos en foma
cficiente y rclativamente barata, aunque se ha cuestionado su reproducibilidad entre laboratorios.

En el CATIE, las investigaciones con marcadores moleculares se iniciaron cn 1987, utilizando inicialmente RFLP.
Debido a sus ventajas, pronto se adopté el andlisis RAPD como metodologia de trabajo. aunque en coordinacion con
el laboratorio Francereco (Tours. Francia) se continuaron haciendo investigaciones con RFLP, pero especificamente
en cacao. A continuacioén se mencionan las principales aplicaciones en el CATIE de los marcadores de ADN.



Caracterizacién de germoplasma: Este es uno de los principales usos de los marcadores a nivel mundial. La
caracterizacion precisa del germoplasma, hace posible ¢l empleo de otras aplicaciones utilizando los marcadores.
En el CATIE se inici6 en 1993 un proyecto que busca caracterizar molecularmente la coleccién de café, que es una
de las mas importantes del mundo. Para esto s¢ han calibrado los protocolos de trabajo y se han seleccionado un
grupo dc “primers” polimorficos. o sca. aquellos capaces de marcar diferencias entre genotipos (aprox. 15% de los
cvaluados). Con cllos ya se ha iniciado la evaluacion de grupos especificos de genotipos. En caoba las
investigaciones apenas cmpiezan, pero ya se¢ han evaluado dos métodos de extraccién de ADN y dos protocolos
RAPD. los cuales han sido exitosos para detectar difercncias entre genotipos.

En conjunto con la Universidad de Wisconsin sc cvaluaron 96 genotipos de tomate de la coleccion del CATIE
usando 39 “primers” y 103 bandas polimérficas. Los resultados permitieron una caracterizacion precisa de los
genotipos. pero también la estimacion de las distancias genéticas entre introducciones y el estudio de la
composicion genética de la poblacion. La determinacién de las distancias genéticas es una informacion valiosa que
permitc organizar con una base solida los recursos genéticos disponibles (Dos Santos ef al. 1994). En este
momento se¢ estd realizando un estudio similar con 96 genotipos de Capsicum, también de la coleccion de
germoplasma del CATIE.

Verificacién de cultivares. Por mucho tiempo se creyd que los 120 arboles del Experimento Central de cacao
pertenecian al cruce Catongo x Pound-12, pero los anailisis RFLP llevados a cabo por el Laboratorio Francereco
demostraron que solo 55 arboles son hibridos verdaderos. Usando la misma metodologia se¢ encontré que cinco
arboles del retrocruce Catongo x (Catongo x Pound-12) tampoco correspondian al material original. Esto
cjemplariza la utilidad de los marcadores de ADN para detectar mezclas. lo cual tienc una gran importancia en
especies percnnes y en produccion de semillas.

Construccion de mapas de ligamiento genetico. Un mapa de ligamiento genético es una representacion grafica
quc mucstra las posiciones relativas de los genes y/o marcadores en los grupos de ligamiento (cromosomas). En
cacao se han construido dos mapas de este tipo utilizando dos poblaciones segregantes, a saber: el retrocruce
Catongo x (Catongo x Pound-12) y la poblaciéon Catongo x Pound-12. En el primer caso sc evaluaron 1.200
"primers” y s¢ seleccionaron 100 polimérficos. Ademas, se incluyeron en el mapa 12 marcadores RFLP y dos
marcadores fenotipicos. La existencia de este tipo de mapas abre la posibibilidad de determinar los locus
relacionados con caracteristicas cuantitativas o QTL. v en etapas mas avanzadas, la identificacion, aislamiento y
manipulacion de genes deseables.

Determinacion de los QTL. La dcterminacion de los QTL es util en el mejoramiento genético de las plantas.
porque ellos pueden servir como marcadores para la seleccion de plantas en estados tempranos de desarrollo
(semillas. plantulas, etc.) y porque actualmente es posible no sélo encontrar el locus que estd ligado con una
caracteristica, sino que también identificar el gen asociado con ese locus. En cacao, para cada arbol del retrocruce
se obtuvieron tanto datos fenotipicos como datos generados con los marcadores de ADN. Ya que los datos de los
marcadores fueron integrados dentro de un mapa de ligamiento genético, las comparaciones entre los patrones de
herencia de estos marcadores con los datos fenotipicos permitieron detectar areas en el cromosoma que estan
relacionadas con las caracteristicas, o sea, los QTL. Estos han sido detectados para muchas caracteristicas
poligénicas del cacao, entre otras: semillas por fruto. peso de las semillas, drea foliar, contenido de cafeina y
tcobromina, diametro del tronco, etc. Ha sido también posible identificar de 3 a 5 loci relacionados con la
resistencia al hongo Phytophthora palmivora. lo que abre nuevas posibilidades para la interpretacién de la herencia
de la resistencia y para la manipulacién de la misma a nivel genético.

Se concluye entonces que los marcadores de ADN tienen un gran potencial para la caracterizacién de germoplasma.
lo cual abre un amplio grupo de otras posibles utilidades. El CATIE ya ha empezado a utilizar estas tecnologias y a
obtener resultados concretos de su aplicacion.
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