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Resumen

Las rosas son las flores més conocidas, cultivadas y solicitadas como flores de corte
en todo el mundo, esto se debe a la amplia variedad de colores, tonos y
combinaciones que presenta. Las rosas pueden propagarse por métodos sexuales
como semillas y métodos asexuales en donde la utilizacién de portainjertos de rosas
para su propagacion es la practica mas comun. Los marcadores microsatélites de sitio
de secuencia marcada (STMS) permiten la identificacion de diferentes genotipos de
rosa. En total, se utilizaron 15 marcadores STMS de seis grupos de ligacién
diferentes, para caracterizar 10 variedades de portainjertos de rosa pertenecientes al
banco de germoplasma de la empresa “Agroinnovacion S.A.”. De los 15 STMS
utilizados, 14 exhibieron polimorfismos y se identificaron 49 alelos, en donde el
namero de alelos amplificados por marcador estuvo entre 2 a 6 alelos por locus, los
loci RhAB15, RhO507 y RhAB22, presentaron de 5 a 6 alelos y obtuvieron valores de
PIC superiores a 0,5; considerandolos los STMS mas polimorficos en el estudio.
Gracias a la determinacién de la combinacién optima de marcadores mas informativos
se logro la obtencion de la huella genética de portainjerto de rosa #BG-1177 con tan
solo 6 microsatélites, permitiendo asi su facil diferenciacién entre las otras variedades
analizadas en el presente estudio. Estos marcadores seran un mecanismo Util para

proteger la propagacion ilegal del patron de rosa #BG-1177.

Palabras clave: Huella genética, portainjerto de rosa, marcadores moleculares,

STMS, indice de contenido polimérfico
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Abstract

Roses are the most known, cultivated and requested flowers throughout the world, this
is due to the high variety of colors, tones and combinations that they present. Roses
can be propagated by sexual methods such as seeds and asexual methods, the use of
rose rootstocks for propagation is the most common practice. The microsatellite
markers: Sequence-Tagged Microsatellite Site (STMS) are a highly effective tool for
the identification of rose genotypes. In total, 15 STMS markers from 6 different ligation
groups were used to characterize 10 varieties of rose rootstock belonging to the
germplasm of the company "Agroinnovacién S.A." Of the 15 STMS used, 14 exhibited
polymorphisms and 49 alleles were identified. The number of amplified alleles per
marker was between 2 to 6 alleles per locus. The RhAB15, RhO507, and RhAB22 loci
amplified 5 to 6 alleles and obtained PIC values greater than 0.5; making them the
most polymorphic STMS in the study. By the determination of the optimal combination
of the most informative markers, we obtained the genetic fingerprint of rose rootstock
#BG-1177 with only 6 microsatellites, thus allowing its easy differentiation between the
other varieties analyzed in the present study. These markers will be a helpful

mechanism to protect the illegal propagation of the rose rootstock #BG-1177

Keywords: Fingerprinting, rose rootstock, molecular markers, STMS,

polymorphic information content
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Capitulo I: Introduccion

Formulacién del problema

Las rosas son una de los géneros mas conocidos, cultivados y solicitados
como flor de corte en todo el mundo, esto se debe a la amplia variedad de colores,
tonos y combinaciones que presenta (Vasquez, 2010). En Ecuador representan el
principal cultivo contribuyente al mercado floricola. Segun datos de EXPOFLORES,
entre enero y octubre de 2021, el 71% de las exportaciones de flores las concentra las

rosas (Expoflores, 2021).

Las rosas pueden propagarse por métodos sexuales como semillas y métodos
asexuales como esquejes, injertos, corte-injerto (stent), corte-brotacion, en ciernes y
por medio de cultivo de tejidos (Pourghorban et al., 2019). En donde la utilizaciéon de
portainjertos de rosas para su propagacion es la practica mas comun (lzadi et al.,

2014).

Gracias a la buena ubicacién geogréfica de las fincas ecuatorianas, en donde
el 77% se encuentran en la provincia de Pichincha y el 12% en Cotopaxi, con altitudes
que van de 2.800 a 3.000 metros, conjunto a climas de lluvias constantes y
temperaturas frescas, las rosas ecuatorianas logran tener caracteristicas Unicas tales
como: tallos gruesos y largos que pueden alcanzar los 50 a 80 cm, grandes botones a
alrededor de 5 a 8 cm, botones con aproximadamente 40 pétalos, colores vivos, y una

larga vida en florero (Navarrete, 2018) (Vila, 2018).

Para mantener competitivo el mercado de flor de corte, es necesario la
obtencion de variedades vegetales, que proporcionen a la industria floricola las
caracteristicas que demanda (Yépez, 2017). Razon por la cual los obtentores de flores
ecuatorianas buscan siempre estar a la vanguardia de la tendencia de las diferentes

variedades en cuanto a colores y formas (Paredes, 2019).



18

El Servicio Nacional de Derechos Intelectuales (SENADI) rige la proteccion de
las diferentes variedades vegetales en Ecuador, establecen el tiempo que dura la
proteccién y las diferentes normativas, ayudando de esa manera a combatir la pirateria

que generalmente se produce al no pagar las regalias (Yépez, 2017).

Para el registro y la proteccién de variedades de rosas modernas, se puede
seguir las directrices que menciona la Union Internacional para la Proteccién de las
Obtenciones Vegetales (UPQV) (Esselink et al., 2003). La identificacion y
caracterizacion de variedades de rosas o de portainjertos de rosas se puede realizar
mediante métodos tradicionales, los cuales se basan en marcadores morfoldgicos; o
mediante métodos modernos, basados en la aplicacién de marcadores moleculares

(Azofeifa, 20086).

El uso de marcadores morfoldgicos es limitado y cada vez menos eficiente,
debido a que su expresion depende de diferentes factores ambientales o fenoldgicos,
y su evaluacion sélo es posible cuando la planta llega a un estado adulto (Azofeifa,
2006). Se limita aun mas para el caso de portainjertos debido a que una vez realizado
el injerto, no hay material sobre el suelo disponible para su identificacién a simple vista
(Liu et al., 2007). Otra razén que limita el uso de estos marcadores morfoldgicos para
la identificacién de portainjertos, se debe a que las diferencias morfoldgicas entre las

diferentes variedades son minimas (Esselink et al., 2003).

Justificacién del problema

Para evitar la identificacion erronea mediante marcadores morfolégicos y
proteger las diferentes variedades de plantas mediante patentes, se precisa la
obtencion de huellas genéticas como una herramienta de identificacion de portainjertos

(Liu et al., 2007).

A través de los afios con el desarrollo de la biologia molecular, se han

establecido diferentes técnicas de caracterizacién molecular mediante marcadores
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moleculares (Arzate et al., 2014). Los cuales presentan diferentes ventajas frente a los
morfoldgicos, como son: mayor segregacion (mas polimorfismos), permiten la
evaluacién de las plantulas desde etapas iniciales de desarrollo, aplicacion a cualquier
parte vegetal, analisis independiente de la época del afio, identificacion sin el uso de

varias caracteristicas y carencia de efectos epistéticos (Azofeifa, 2006).

La tecnologia de marcadores moleculares permite la caracterizacion
molecular de un gran nimero de genotipos a través de técnicas sencillas y

econdmicas (Serrote et al., 2019).

Los microsatélites, a diferencia de otros marcadores, son altamente
polimérficos y tienen la ventaja de proporcionar un sistema de marcador codominante.
En especifico, el uso de marcadores microsatélites STMS, proporciona patrones de
bandas simples y facilita el almacenamiento de datos, ya que permite agregar
facilmente marcadores de nuevas variedades a una base de datos existente (Esselink

et al., 2003).

Las investigaciones desarrolladas en los trabajos de Vosman et al. (2001),
Esselink et al. (2003) y Vosman et al. (2006) indican la factibilidad de la identificacion
de variedades de rosas basada en la variabilidad de microsatélites, lo que hace
posible el desarrollo de la huella genética del portainjerto de interés #BG-1177,

utilizando marcadores previamente estudiados.

Objetivos
Objetivo General

Caracterizar molecularmente el portainjerto de rosa #BG-1177 de la empresa
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“Agroinnovacion S.A.” mediante el uso de microsatélites de sitio de secuencia marcada
(STMS).
Objetivos Especificos
» Estandarizar un protocolo para la extracciéon de ADN de hojas del portainjerto
de rosa #BG-1177.
» Establecer las condiciones éptimas para la amplificacién de marcadores
moleculares STMS a partir de ADN de hojas del portainjerto de rosa #BG-1177.
+ Determinar las frecuencias alélicas especificas del portainjerto de rosa #BG-
1177 mediante el uso de marcadores moleculares STMS.
Hipodtesis
El portainjerto de rosa #BG-1177 se caracteriza molecularmente mediante

microsatélites de sitio de secuencia marcada (STMS).
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Capitulo Il: Marco teorico

Rosas

El género Rosa esta compuesto principalmente por un conjunto de arbustos
generalmente espinosos y bien florecidos, son los principales miembros de la familia
de las rosaceas, a las flores de este género se les conoce como rosas y a la planta

como rosal (Cefiedo, 2015).

Los rosales son de las plantas ornamentales mas cultivadas en todo el
mundo, por su gran variedad de caracteristicas, como forma, color y fragancia de las
flores. Se usan como plantas ornamentales de jardin y flores cortadas; y tienen una

gran demanda en las industrias de perfumeria y cosmética (Bendahmane et al., 2013).

Taxonomia

Dentro de la familia Rosaceae encontramos a el género Rosa (Arzate et al.,
2014). Se distinguen cuatro subgéneros: Hulthemia, Platyrhodon, Hesperodos y Rosa;
en esta clasificacion, el subgénero mas grande Rosa se subdivide en
diez tramos, en donde el tramo Rosa del mismo nombre comprende
casi todas las variedades cultivadas (Debener & Linde, 2009). Rosaceae es una
familia grande y diversa que comprende alrededor de 100 géneros con
aproximadamente 3000 especies, de las cuales alrededor de 90 especies de esta
familia son econdmicamente importantes (Longhi et al., 2014). Las evidencias
moleculares indican que se deben aplicar varias modificaciones a la actual taxonomia
de Rosa, demostrando la complejidad de las relaciones causadas por extensos
eventos de hibridacion, la radiacion reciente, la poliploidia y la especiacién incompleta

(Debener & Linde, 2009).

Genética de la Rosa
La rosa tiene 7 cromosomas Yy su ploidia va de diploide (2n= 2x=14) hasta
octoploide, 2n=8x=56 (Akonda et al., 2012), en donde aproximadamente la mitad de

las especies son diploides (Fatih, 2003). Los cromosomas son pequefos y tienen un
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contenido promedio de ADN de 1,1 pg/2C (en rosas diploides) (Yokoya et al., 2000). A
pesar de que tienen un bajo nimero de cromosomas y pequefio tamafio del genoma,
se sabe poco sobre su genética, esto se debe a su alto grado de heterocigocidad,
niveles variables de ploidia entre especies, dificultad en la reproduccion sexual, entre
otras (Yan, 2005).

Las especies de rosa que son base de las variedades actuales, son (Lopez,
1991, como se cité en Arzate et al., 2014): R. multiflora (2n=2x=14, R. indica (2n=2x,
3%, 4X), R. manetti (2n=4x, 5%, 6x), R. canina (2n=4x, 5x, 6x), entre otras. Debido a la
complejidad de estas poliploidias, es dificil realizar andlisis genéticos dentro de este
grupo de plantas a través de experimentos de reproduccion, por lo que ain no se ha
estudiado el alcance de la diversidad genética existente en cultivares de rosas
hibridas. Las técnicas moleculares se emplean cada vez mas para aclarar mejor las
relaciones filogenéticas entre las especies de rosas y la variacion genética entre las

distintas variedades (Akonda et al., 2012).

Propagacion vegetativa o asexual

Como su nombre lo dice se basa en el uso de partes vegetativas de la planta,
en donde se conservan la potencialidad de multiplicacion y diferenciacion celular para
generar nuevos individuos, pudiendo asi multiplicar un buen nimero de plantas a partir

de un simple ejemplar (Osuna et al., 2017).

Segun Pourghorban et al. (2019) los métodos asexuales por los cuales
pueden propagarse las rosas son: esquejes, corte-injerto (stent), cultivo de tejidos e

injertos.

Esquejes. Un esqueje es cualquier parte vegetativa de la planta que se corta
de la planta madre para regenerarse, formando asi una planta completamente nueva
(Relf & Ball, 2009). Los esquejes son pedazos de tallo, rama, raiz u hoja, que se
separan de la planta madre y se coloca en condiciones favorables para producir raices

y tallos a partir de los cuales se puede desarrollar una nueva planta (Ayarde et al.,
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2017). La regeneracion de plantas de rosas se vera influenciada por el tipo de
esquejes, el tratamiento de los esquejes y las condiciones ambientales durante el
enraizamiento, en donde se pueden emplear esquejes de tallo o raiz, los cuales

pueden ser simples, dobles o triples (Nagar et al., 2007).

Corte-injerto (stent): Método utilizado para la rapida propagacion de rosas,
en donde el corte y el injerto se realizan en una sola accién. La palabra deriva del
holandés, de la combinacién de "stekken" que significa "hacer un corte" y "enter" que

significa "injertar" (Kroin, 2015).

Cultivo de tejidos: También conocido como micropropagacion, consiste en la
reproduccién de miles de plantas (Villa & Arbelaez, 2019). Conjunto de técnicas que
permiten el cultivo de tejidos mediante el uso de diferentes medios nutritivos, en
condiciones estériles (Castilla, 2005). Entre las técnicas mas usadas para el cultivo de
tejidos en rosas estan: el cultivo de callos, yemas, rescate de embriones y cultivo de

protoplastos (Villa & Arbeldez, 2019).

Injertos. Técnica mediante la cual se combina el fruto, flor o follaje de interés
de una planta, con el vigor de la raiz de otra, ya sea para resistencia a enfermedades,
sequia, etc. (Derrick, 1998, como se cité en Osuna et al., 2017). Una planta injertada
esta formada por dos partes: una aérea (variedad de interés) y la subterranea, que

define la raiz (patrén, pie o portainjerto) (Najt et al., 2011).

Generalmente los rosales que se cultivan con interés comercial se propagan
por injertos, en donde se produce la insercion de una yema de la variedad de interés
en forma de “T”, en el portainjerto, como se observa en la Figura 1 (Yong, 2004). Las
especies R. manetti, R. indica, R. canina, R. multiflora y cv. Natal Briar, generalmente
son las mas utilizados como portainjertos (Arzate et al., 2014). Se cree que la variedad
Natal Briar es el resultado de la hibridacion natural entre una R. multiflora y una R.

damascena (Brichet, 2003). La utilidad de dichos portainjertos depende de diferentes
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caracteristicas como: ser compatibles con diferentes cultivares, no tener
complejidades al momento de injertar la variedad, poseer raices flexibles, una
ramificacién acorde, tener tolerancia a distintos tipos de suelos, proporcionar vigor a la
variedad injertada, facil propagacion, ser tolerante a enfermedades y no tener muchas

espinas (Arzate et al., 2014).

Figura l

Injerto de escudete o en “T”

Realizacion del injerto de escudete o en “T”
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Nota. Adaptado de Injertos y Portainjertos [llustracion], por Informaciones
Agronomicas, 2016, Agronoticias 2012
(https://agronoticias2012.blogspot.com/2016/03/injertos-y-portainjertos.htmli?M=1)
Caracterizacion de Variedades de Rosa

Mediante el uso de descriptores definidos se espera llegar a medir la
variabilidad genética de una coleccién (Hernandez, 2013). Los descriptores
constituyen atributos cuya expresion es facil registrar, medir o evaluar y que hacen
referencia a la estructura, forma o comportamiento de una accesiéon permitiendo asi su

facil diferenciacion (Franco & Hidalgo, 2003)

Segun Becerra & Paredes (2000) a través de los afios la diversidad genética

en plantas ha sido evaluada mediante datos botanicos, arqueolégicos, histéricos y
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morfoldgicos; y desde el punto de vista agrondémico y comercial se basaban en
caracteristicas de heredabilidad medidas fenotipicamente, sin embargo, presentaban
distintas limitaciones como: el tiempo de recoleccién de datos, la influencia ambiental y

el reducido niumero de genes involucrados en el proceso.

Caracterizacion por Marcadores Morfolégicos.

Los descriptores morfolégicos son facilmente cuantificables e identificables y
pueden ser altamente heredables, permitiendo asi una discriminacion rapida de
fenotipos observables a simple vista, por ejemplo: el color de la hoja apical, el color de

la flor, ente otros (Lowe et al,1996, como se cité en Demey et al, 2003).

Anteriormente la clasificacién se basaba en rasgos morfologicos y fisiol6gicos
sin embargo dado que estos rasgos se ven muy influenciados por el medio ambiente y
por una amplia gama de superposiciones en varias caracteristicas es recomendable
no basarse Unicamente en los caracteres morfoldgicos para estudiar diversidades

genéticas (Lewis,1957 como se citd en Veluru, 2020).

Caracterizacién por Marcadores Bioquimicos.

En la década de 1950 comenz6 el uso de electroforesis para estudios de
diversidad genética, en donde separaban moléculas por su movilidad por medio de
solventes y mediante la aplicacion de un campo eléctrico, con el avance tecnolégico ya
para los afios 70 se demostro la existencia de las isoenzimas, que consistian en
moléculas multiples que catalizan una misma reaccioén, en donde el efecto sus
modificaciones alélica se detectan por el cambio de la movilidad electroforética,
(Becerra & Paredes, 2000). Las isoenzimas son de los marcadores bioquimicos mas
representativos para identificar variedades y cultivares (Royo et al., 1997). Presentan
ventajas frente otros marcadores, ya que son codominantes, independientes de los
efectos ambientales, apropiados para estimar parametros poblacionales, construir
mapas geneéticos, relativamente mas econdmicos que los marcadores moleculares y

permiten obtener informacién a partir del uso de diferentes tejidos (Arzate et al., 2005).
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Sin embargo, presentan algunas desventajas como: un reducido nivel polimorfico al

presentar pocos alelos/locus, es necesario identificar en qué momento la proteina es
estable dentro de los diferentes estadios de la planta y solo una parte del genoma se
puede evaluar debido a que pocos genes estructurales estan representados en estas

proteinas (Becerra & Paredes, 2000).

Caracterizacion por Marcadores Moleculares.

Histéricamente, se han usado herramientas moleculares para la
caracterizacion e identificacion de variedades (Rallo et al. 2002, como se citd en
Azofeifa, 2006). A través de los afios con el desarrollo de la biologia molecular, se han
desarrollado técnicas de caracterizacion molecular mediante en el uso de marcadores
moleculares, permitiendo de esa manera superar las limitaciones que proporcionan las
técnicas de caracterizacién tradicionales con marcadores morfolégicos (Azofeifa,

2006).

Los marcadores moleculares son secuencias de nucleétidos, que pueden
investigarse a través de polimorfismos presente entre individuos. Estos polimorfismos
se producen por: Insercion, delecién, mutaciones puntuales, duplicacion y
translocacion; sin embargo, no necesariamente afectan a la actividad de los genes

(Azhar, et al., 2018).

Un marcador molecular ideal debe: ser polimoérfico y distribuido
uniformemente por todo el genoma; proporcionar una resolucién adecuada de las
diferencias genéticas; ser altamente reproducible y ser capaz de un mayor nivel de
polimorfismos (Mondini et al., 2009). Son herramientas valiosas para el cribado y la
seleccién de genotipos deseables, razén por la cual se han realizado esfuerzos
considerables en el uso de marcadores para la identificacion de variedades en rosas

(Nadeem et al., 2014).
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Fragmentos de restriccion de longitud polimorfica (RFLP). Se basan en el
uso de enzimas de restriccién que cortan secuencias especificas de ADN, dando como
resultado un patron migracién diferente que puede ser visualizado en geles de
agarosa, permitiendo distinguir distintos genotipos (Checa, 2007). Es una técnica
rapida sencilla y econdmica que permite detectar mutaciones puntuales, posee ciertas
limitaciones dado que el sitio de reconocimiento de enzimas de restriccion puede no

estar disponible en algunos fragmentos del ADN diana (Zhang et al., 2015).

Fragmentos polimérficos de ADN Amplificados al Azar (RAPD). Como su
nombre lo dice se basa en la amplificacion de fragmentos de ADN al azar,
produciéndose polimorfismos cuando se generan inserciones, deleciones o cuando
existe cambios de un solo nucle6tido (Becerra & Paredes, 2000). Los resultados de
visualizaran como mdltiples bandas de diferentes tamafios producidas a partir de la
misma muestra de ADN gendmico, constituyendo asi una "huella genética" de dicho

genoma (Babu et al., 2021).

Fragmentos Polimérficos de ADN Amplificados (AFLP). Consiste en una
técnica que se basa en la amplificacion de fragmentos de ADN digerido con dos
endonucleasas o enzimas de restriccion produciendo fragmentos de diferentes
tamafios, cominmente se usan EcoRlI, Asel, Hindlll, Apal y Pstl, combinadas con Msel
0 Tagl, dichas enzimas tienen alta especificidad, y reproducibilidad del patrén de
fragmentos de ADN (Montafio et al., 2006). Las principales desventajas que presenta
la técnica son: la herencia dominante, la incertidumbre acerca de la homologia de los
fragmentos amplificados de igual peso molecular, la enorme cantidad de informacion

generada y los costos de la técnica (Melgar, 2012).

Minisatélites. También conocidas como numero variable de repeticiones en
tandem (VNTR) consisten en arreglos de secuencias de ADN gendmico repetidas en
tandem, que estan presentes en plantas y animales (Stockton et al., 1992). Varian en

longitud de 10 a 60 pares de base y se repiten generalmente de 5 a 50 veces, se
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destacan por su alta tasa de mutacion y gran diversidad en la poblacién, no codifican
proteinas, pero aparecen en todo el genoma cientos de veces, con muchas copias

repetidas una al lado de la otra (Reshma & Das, 2021).

Microsatélites. Los microsatélites también denominados repeticiones de
secuencia simple (SSR), sitios con etiqueta de secuencia (STS), sitio de secuencia
marcada (STMS) o polimorfismos de repeticion de secuencia simple (SSRP);
consisten en series de motivos repetitivos cortos dentro del ADN nuclear, el nimero de
unidades repetidas varia ampliamente entre organismos (hasta 50 copias de la unidad
repetida) (Arora et al., 2012). Se encuentran de forma abundante en plantas (Condit &
Hubbell, 1991). Se caracterizan por ser altamente polimérficos, reproducibles y
capaces de proporcionar una herencia codominante (Kimura et al., 2006). Permite una
discriminacién precisa entre individuos altamente emparentados (Becerra & Paredes,
2000). Las regiones flanqueantes se encuentran conservadas indistintamente de las
altas tasas de mutaciones que presentan los microsatélites, por lo que pueden ser
utilizados para la amplificacion de los alelos de cada locus de estudio (Pico & Esteras,
2012). Una desventaja que presentan es el tiempo y costo que requiere el disefio de
cebadores, sin embargo, gracias a que existe cierto grado de igualdad entre los
microsatélites de genomas de especies distantes, existe la posibilidad de usar los
mismos cebadores en mas de una especie (Becerra & Paredes, 2000). Las
repeticiones pueden estar compuestas por el mismo nucleétido, por dos, tres y hasta
seis nucleétidos, son perfectos si la secuencia repetida no se ve interrumpida por
ninguna base que no pertenezca al motivo, ejemplo: TATATATATATATATA, En los
imperfectos hay un par de bases entre los motivos repetidos que no coinciden con la
secuencia del motivo, ejemplo: TATATATATACTATATA, cuando hay una pequeia
secuencia dentro de la secuencia repetida que no coincide con la secuencia del motivo
se los denomina como interrumpidos, ejemplo TATATACGTGTATATATATA) y se

conocen como como complejos cuando la secuencia contiene dos repeticiones de
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secuencia distintivas adyacentes, ejemplo TATATATATAGTGTGTGT (Oliveira et al.,

2006).

Las causas que conducen a la aparicién de polimorfismos en los microsatélites se
atribuyen a dos mecanismos de mutacion: el “Slippage misspairing”, en donde debido
al deslizamiento que se genera en el entrecruzamiento de las dos hebras de ADN,
pueden ocurrir alineamientos erréneos, si el error se produce en la hebra nueva de
ADN, se genera es una insercion y si ocurre en la hebra parental se produce una
delecién, como se observa en la Figura 2 (Li, 1997, como se cit6 en Cornejo et al.,
2014). El otro mecanismo es el entrecruzamiento desigual o "unequal crossing over”,
esto se debe a que cuando las regiones repetitivas de microsatélites estan presentes,
se puede formar una horquilla durante la sinapsis, por lo que se intercambiaran partes
de longitud desigual, de cada cromosoma Yy un cromosoma recibira un fragmento mas
grande debido a la mayor cantidad de repeticiones de microsatélites intercambiadas y
el cromosoma homélogo recibird una menor cantidad de repeticiones (Figura 3)

(Oliveira et al., 2006).
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Figura 2

Deslizamiento en el apareamiento de las hebras de ADN

apareamiento normal

5' CTAATGCTATATA 3'
3' GATTACGATATATATGCATTA 5'

A . . B
apareamiento erroneo

Te
T A
5' CTA TTATATA 3 5' CTAATGCTATATA
3' GATTACGATATATATGCATTA 5" 3' GAT-‘ Y’\ATATATGCATTA 5"
7o
sintesis sintesis
A
5' CTA? YTATATACGTAAT 3' 5' CTAATGCTATATACGTAAT 3'
3' GATTACGATATATGCATTA S 3' GAT L ATATATGCATTA 5'
7cg

Nota. La imagen representa el alineamiento erréneo de las hebras de ADN. A)
Insercion de “TA”. B) Delecién “TA”. Adaptado de Herramientas Moleculares Aplicadas
a Ecologia Aspectos Tedricos y Practicos (p. 77), por Cornejo et al., 2014, Secretaria

de Medio Ambiente y Recursos Naturales (Semarnat).
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Figura 3

Entrecruzamiento desigual

Nota. La imagen representa el modelo de mutacion por entrecruzamiento desigual
entre cromosomas homoélogos, en donde las regiones negras y grises corresponden a
secuencias repetidas de microsatélites. Adaptado de Origin, evolution and genome

distribution of microsatellites (p. 296), por Oliveira et al., 2006, Plant Genetics.

Estos microsatélites se han explotado de muchas maneras a través de los
afos, lo que ha llevado al uso de una variedad de terminologia, como se observa en la
figura 4, entre la cual la mas representativa es “STMS”, ya que se encuentran
desarrolladas para cultivos, debido a su produccidn en diversas bibliotecas genémicas

(Gupta & Varshney, 2000).
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Figura 4

Terminologia de la literatura para microsatélites

Terminology References

Abbreviation  Expanded from

SSR Simple sequence repeat Hearne et al., 1992

STR Short tandem repeat Edwards et al.. 1991
STMS Sequence tagged microsatellite site Beckmann & Soller, 1990
SSLP Simple sequence length polymorphism Tautz. 1989

MP-PCR Microsatellite-primed PCR Meyer et al., 1993

SPAR Single primer amplification reaction Gupta et al., 1994
AMP-PCR Anchored microsatellite primed PCR Wolff et al., 1995
ISA/ISSR Inter-SSR amplification/Inter-simple sequence repeats Zietkiewicz etal.. 1994
ASSR Anchored simple sequence repeat Wu et al., 1994

RAMP Random amplified microsatellite polymorphism Wu et al., 1994

RAMPO Random amplified microsatellite polymorphism Richardson et al., 1995
RAHM Random amplified hybridization microsatellites Cifarelli et al., 1995
RAMS Randomly amplified microsatellites Ender et al., 1996
SAMPL Selective amplification of microsatellite polymorphic loci  Morgante & Vogel, 1994
REMAP Retrotransposon-microsatellite amplified polymorphism Kalendar et al.. 1999

Nota. Adaptado de Terminologia utilizada en la literatura relacionada con los

microsatélites (p. 164), por Gupta & Varshne, 2000, Euphytica.

Microsatélites de sitio de secuencia marcada (STMS). Los STMS son
marcadores de ADN codominantes, que se amplifican mediante PCR utilizando un
cebador Unico especifico para la secuencia de ADN conservada que flanquea la
repeticion del microsatélite en combinacién con un cebador universal que se ancla a
los extremos 5' de los microsatélites (Hayden et al., 2002). Los STMS son por tanto
secuencias repetidas en el ADN, que se utilizan para buscar ciertas secuencias
repetidas en el ADN vegetal, que se amplifican generando un conjunto de bandas o
picos correspondientes a cada fragmento (UPQV, 2011). Presenta la ventaja de ser
marcadores de locus Unico, codominantes, faciles de usar, fiables con alto contenido
de informacion polimorfica, una deteccién no radiactiva automatizada, ademas de la
disponibilidad de instrumentacion estandar como el termociclador y la camara de
electroforesis (Winter et al., 2001). Sin embargo, como ya se menciond en las

desventajas en general de los microsatélites se requiere conocimiento previo de las
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regiones flanqueantes para el disefio de los cebadores especificos de cada STMS,
pero si un nimero adecuados de loci microsatélites ya se encuentran descritos y
libremente disponibles para la especie a estudiar, ademas de tener el genoma
totalmente secuenciado; la altisima variabilidad de los STMS permite la identificacion

de variedades con pocos estudios (Vélez, 2007).

Uso de los STMS para caracterizacion de rosas y portainjertos de rosa.

Para el andlisis del género Rosa los microsatélites STMS fueron descritos por
primera vez por Vosman et al. (2001). En donde describieron un conjunto de 23 STMS
y las especificaciones para su amplificacion por PCR (RhAB1 RhAB13 RhAB15
RhAB22 RhAB26 RhAB40, etc.) con estos 23 STMS distinguieron 26 portainjertos de
rosa y 46 variedades de rosas hibridas de té y propusieron un procedimiento para
implementar marcadores STMS en el registro de rosas. En 2003, Esselink et al.,
incluyeron un microsatélite mas: RhM405 al conjunto de Vosman; utilizaron perfiles de
alelos puntuables, de seis grupos de ligamiento diferentes, para caracterizar 46
variedades de té hibrido y 30 variedades de portainjertos pertenecientes a diferentes
especies, en donde todas las variedades se diferenciaron por un patrén tnico con tan
solo 3 marcadores STMS. En una publicacion posterior, Yan et al. (2005) crearon un
mapa genético de ligamiento de alta densidad con una serie de marcadores de anclaje
para ser utilizado como una herramienta para analizar la variacién genética en la rosa,
utilizaron un total de 520 marcadores moleculares (AFLP, SSR, PK, RGA, RFLP,
SCAR y marcadores morfolégicos) e identificaron siete grupos de ligamiento,
técnicamente correspondientes a los siete cromosomas de rosas haploides.
Finalmente, en 2006, Vosman et al., del conjunto de 23 marcadores seleccionaron un
subconjunto utilizando los criterios de seleccion como: nivel de polimorfismo, robustez,
facilidad de puntuacion y distribucién en el genoma; y agregaron a la coleccion al
marcador RhM405, exhibiendo asi un subconjunto de 15 marcadores microsatélites

para genotipado de rosas de jardin e invernadero.
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Reaccidon en Cadena de la polimerasa (PCR). La amplificacion del ADN que
se encuentra dentro de los microsatélites puede hacerse por medio de PCR y
visualizarse por electroforesis (Liu, 1998, como se cité en Mathias, 2007). Se basa en
el uso de la ADN polimerasa, la cual puede generar decenas de miles de millones de
copias de un fragmento de ADN de interés, a partir de una plantilla de ADN. Asi, es
posible amplificar en cantidades muy grandes una secuencia de interés si esta
presente en el extracto de ADN (Kadri, 2019). La PCR se lleva a cabo mezclando: el
ADN de interés, la polimerasa, los cebadores (regiones que flanquean la regién a
amplificar), desoxirribonucleétidos (ANTPs), co-factores como el MgClI2, y una solucién
amortiguadora que mantenga el pH requerido (Espinosa, 2007). Consta de tres
etapas: desnaturalizacion, alineamiento y finalmente la extensién del ADN, las cuales
se repiten continuamente en cada ciclo (Serrato et al., 2014).

Andlisis de los alelos STMS. Los sistemas de marcadores se distinguen por
su capacidad informativa, que a su vez depende del grado de polimorfismo. Tras el
uso de los marcadores moleculares para investigacion diferentes preguntas surgen a
los investigadores como: ¢ Qué locis polimorficos son adecuados para mi
investigacion?, ¢ Cuantos marcadores sera necesario utilizar?, ¢ Qué tan polimérfico
debe ser cualquier marcador seleccionado?; entre otras. Todas estas preguntas
pueden responderse estimando la medida de informatividad del marcador (Chesnokov
& Artemyeva, 2015). Parametros como: el Contenido de informacion polimérfica (PIC)

(Serrote et al., 2019); y el poder discriminatorio (D) (Mathias et al., 2007).

El indice de Contenido Polimorfico (PIC) evalGa cuan informativo en funcion
de polimorfismo es un marcador de acuerdo a las frecuencias de los alelos (Cadima et
al., 2013). En marcadores codominantes segun Botstein et al. (1980), los valores de
PIC pueden variar de 0 a 1; en donde un PIC > 0,5 representa marcadores muy
informativos, de 0,5 > PIC > 0,25 son algo informativos y un PIC < 0,25 son poco

informativos.
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El poder discriminante (Dj) de cada marcador permite comparar la eficiencia
de los marcadores en las identificaciones varietales, en donde Cj es la probabilidad de
confusion es decir la probabilidad de que dos individuos elegidos al azar del total del
germoplasma evaluado tengan patrones de bandas idénticos, entonces D= 1- Cj
representa la probabilidad de que dos individuos elegidos al azar tengan patrones

diferentes y, por lo tanto, sean distinguibles el uno del otro (Tessier et al., 1999).

Para conocer las combinaciones éptimas de los STMS gue permitan
diferenciar la totalidad del germoplasma se puede determinar el nimero total de pares

de genotipos no diferenciados Xk mediante el uso del PIC (Tessier et al., 1999).

Marco Legal

Registro de Variedades Comerciales.

La proteccién de variedades de rosas en Ecuador se rige por el Servicio
Nacional de Derechos Intelectuales (SENADI) en donde se establece la normativa
vigente del pago de registro de la variedad mediante regalias y mantenimiento por el

tiempo que dura el registro de la variedad (Yépez, 2017).

Proteccién de variedades vegetales.
La proteccidn de las obtenciones vegetales, también denominada “derecho de
obtentor” tiene por objetivo retribuir por tiempo determinado el trabajo, la investigacion

y los recursos que conlleva obtener una nueva variedad vegetal (Concha, 2019).

Segun Hernandez (2000) existen dos tipos de protecciones para nuevas
variedades vegetales, una por medio de patentes, para eso debe cumplir con los
requisitos de novedad, altura inventiva y aplicabilidad industrial; y la otra por medio de
certificados de obtencidn, en donde se debe cumplir con los requisitos de novedad,
distinguibilidad, homogeneidad, estabilidad, y tener una denominacién propia que las
diferencie de otras variedades del mismo género o especie, para lo cual se debe pasar

un examen técnico (Vélez, 2007).
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Segun la UPOV (documento TG/1/3) la proteccion solo puede concederse una
vez que la variedad haya demostrado que cumple con los requisitos del examen “DUS”
por sus siglas en ingles en especificO, que la variedad sea distinta, uniforme y estable

o “DHE " en espariol (UPOV, 2002) .

La Unién Internacional para la Proteccidn de las Obtenciones Vegetales
(UPOV) como su nombre lo dice se encarga de dicha proteccién a las obtenciones
vegetales con el fin de fomentar la creacién de nuevas variedades que proporcionen
beneficios a la sociedad y su debida retribucion tras la investigacion (Carvalho et al.,

2016).

Uso de marcadores moleculares para la proteccidon de variedades vegetales.
Segun Vélez (2007) para que un nuevo marcador molecular pueda ser
incorporado en los exdmenes DHE, se debe demostrar su utilidad para la distincion,
debe ser homogéneo y estable; los obtentores y organizaciones que otorgan los titulos
se oponen a que solo se usen marcadores moleculares en los exdmenes DHE, pero

No se oponen a su uso conjunto los marcadores morfoldgicos oficiales.

Capitulo Ill: Materiales y métodos

Zona de estudio

El proyecto de titulacion se desarrollé en el Laboratorio de
Citogenética y Molecular de la empresa “Agroinnovaciéon S.A.”, ubicada en Calle B,
Parroquia El Quinche, Provincia de Pichincha, en las coordenadas 0°04'38.9"S
78°18'44.8"W. Tuvo una duracion de ocho meses desde su planteamiento en octubre

2021 hasta su presentacion en junio 2022.

Recoleccién de Muestras

Las muestras de hojas recientemente expandidas de 10 variedades de

portainjertos de rosas del banco de germoplasma (Tabla 1) fueron proporcionadas por
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la empresa “Agroinnovacion S.A.” y se colocaron a -20 °C hasta el proceso de

extraccion de ADN.

Tabla 1
Portainjertos de Rosas Pertenecientes al Banco de Germoplasma de la Empresa

“Agroinnovaciéon S.A.”

Portainjerto  #BG

1177
881
744
553

1178
837

1041
882
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746

Extraccion de ADN

Se extrajo ADN gendmico de los tejidos de hojas jévenes sin expandir de los
portainjertos de rosas mediante el método de extraccién de ADN rapido sin nitrégeno
liquido, modificacién del conocido método de bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB)
propuesto por Ferdous et al., (2012); el proceso no sera detallado debido al acuerdo

de confidencialidad propuesto por la empresa “Agroinnovacion S.A”.

Anélisis de la Cantidad, Calidad e Integridad del ADN.
La cantidad del ADN se midioé por medio de un fluorometro (Qubit™ 4); para lo
cual se utilizé el kit “1X dsDNA High Sensitivity (HS)”, se utiliz6 2 uL del ADN extraido

y se analizaron los valores en las unidades de concentracién ng/uL.
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La calidad del ADN se midi6 utilizando 1 pL del ADN extraido y se analizé la
relacién de absorbancia A260/230 y A260/280 mediante el uso del espectrofotometro

Thermo Scientific™ NanoDrop 2000.

La integridad del ADN se observo por medio de un gel de agarosa al 1% con
SYBR Safe y TAE 1X. Se observo el gel resultante en un Transiluminador UV marca
Labnet. Los detalles de la corrida electroforética no se detallan debido a la ley de
confidencialidad manejada por la empresa “Agroinnovacion S.A.”
Amplificacion por PCR

Se uso6 un conjunto de 15 marcadores microsatélites “STMS” desarrollados por
Vosman, et al. (2006), indicados en la Tabla 2, y se amplificaron en reacciones de
PCR, para lo cual se usaron 2 plantas de cada variedad de portainjerto mostrado en la
tabla 1. Dado que segun la UPQV “solo se necesitarian dos plantas para el examen

del marcador STMS” (UPQV, 2011, p. 18).



Tabla 2

Conjunto de Marcadores STMS seleccionados para el estudio.
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STMS Cepetidas. hgacion
1 RhO517 (GAC); 1
(CAG)6(CAA)1e—
2 RhEO506 2
7(CAG)s

3 RhD221 (TCT)211 4

4 RhE2b (TGT)20-6 6

5 RhB303 (GA)11 Desconocido
6 RhP519 (TGA)111 Desconocido
7 RhAB40 (TC)14(AC)111 4

8 RhD201 (TCT)ss3 Desconocido
9 RhAB22 (GT)13(GA)13 6
10 RhP50 - 3
11 RhP518 (CAT)4,CAATT(CAT)s 5
12 RhAB73 - 7
13 RhM405 (TCTGAT)s Desconocido
14 RhAB15 (GT)192(GA)16 2
15 RhO507 - 4

Nota. Basado en los trabajos desarrollados por Vosman et al. (2001), Esselink et al.

(2003) y Vosman et al. (2006).

Para la reaccién de PCR se utiliz6 GoTaq® Green Master Mix, junto con los

componentes mostrados en la Tabla 3.
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Tabla 3

Componentes para una reaccién de PCR convencional para un volumen de reaccién

de 25 pl.
Componente, Concentracién Concentracion Volumen de
stock final trabajo
GoTag® Green Master Mix, 2X 1X 12,5 uL
Primer Forward, 10 uM 1.0uM 1puL
Primer Reverse, 10 uM 1.0uM 1L
ADN <250ng 1puL
Agua libre de nucleasas - 8,5 uL
Volumen final 25 uL

Nota. Basado en Product Information (9PIM712): GoTaq® Green Master Mix.

Promega., 2021

El perfil térmico para PCR optimizado en nimero de ciclos y temperatura de

hibridacién utilizados se muestra en la Tabla 4.

Tabla 4

Programacion del termociclador para la PCR

Proceso Temperatura Tiempo Numero de ciclos

Desnaturalizacion

inicial 95°C 2min 1
Desnaturalizacién 95°C 30s _
o Correspondiente a cada
Hibridacién * 30s )
_ primer
Extension 72°C 30s
Extension Final 72°C 5min 1

Nota. El nimero de ciclos y la temperatura de hibridacién correspondiente a cada
primer no se detalla debido al acuerdo de confidencialidad de la empresa
“Agroinnovacion S.A.” con Vosman y colaboradores. Basado en Product Information

(9PIM712): GoTag® Green Master Mix. Promega., 2021.
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Visualizacion de los Productos de Amplificacion.

Los productos amplificados se separaron en geles de agarosa, con buffer TAE
1X, mezclados con Syber SAFE. Finalmente se observaron los geles resultantes en un
Transiluminador UV marca Labnet. Los detalles de la corrida electroforética no se
detallan debido a la ley de confidencialidad manejada por la empresa “Agroinnovacion
S.A”

Se determinaron los tamafios de los fragmentos amplificados de cada una de
las variedades comparandolos con una escalera de longitudes de pb conocidas, que
tienen fragmentos de ADN cada 25 pb y 50 pb; y se hizo un registro fotogréafico de

cada gel.

Anélisis de los Productos Amplificados

Se construyeron patrones alélicos en donde se registro el nimero de alelos
observados y el tamafio expresado en pares de bases para cada marcador molecular

utilizado, considerando las diez variedades de portainjertos.

Lecturay analisis de alelos de STMS

Se construyd una matriz binaria de la frecuencia de los alelos, de tal manera
que cada alelo visible se registr6 como presente, con el valor 1 y como ausente con el
valor de 0 (Esselink et al., 2003). Con esta matriz se valor6 el nivel de polimorfismo y

las combinaciones éptimas de STMS.

indice de Contenido Polimérfico (PIC):

La siguiente ecuacion se utiliza comunmente para determinar el PIC para los

marcadores codominantes:
. L9 2 ,
PIC = 1 -3, pi? —CL,pi®)" + X pi* (Botstein, 1980).

En donde:

n= ndmero de alelos;
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Pi: frecuencia alélica, nUmero de veces que se observa un alelo (xi)

dentro del total de alelos para un locus

pi="—

En donde:
Xxi: numero de copias génicas en una muestra.

n= numero de alelos

Poder discriminante (D)

C es la probabilidad de confusién, esto es la probabilidad de que dos
individuos elegidos al azar de todas las muestras tengan patrones de bandas idénticos
Por lo que el poder discriminante o la probabilidad de que dos individuos elegidos al
azar tengan patrones diferentes (Tessier et al., 1999). Es expresado por:

D=1-(
En donde:
Cj: Probabilidad de confusién para el j-ésimo cebador.
La Probabilidad de confusion Cj es igual a la suma de los diferentes ci para todos
los patrones | generados por el cebador (Tessier et al., 1999).

I
Cj = ZCi
i=1

L

_ p (NPi- D)
Cl=ril N_1

En donde:
ci: Probabilidad de confusién para el i-ésimo patron del j-ésimo cebador dado.

N: individuos o nimero de genotipos

Pi: Frecuencia del i-ésimo patrén molecular revelado por cebador o locus j
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Combinaciones Optimas de STMS para diferenciar el germoplasma

Para determinar dichas combinaciones, se utilizé la metodologia de Tessier et
al. (1999). Para lo cual se ordené a los marcadores segun su PIC de mayor a menor,
seguido se combiné al marcador de PIC superior con el inmediato inferior y asi
sucesivamente, después se determin6 el nUmero esperado de pares de genotipos que
pueden ser confundidos (Xk) para cada combinacion de marcadores realizada.
Cuando dicho valor se haga cero representara la combinacién de marcadores STMS
con la que es posible distinguir la totalidad del germoplasma (Mathias et al., 2007). El

valor de Xk es expresado por:

k
N(N -1
Xk=¥nc]'
2 .
j=1

En donde:

Cj: Probabilidad de confusién para el j-ésimo cebador.

N: individuos o nimero de genotipos.

La Probabilidad de confusion Cj es igual a la suma de los diferentes ci

para todos los patrones | generados por el cebador (Tessier et al., 1999).

1
Cj=) ci
i=1
(NPi — 1)
L p(NPI—1)
Cl l N_1

En donde:
ci: Probabilidad de confusion para el i-ésimo patrén del j-ésimo cebador dado.
N: individuos o nimero de genotipos

Pi: Frecuencia del i-ésimo patrén molecular revelado por cebador o locus
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Capitulo IV: Resultados

Extraccion y cuantificacién de ADN
Se utilizaron un total de diez variedades de portainjertos de rosa (tabla 1). Las
especies de las variedades no se detalla debido a la ley de confidencialidad manejada

por la empresa “Agroinnovacién S.A.”

Los valores obtenidos de la cuantificacion del ADN extraido mediante el
fluorémetro (Qubit™ 4); y valores de A260/280 y A260/230 para analisis de calidad de
las muestras mediante el espectrofotometro Thermo Scientific™ NanoDrop 2000 se

observan en la Tabla 5.

Tabla b

Concentraciones y absorbancias del ADN extraido.

N, Muestra ID de la Muestra Concentracion- Quibit 260/280 260/230
(ng/pL)
1 1177 35,6 1,85 1,44
2 881 14,1 1,78 1,14
3 744 88,6 1,9 1,54
4 553 16,4 1,88 1,44
5 1178 39,4 1,95 1,71
6 837 15,5 1,88 1,49
. 1041 15,4 1,78 1,07
8 882 28,04 1,81 1,22
9 883 34,6 1,8 1,16
10 746 21,5 1,70 0,8

Previo a la fase de amplificacién del ADN extraido, se corri6 un gel de
agarosa para evaluar su integridad. La electroforesis dio como resultado las bandas

gue se visualizan en Figura 5.
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Figura 5

Bandas del producto de extraccion de las 10 variedades de portainjerto de rosas.

M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 MS Mi1C

Nota. Gel de agarosa al 1% bajo luz UV donde se visualizan 10 bandas

correspondientes a extracciones de 10 variedades de portainjerto de rosas.

Amplificacion de los marcadores STMS

Todos los marcadores STMS usados en el estudio se amplificaron mediante
PCR. Se usaron 2 repeticiones de producto de ADN de cada variedad, por lo que se

analiz6é un total de 20 muestras.

Finalmente, se realiz6 las amplificaciones por PCR con las condiciones de la

Tabla 4, obteniendo geles de agarosa como se muestra en la Figura 6.
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Figura 6

Geles de agarosa de los productos de amplificacion de 15 marcadores STMS.
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Nota. Productos de PCR obtenidos de la amplificacién del ADN de 10 muestras de
portainjertos de rosa, utilizando 15 STMS en gel de agarosa al 2.5%. MM: marcador de
peso molecular de 25pb(izg.) y 50pb(dcha.); M1- M10 muestras especificadas en
Tabla 1; C-: Control negativo. Amplicones con el marcador molecular (A) RhO517. (B)
RhEO506. (C) RhD221. (D) RhE2b. (E) RhB303. (F) RhP519.(G) RhAB40. (H)
RhD201. () RhAB22. (J) RhP50. (K) RhP518. (L) RhAB73. (M) RhM405. (N) RhAB15.

(O) RhO507. Iméagenes procesadas en el software Image Lab.
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Tabla 6

Tamario en pares de bases (pb) de los Productos de PCR amplificados con los 15

STMS
© o)
N°. lddela 9§ ~ B ~ &N ~ 2 8 . 3 __ % _. 8 .
82 028 888 238 B£%8 238 832
Muestra Muestra £ — W = = = [ c = £ = &= <=
X = X = x X T x
x
1 1177 155 102 256 204 110 165 200 186
2 881 155 102 256 190 110 165 200 186
3 744 155 102 256 204 150 - 110 150 200 173
4 553 155 102 256 204 150- 110 165 200 186
5 1178 155 102 256 190 110 165 200 186
6 837 - 102 256 204 160-110 165 200 186
7 1041 170 102 262 204 110 165 215 186
8 882 155 114 256 221 110 165 215 200
9 883 180 130-114 262 221 150 - 110 150 232 209
10 746 155 102 262 221 110 165 232-215 209
N 2 © ™ T o) ~
2 o o g s} 2 s} g o 2 fo '8 o
Muestra Muestra = £ & c & = & c & =& =z &
= 4 x X X x
1 1177  157-100 183  239- 194 164 - 338- 300 143
2 881  157-100 183  239- 194 164 - 300 143
3 744 157-70 183 194 154 - 338- 300 161
4 553 157- 100 183 209 164 - 338- 300 161
5 1178 157 -100 183 209 164 - 300 161
6 837 70 222 209 183- 164 - 345- 221 112- 91
7 1041 157- 100 183 239- 194 164 - 338- 300 143
8 882 157- 100 183 229- 194 183- 164 - 380- 293 134
9 883 145- 85 222 229- 194 175- 164 - 338- 300 134
10 746 157- 100 183 - 164 - 300 -
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Nota. Dos valores de pb indican la amplificacion de dos bandas; mientras que el

simbolo (-) indica ninguna banda amplificada.

Huella genética del portainjerto de rosa #BG-1177

Se corrié un gel de agarosa al 2.5% con ADN gendmico del portainjerto de

rosa #BG-1177 amplificado con los 15 marcadores microsatélites STMS como se

muestra en la figura 7.

Figura 7

Portainjerto de rosa #BG-1177 amplificado con los 15 marcadores STMS.

Nota. Productos de PCR obtenidos de la amplificacién del ADN del portainjerto de rosa
#BG-1177, utilizando 15 STMS, en gel de agarosa al 2.5% con: SYBR Safe, TAE 1X.

MM: marcador de peso molecular 50pb. Imagen analizada en el software “Image Lab”.

Numero de alelos observados
Se determinaron 49 alelos diferentes en las diez variedades estudiadas con

los 15 marcadores STMS como se muestra en la Tabla 7.



Tabla 7
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Numero de alelos observados y peso molecular expresados en pares de bases de los

15 STMS considerando las diez variedades de portainjertos

STMS Numero de alelos observados
Al A2 A3 A4 A5 A6
1 RhO517 155 170 180
2 RhEO506 102 114 130
3 RhD221 256 262
4 RhE2b 204 190 221
5 RhB303 110 150 160
6 RhP519 165 150
7 RhAB40 200 215 232
8 RhD201 186 173 200 209
9 RhAB22 157 100 70 145 85
10 RhP50 183 22
11 RhP518 239 194 209 229
12 RhAB73 164 154 183 175
13 RhM405 - - - -
14 RhAB15 338 300 345 221 380 293
15 RhO507 143 161 112 91 134

Nota. A1-A6: Numero de alelos identificados; Los valores corresponden los pesos

moleculares de cada alelo expresado en pares de bases (pb).

De los 15 marcadores STMS sélo 14 amplificaron productos, con un nimero de alelos

que vario entre 2y 6.

Analisis estadistico

indice de Contenido Polimérfico (PIC), Probabilidad de confusién (Cj) y Poder

discriminante (D)



Tabla 8

indices de discriminacion de los marcadores microsatélites STMS

STMS PIC  Probabilidad Poder

de confusion discriminante

(C) (D)

1 RhO517 0,370 0,588 0,412
2 RhEO506 0,314 0,652 0,348
3 RhD221 0,420 0,533 0,467
4 RhE2b 0,620 0,311 0,689
5 RhB303 0,439 0,512 0,488
6 RhP519 0,320 0,644 0,356
7 RhAB40 0,595 0,339 0,661
8 RhD201 0,580 0,356 0,644
9 RhAB22 0,659 0,267 0,733
10 RhP50 0,320 0,461 0,539
11  RhP518 0,704 0,218 0,782
12 RhAB73 0,485 0,461 0,539
14 RhAB15 0,678 0,246 0,754
15 RhO507 0,760 0,156 0,844
Media 0,519 0,410 0,590

Nota. Los valores Cj y D estan expresados en probabilidad.

Combinaciones Optimas de STMS
El nimero minimo de marcadores para los cuales el riesgo de confundir

germoplasma sea muy bajo se observa en la tabla 9.
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Tabla 9

Combinaciones de marcadores STMS mas informativos

Combinaciones de Numero esperado de pares de genotipo no

Marcadores STMS diferenciados (Xk)
A 7,00
A+B 1,52
A+B+C 0,38
A+B+C+D 0,10
A+B+C+D+E 0,03
A+B+C+D+E+F 0,01
A+B+C+D+E+F+G 0,00
A+B+C+D+E+F+G+H 0,00
A+B+C+D+E+F+G+H+I 0,00
A+B+C+D+E+F+G+H+I+J 0,00
A+B+C+D+E+F+G+H+I+J+K 0,00
A+B+C+D+E+F+G+H+|+J+K+L 0,00

Nota. A: RhO507, B: RhP518, C: RhAB15, D: RhAB22, E: RhE2b, F: RhAB40, G:
RhD201, H: RhAB73, I: RhB303, J: RhD221, K: RhO517, L: RhP519.

Figura 8

Portainjerto de rosa #BG-1177 amplificado con el conjunto de marcadores STMS mas

informativos
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Nota. Productos de PCR obtenidos de la amplificacién del ADN del portainjerto de rosa
#BG-1177, utilizando el conjunto mas informativo de 6 marcadores STMS identificados
previamente, en gel de agarosa al 2.5% con: SYBR Safe, TAE 1X. MM: marcador de
peso molecular 50pb. Imagen procesada en el software Image Lab.

Figura 9

Productos de amplificacién del conjunto de los 6 marcadores STMS mas informativos.
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Nota. Productos de PCR obtenidos de la amplificacién del ADN de 10 muestras de
portainjertos de rosa, utilizando el conjunto de 6 STMS mas informativos identificados
previamente, en gel de agarosa al 2.5%. MM: marcador de peso molecular de
25pb(izq.) y 50pb(dcha.); M1- M10 muestras especificadas en Tabla 1; C-: Control
negativo. Amplicones con el marcador molecular (A) RhO507 (B) RhP518 (C) RhAB15

(D) RhAB22 (E) RhE2b (F) RhAB40. Imagenes procesadas en el software Image Lab.
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Tabla 10
Marcadores STMS que permiten diferenciar al portainjerto #8G-1177 de las diferentes

muestras estudiadas.

N, Muestra ID de la Muestra Marcadores STMS que permiten su
diferenciacion

2 881 RhAB15; RhE2b
3 744 RhO507; RhP518; RhAB22
4 553 RhO507; RhP518
5 1178 RhO507; RhP518; RhAB15; RhE2b
6 837 RhO507; RhP518; RhAB15; RhAB22
7 1041 RhAB40
8 882 RhO507; RhAB15; RhAB40
9 RhO507; RhP518; RhAB22; RhE2b;
883
RhAB40
10 RhO507; RhP518 ; RhAB15; RhE2b;
746
RhAB40

Nota. Marcadores STMS escogidos del conjunto mas informativo de 6 marcadores

STMS identificados previamente.
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Capitulo V: Discusion

Los métodos de extraccién de ADN utilizando nitrégeno liquido conllevan
problemas relacionados con la conservacion y almacenamiento de este elemento, por
lo que el método del bromuro de cetil trimetilamonio (CTAB) se ha utilizado para la
extraccion de ADN de diversos materiales vegetales con resultados favorables.
Existen tres contaminantes principales asociados con el ADN vegetal que pueden
causar dificultades considerables al realizar experimentos de PCR, estos son:
polifendles, polisacaridos y ARN. Estudios han demostrado que el uso de cloruro de
sodio (NacCl) con los buffers de lisis han permitido eliminar polisacaridos, mientras que
el uso de polivinilpirrolidona (PVP) se ha probado para eliminar compuestos
polifendlicos (Arif et al., 2010).

Se obtuvo valores de A260/280 de 1,7 a 1,9 y de A260/230de 0,8 a 1,7
(Tabla 5). Se observan valores relativamente bajos de A260/230 esto se puede deber
a la presencia de carbohidratos o de fenol, problemas que cominmente se los
encuentra en el aislamiento de ADN en plantas (Thermo Scientific , s.f.)

Generalmente el ADN y el ARN a través de los tiempos se ha cuantificado
mediante espectrofotometria; sin embargo, estas mediciones de absorbancia UV no
son selectivas para el ADN, el ARN o la proteina. Los valores de absorbancia pueden
variar ampliamente en presencia de contaminantes y pueden proporcionar medidas
inadecuadas a concentraciones bajas de ADN y ARN; por lo que, el método de
cuantificacion basado en fluorescencia es ampliamente usado para superar dichos
inconvenientes (Masago et al., 2021). El analisis de cantidad de ADN utilizando
fluorémetro (Qubit™ 4) arroj6 valores promedio de 14 a 88 ng/uL Los marcadores
moleculares microsatélites permiten su amplificacion desde 5 ng hasta 50 ng de ADN
por reaccion (Cadima et al., 2013). Por lo que las muestras con concentraciones
superiores a 25 ng/pL se diluyeron hasta obtener aproximadamente 15 ng/uL. Si la
cantidad de ADN es demasiado alta, aumentara la probabilidad de hibridacion de los

cebadores con otras secuencias no complementarias, asi como la formacién de
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dimeros de cebadores, lo que dara como resultado la amplificacién de subproductos

(Eppendorf, 2018).

Entre los marcadores de PCR, los STMS son los marcadores preferidos para
seleccidén asistida por marcadores, andlisis de diversidad genética, mapas de
ligamiento, entre otros; esto es, debido a su naturaleza codominante, cobertura

genomica, alta abundancia y transferibilidad (Vishwakarma et al., 2019).

Todos los marcadores STMS usados en el estudio se amplificaron via PCR; con
las condiciones de amplificacion provistas por Vosman y colaboradores; ademas, el
tamafio y numero de las amplificaciones fueron consistentes con estudios previos, sin
embargo, no se detallan los rangos de amplificacion de cada marcador debido al
acuerdo de confidencialidad de la empresa “Agroinnovacion S.A.” con Vosman y

colaboradores.

Como se observa en la tabla 7 existen 49 alelos diferentes en las diez
variedades estudiadas, con los quince marcadores STMS, en donde el nimero de alelos
amplificados por marcador molecular estuvo entre 2 y 6. Los marcadores que mayor
cantidad de alelos amplificaron fueron el RhAB15, RhO507 y RhAB22, con 6, 5y 5,

respectivamente.

Se utilizé un conjunto de 15 cebadores STMS para examinar el polimorfismo
genético de portainjertos de rosa, en donde un total de 14 cebadores STMS
produjeron un perfil de bandas reproducibles con un tamafio de producto de 70 pb-
380 pb, mientras que el cebador RhM405 no logré amplificar el ADN genémico de
ninguna de las muestras. Esto puede deberse a que el conjunto de marcadores STMS
probados se desarrollé para un estudio que involucro tanto rosas de invernadero (flor
cortada) como variedades de jardin al aire libre (Vosman et al., 2006), en donde el
marcador RhM405 fue seleccionado para rosas de invernadero. Cabe recalcar que los

portainjertos de rosa son plantas arbustivas que crecen fuera de invernadero, ya que
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la mayoria de las variedades de portainjertos se clasifican taxon6micamente en varias
especies de rosas silvestres (Leemans & Van der Laar, 1977 como se citd en Esselink,
et al., 2003).

Como se observa en la tabla 6 en algunos microsatélites como RhD221 y
RhP519 se detectd poca variabilidad en cuanto a pb expresados por muestra, esto
segun Cadima et al. (2013) puede deberse a que el niumero de alelos detectados
depende en gran parte de la cantidad y diversidad de germoplasma muestreado, en
este caso nuestro germoplasma evaluado fue tan solo de 10 variedades.

La deteccion de tamafios de los fragmentos amplificados se hizo mediante
una estimacion visual, por lo que no se puede descartar cierto grado de error en la
deteccién de los distintos alelos, sobre todo cuando se diferencian por 1 o 2 pares de
bases o cuando aparecen otras bandas mas débiles (Pérez, 2004).

Gracias a que son marcadores de tipo codominante, se puede distinguir entre
individuos homocigotos o heterocigotos si los genomas son diploides; ya que si se
generan dos bandas amplificadas esto quiere decir que hay dos alelos diferentes
correspondiendo a un individuo heterocigoto, mientras que si se genera una sola
banda, corresponde a alelos iguales, es decir individuos homacigotos (Cornejo et al.,
2014).

La puntuacién codominante de los marcadores en muestras heterocigotas,
que se usa para evaluar el genotipo completo de una variedad, generalmente se
complica por la naturaleza poliploide de las rosas, limitando el poder discriminativo de
los marcadores codominantes, razén por la cual la puntuacion en rosas se debe
realizar de forma dominante (Esselink et al., 2003). Sin embargo, al evaluar los
portainjertos de rosa, se pudo observar que ningiin marcador amplifico con méas de
dos bandas para ninguna variedad, esto concuerda con lo mencionado por Crane &
Byrne (2003, como se citdé en Yan, 2005); los cuales especifican que la mayoria de las
especies silvestres son diploides, mientras que la mayoria de las rosas cultivadas son

tetraploides o triploides; pudiendo suponer de esa manera que nuestros portainjertos
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evaluados corresponden a especies de rosas silvestres diploides, sin embargo se
necesitarian andlisis de ploidias para corroborarlo.

Como se observa en la tabla 8, los valores del indice de Contenido Polimdrfico
(PIC) variaron entre 0,31(RhEO506) y 0,76 (RhO507) con una media de 0,51. Los
valores de la probabilidad de confusién (Cj) variaron de 0,156 (RhEO506) a 0,652
(RhO507) con una media de 0,410. Los valores del poder discriminante (Dj) de los
cebadores oscilaron entre 0,348 (RhEO506) y 0,844 (RhO507). Es decir, segun la
estadistica el marcador RhO507 corresponde al marcador mas polimérfico en nuestro

germoplasma evaluado.

Los valores del indice de Contenido Polimérfico (PIC) varian de 0 a 1; en donde
un PIC mayor a 0,5 representa marcadores muy informativos (Botstein et al.,1980).
Nuestros resultados mostraron un conjunto de siete marcadores muy informativos con
valores de PIC superiores a 0,5; los cuales fueron RhO507 (0,76), RhP518(0,70),
RhAB15 (0,67), RhAB22 (0,65), RhE2b (0,62), RhAB40 (0,59), RhD201(0,58); como se

muestra en la tabla 8.

Se pudo identificar que los marcadores que mayor cantidad de alelos
amplificaron, resultaron ser los marcadores que mayor valor de PIC presentaron. Estos
marcadores son RhAB15, RhO507 y RhAB22 con valores de PIC de 0,67, 0,76y 0,65 y
alelos amplificados 6, 5 y 5, respectivamente. Corroborando asi lo mencionado por
Cichero (2013) que afirma que los valores de PIC dependen del nimero de alelos

amplificados y la distribucién de sus frecuencias

El poder discriminatorio esperado (Dj) y el PIC se basa en las frecuencias
alélicas, por lo que se los puede considerar valores practicamente idénticos (Tessier et
al., 1999); lo cual se observo en los resultados obtenidos (tabla 8).

Segun Ahmad et al. (2019) los valores de PIC y Dj son directamente
proporcionales entre si, sin embargo, son inversamente proporcionales a Cj; por loque

cuando PIC y Dj de un marcador llegan al maximo, Cj llega al minimo, como se observa
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en la tabla 8. El marcador que tiene los valores maximos de PIC y Dj y el valor minimo
de Cj se considera excelente para la estimacion de las variaciones alélicas en los
genotipos. Segun nuestros resultados el marcador que cumple con estas caracteristicas

corresponde al marcador RhO507.

Generalmente para que los métodos de identificacion sean mas confiables es
necesario incluir la mayor cantidad posible de parametros descriptores, sin embargo,
para disminuir costos y aumentar la eficiencia de los analisis se es necesario determinar
un nimero minimo de marcadores con los cuales se puede distinguir el todo el
germoplasma y en donde el riesgo de confundir las variedades evaluadas sea muy bajo
(Narvaez et al., 2001). Siguiendo la metodologia de Tessier et al. (1999) se identifico el
conjunto de marcadores que permita diferenciar la totalidad del germoplasma, para lo
cual los 15 marcadores STMS se ordenaron por valor de PIC decreciente y se
combinaron segun se indica en la tabla 9, en donde para cada combinacion se determin6
el numero esperado de pares de genotipos que pueden ser confundidos (Xk). El valor
esperado Xk llega a cero al utilizar seis 0 mas marcadores (RhO507, RhP518, RhAB15,

RhAB22, RhE2b, RhAB40, RhD201).

Gracias a la identificacion de este conjunto de marcadores, la huella genética
del portainjerto de rosa #BG-1177 se pudo reducir a la amplificacién de tan solo 6
marcadores STMS, como se observa en la figura 8; mientras que en la figura 9 se puede
visualizar los diferentes geles amplificados con los diferentes marcadores
pertenecientes al conjunto identificado, a simple vista se ve que los geles amplificados
corresponden a marcadores polimérficos, los cuales presentaron mayor cantidad de
bandas diferentes. Comprobando asi que con el uso de tan solo 6 marcadores STMS
(RhO507, RhP518, RhAB15, RhAB22, RhE2b, RhAB40, RhD201) se puede diferenciar
al portainjerto de rosa #BG-1177 de las otras variedades analizadas en el presente

estudio, como se muestra en la Tabla 10.
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El presente estudio demuestra que los STMS son un conjunto de marcadores
microsatélites polimorficos, facilmente puntuables y altamente efectivos para generar

perfiles de ADN unicos en variedades de rosa (Esselink et al.,2003).
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Capitulo VI: Conclusiones

Se estandarizd un protocolo para la extraccion de ADN de hojas de 10
variedades de portainjertos de rosa por un método de CTAB, sin la
necesidad de usar nitrdgeno liquido, obteniendo un valor medio de pureza
260/280 de 1,83 y una concentracion media de 30,91 [ng/ uL], ambos valores
fueron éptimos para la amplificacion de los marcadores moleculares
microsatélites STMS.

Se logré la estandarizacion de las condiciones para la amplificacion por PCR
de 14 marcadores moleculares STMS. Los loci microsatélites RhAB15,
RhO507 y RhAB22, resultaron ser los mas polimadrficos en nuestro
germoplasma evaluado, dado que presentaron de 6 a 5 alelos por locus y
obtuvieron valores de PIC superiores a 0,5.

La caracterizacion molecular de 10 muestras de portainjertos de rosas
pertenecientes al banco de germoplasma de la empresa “Agroinnovacion
S.A., utilizando 14 marcadores microsatélites, revelo una riqueza de 49
alelos en donde el numero de alelos amplificados por marcador molecular
estuvo entre 2 a 6 alelos/locus.

La identificacion del conjunto de marcadores STMS mas informativos,
permitié la obtencién de la huella genética del portainjerto de rosa #BG-1177
con tan solo 6 microsatélites, permitiendo asi su facil diferenciacion entre las
otras variedades analizadas en el presente estudio.

Se acepto la hipotesis de investigacion siendo que el portainjerto de rosa
#BG-1177 se caracteriza molecularmente mediante microsatélites de sitio de

secuencia marcada (STMS).



Capitulo VII: Recomendaciones

Se recomienda evaluar un germoplasma de portainjertos de rosa mas amplio
para evitar la poca variabilidad alélica de algunos marcadores STMS
estudiados.

Para evitar el grado de error generado en la deteccion de alelos mediante
estimacion visual, se recomienda utilizar sistemas de digitalizacién de geles.
Realizar un estudio de secuenciacion para identificar variaciones puntuales e
identificar alelos con mayor precisién.

Se recomienda la combinacion de caracteres morfologicos y

marcadores moleculares para la identificacion genotipica de las diferentes
variedades.

Realizar PCR-multiplex para detectar mas de una secuencia a la vez,

permitiendo ahorrar tiempo, recursos y dinero en la caracterizacion.
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