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Familia Bixaceae
Género: Bixa
Especie: Bixa orellana L.

Originaria de la Amazonia de
Brasil

Crece y se desarrolla en climas
calidos-humedos, semicalidos
y templados

Florece en estaciones
himedas o invernales: 3-4
meses

Produce varios frutos en
racimo: 20-55 semillas
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zacitn ~ Introduccion

https://www.eluniverso.com/noticias/20
19/07/21/nota/7434564/mu-o-achiote-
D su-uso-ancestral-tsachilas/

APLICACIONES: condimento, colorante para textiles, cosméticos o pinturas

Pueblos nativos de Peru: Asheninka, Awajun, Caral; Ecuador: Tsachilas,
Waorani, Sarayaku; Colombia: Guambianos; Brasil: Arikapu, Kokama

Hojas y raices utiles para aliviar diferentes tipos de malestares e
inflamaciones

Toda la planta estd compuesta por carotenoides, apocarotenoides,
terpenos, terpenoides, esteroles y compuestos alifaticos

Area biotecnoldgica: gran impacto en investigaciones nuevas, novedosas
e innovadoras para tratar diferentes enfermedades.

s

A nivel nacional, la planta solo sirve para industrias de produccion de aceite
de achiote

https://www.eldiario.ec/noticias-manabi-
ecuador/500693-los-tschilas-destacan-el-achiote/
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" Introduccién

DIVERSIDAD GENETICA VARIABILIDAD GENETICA

iComponente vital de la
diversidad que debe ser
conservado!

Variacion de alelos de los
genes y se expresa de formas
diferentes en el fenotipo

Diferencia existente en el

( )
material hereditario entre B o
organismos y abarca toda la Preservacion de la variabilidad
variabilidad que ocurre entre enetica: bancos de
genotipos germoplasma
\ J

Control de erosidn genética:
estudios de diversidad
genética y la creacion de
cultivares con mayor potencial
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Marcadores moleculares

Facilmente detectables

g" ﬂ ASSZO secuencia de Marcador molecular mediante PCR
[ (4 mo|ei$?ar?i2ﬁ§c%%so co.d.omlnante b eIl Se pueden disefar primers
° 5 repetICIOHe.S de secuencia especfﬂcos para producir
o - simple resultados altamente
5 W) Relacionan un gen en reproducibles
o L particular que contiene
< - variaciones, con el fin
O de revelar

= S polimorfismos a nivel ndidon, T — [ unidcrepetita

de ADN e B

Individuo B —

IndividuoA IndividuoB |ndividuoC

Alelo A: 16 repeticiones —

AleloB: 8repeticiones — —

http://dgcystoseira.blogspot.com/2017/10/diversidad-genetica-
concepto-estimacion.html
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Técnica mediante
la cual se pueden
detectar
variaciones de
ADN entre
individuos de |la
misma especie

Revelan alelos
especificos
heredados por el
individuo

FECHA ULTIMA REVISION: 13/12/11

ipaje

Genot

Ayuda a
identificar
caracteristicas
genéticas de un
organismo para
poder
diferenciarlo de
otros individuos
de la misma
especie

Con marcadores genéticos

o0

Primer marcado <
con
fluorescencia
(M-13): se acopla
ala cola
complementaria
(5') de los
primers SSR
forward para
gue se ejecute la
hibridacion

M13-taili

CODIGO: SGC.DI.260
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https://www.biogenetixlab.com/genotipado-adn

Desarrolleo de una
planificacion correcta @
integral de conservacion,
asf como al conecimiento
sebre la riqueza de la

)

planta.
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Objetivo general
Caracterizar molecularmente 191 accesiones de Achiote (Bixa orellana L.) de la coleccion de la Estacion

Experimental Tropical Pichilingue INIAP.

@ ESPE

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA




© Objetivos

Objetivos especificos
* Genotipar 191 accesiones de achiote (Bixa orellana L.) mediante la tecnologia SSR-M13 tailing.
» Realizar un analisis de diversidad y estructura genética del material en estudio.
«  Determinar la relacion genética y el parentesco de los individuos de la coleccion del banco de germoplasma de la

Estacion Experimental Tropical Pichilingue INIAP mediante un arbol filogenético.
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© Hipotesis

La coleccion de Bixa orellana L. del banco de germoplasma de la Estacion Experimental Tropical

Pichilingue INIAP presenta diversidad genética suficiente para estructurar los taxones en clados.

—.

®ESPE

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
INNOVACIGON PARA LA EXCELENCIA




ESPE

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
INNOVACIGON PARA LA EXCELENCIA




LAVADO CON
BUFFER
SORBITOL

BUFFER DE
LAVADO
(Etanol+Acetato de
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Materiales

(“I | ql ir‘.J o (‘J‘J’I (‘4.1 <4 )\ [ y % ) 7 SNESIIr ) . ) ) (% ) 7 \ ]
Cuantificacion ADN ~ Validaciom SSR y prueba de amplilicacion de AIDN
dsDNA v = =
#0258 649.2 . . Tabla 1 SSRs R;g(:iaft Primer sequence (5'-3) Ta (°C) A"‘('!Le iize
: Microsatélites (SSRs) utilizados 5
\ 4 385.6 ng/uL. . Bk para amplificacion y genotipaje
“ A260/A280: 1.95 . BorA2 AC F: CGAGGGGATGTGAAATTAGG 65-55 228
A260/A230: 1.25 de Bixa orellana L. | (ACy, R: CTGTTAGGGGACATTTTCATTG -
F: GCATCATCTCTGTGGGATCA
. (GAXs R: ACGAGAAAATGAACGAGCTG 225210 A
e PR
| #0068 708.2
| 864.8n A260: 17.295 F: GAGATTGTCGTGCATGGGTA
g/IJ L A260/A280: 1.93 (CAT) R: AGGAGGAAGGAAAGGAGGTG B e
A260/A230: 1.55
F: CGTTCGTCCTGAAAATCTG
H (TG)(CTh7 R: CATTTCCCAGTGCAAGACC 220 1
#0109 730.1 . (TATT), A e, 55-45 122
11254 ng/pL :2223;3597
il F: TCCCTTTGTTTTCCATTGCT
A260/A230: 1.67, (CANe R: TATCCACCAGCAACATTGAC 3545 2
F: GTGTCACCCACAGAACACAA
E €y R: TGTTTCCAAGAAGCTAATGCAG 020 72

Nota. Datos recuperados del estudio realizado por Dequigiovanni et al., (2014)
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Tabla 2

Master mix MONOPLEX de amplificacion PCR

con M13-tailing

VOLUMEN 1 RX

REACTIVOS
(pL)
Agua ultrapura 0.32
Buffer PCR colorless (X) 1.00
MgCl, (mM) 0.50
dNTP’s (mM) 0.20
M13 700/800 0.80
Primer Forward (uM) 0.05
Primer Reverse (MM) 0.08
Taq Polymerase (U/uL) 0.05
Muestra ADN (ng/uL) 2.00
Volumen total 5 uL

Tabla 3

Combinaciones duplex para genotipaje

BorA2
BorB10
BorB4
BorB12
BorC12
BorF9
BorF1
BorG4

228
178
218
172
194
122
154
209

Tabla 4

Master mix DUPLEX de
amplificacion PCR con M13-tailing

REACTIVOS

VOLUMEN 1 RX

(BL)

Materiales y Métodos

Tabla 5
Programa de amplificacion PCR con M13-tailing para prueba
multiplex de microsatélites de Bixa orellana L.

Agua ultrapura
Buffer PCR colorless (X)

MgCl, (mM)

dNTP’s (mM)

M13 700/800
Primer Forward 1 (pM)
Primer Reverse 1 (uM)
Primer Forward 2 (pM)
Primer Reverse 2 (pM)

Taq Polymerase (U/uL)
Muestra ADN (ng/pL)
Volumen total

0.32
1.00
0.50
0.20
0.80
0.05
0.08
0.05
0.08
0.05
2.00
5L

ETAPA TEMPERATURA (°C) TIEMPO
Desnaturalizacion inicial 94 2 min
Desnaturalizacion 95 4 min
Desnaturalizacion ciclica 95 1 min
Anillamiento TA 2 min 25 ciclos
Elongacion 72 2 min
Elongacion final 72 10 min
Estabilizacion 4 10 min

LI-COR Biosciences. (2008). Microsatellite Analysis Manual.
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Genetic Analysis in Excel

Analisis de
diversidad
genética

Analisis de
estructura
genética




2 Resultados y Discusion

) 7 ) (% ) /4

LXUACCIOMN ALY lanirncacion ALy
Tabla 6
Figura 1 Concentraciones de ADN y radio de absorbancia A260/A280 de muestras
Integridad de ADN extraido de muestras de achiote (B. orellana L.) de achiote (B. orellana L.)
NOMBRE i
ID MUESTRA CONCENTRACION (ng/pL)  A260/A280
[ A181 186 87 8 ACCESION
Enfo ue EflcaZ en |a Al181 655.1 394.691 2.04
eIimi(?}acién de compuestos ™ A 2
como Ollfen0|es p A183 656.1 37491 2.023
ECU26656
polisaclzoéridos pres%entes en = . T o
. A5 6571 424255 201
las hojas de la planta, tal ECU26657
| ~ I A186 657.2 394.627 2.006
CZC)(;TZ]S O Sena a Jones A187 658.1 273.291 2.062
ECU26658
( ). A188 658.2 443.075 1.964
T em Asi mismo, el buffer de A —— 2092 193
_?E?ff‘__‘_*\w“‘ A || ais2 ”EH .-Um @‘ X195 | ITIW\ |avado fue de a|t0 A190 659.2 839.205 1.99
e G G e, — rendimiento. Debido a que ™" rcueen e 13
el acetato de amonlo A192 660.3 493.743 1.969
desempefia unrol esencial " o e 1
al precipitar las proteinas e o e 2
. A195 662.1 283.823 1.898
gue se hallan asociadas al ECU26662
ADN (Tu a et al 201 6) A196 662.2 283.043 1.882
y ! ’ A197 663.1 279,61 1.855
ECU26663
A198 663.2 328.019 1.913

= — ..‘
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v Resultados

Validacion SSR y prueba de ampl

Figura 2 Figura 3
Prueba de validacion de los 8 microsatélites respectivos para achiote (B. orellana L.) Validacion de muestras de ADN de achiote con SSR BorC12
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<" Resultados y Disc-

Prueba multiple para Genotipaje de las muestras en LI-=COR 4300S
genotipaje Bioscienees®)

Figura 4 Figura 5 Fgura 8
Prueba multiple con 8 SSR de achiote en LI-COR 4300S Gel de poliacrilamida Placa 1-duplex 4 corrido gee r/;gl%%g 2 :7 etﬁsg;ctcxaczg gjgf_tgr

en LI-COR 4300S
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' Resultados y Discusion

Dequigiovanni et al. (2014) en 50 accesiones de un banco de

germoplasma en Brasil, con los mismos SSR, encontraron un total de 30
Tabla 7 alelos.

Anadlisis de diversidad genética de 371 individuos de Bixa orellana L.
He=0.519 y H0=0.479 para BorG4, He=0.422 y Ho=0.182 para BorB4, y

. He=0.674 y Ho=0.440 para BorF1, aunque el valor de PIC no fue
Mayor frecuencia No. de No. de No. de

Marcador He Ho PIC calculado.
alélica genotipos observaciones alelos
BorA2 0.7008 7.0000 371 5 0.4568 0.0863 0.4051 Dequigiovani et al. (2017), en un banco de germoplasma con 63
accesiones, con los marcadores BorA2, BorB4, BorB10, BorB12, BorC12,
BorB4 0.4933 8.0000 371 5 0.6438 0.0539 0.5825 BorF9 y BorG4, revelaron la presencia de un total de 36 alelos.
BorB10 0.7278 9.0000 371 5 0.4432 0.0997 0.4139 BorG4 de He=0.32, Ho=0.16 y PIC=0.29, y para BorB4 de He=0.51,
Ho=0.17 y PIC=0.39.
BorB12 0.6779 8.0000 371 4 04726 0.0377 0.4098
BorC12 0.5431 8.0000 371 4 0.5447 0.1482 0.4493 Efecto Wahlund
BorF1 0.6201 13.0000 333 6 0.5594 0.0390 0.5147 Esta nocién se refiere a la presencia de un exceso de homocigotos y
una disminucién de heterocigotos en una muestra amplia de
BorF9 0.8706 3.0000 371 3 0.2322| 0.0000 | 0.2173 individuos.
BorG4 0.3794 19.0000 369 7 0.7500 0.2764 0.7127
Lachance (2016), este fendmeno puede ser atribuido a diversas
BorG3 0.5514 5-0000 185 5 0.5544] 0.0000 J 0.4677 causas. Entre ellas, se destaca la consanguinidad y el apareamiento
Media 06183 3 8889 345 8889 288891 05175 00824 104637 positivo, donde los |nd|V|d.uo's'muestran p,rgferenua por aparearse
con aquellos que poseen similitudes fenotipicas y genotipicas

aumentando la endogamia.

@ ESPE
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' Resultados y Discusion

Tabla 9
Frecuencias alélicas observadas en cada marcador 168 0.003
molecular de los 371 individuos de Bixa orellana L.
Tabla 8 174 0.248
. Marcador Alelo Freq.
Datos de alelos privados por marcador encontrados en el BorB10 180 1.420
andlisis de diversidad genética de Bixa orellana L. 214 0.010 154 0215
224 1.375 '
Marcador Alelo Freq No. Obsv Alelos privados adquieren una 188 0.110
L . BorA2 228 0.178
significativa trascendencia, ya 158 1378
BorA2 232 0.005 2 que pueden denotar la 230 0.433
existencia de distintos ecotipos 162 0.486
. ) 232 0.005 BorB12
BorA2 214 0.010 3 dentro de una misma especie. 172 0.060
210 0.033
BorB4 210 0.033 10 Gracias a que sugieren la BorB4 . 0516 180 0.077
capacidad de la planta para ' 176 0.085
rosperar y adaptarse 118 0.200
BorB4 226 0.050 15 Exitozame)rﬁte a E’;\s condiciones 179 0.028
especificas de dicho entorno BorF9 120 1715 Borc1z 191 0.775
BorB10 168 0.003 1 P - -
122 0.084
194 1.112
BorB12 172 0.060 18 181 0.061 138 5074
183 0.340 148 1202
o 187 0.064 152 0.290
En el contexto de un banco de germoplasma, es frecuente encontrar desviaciones en este -
el . . . . .z BorF1
equilibrio debido a diversas causas, siendo la domesticacion de la planta una de las BorG4 201 0.222 154 0.403
rincipales.
P P 205 0.831 162 0.017
209 0.020 0.064
213 0.461

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
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Analisis de estructura genctica
Figura 7
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Tabla 9
Datos de K para asignacion de poblaciones de Bixa orellana L.
Mean Stdev
#K Reps Ln'(K) |ILn"(K)| Delta K
LnP(K) LnP(K)
1 10 -5647.74 0.0966 NA NA NA
2 10 -5089.53 1.7969 558.21 22455  124.96231
3 10 -4755.87 8.9256 333.66 3418  3.829424
4 10 -4456.39 59.0826 299.48 101.73  1.721827
5 10 -4258.64 3.1295 197.75 39.46  12.609038
6 10 -4100.35 1.9501 158.29 0.42 0.215377
7 10 -3942.48 1.9612 157.87 84.09 42877274
8 10 -3868.7 41.0943 73.78 26.04  0.633665
9 10 -3768.88 2.0986 99.82 52.54  25.036085
10 10 -3721.6 23.3857 47.28 NA NA

Figura 8

' Resultados y Discusion

Estimacidn de poblaciones asignadas para los 371 individuos de Bixa orellana L.

AK

AKvs K
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Figura 9
Grupo de poblaciones asignados (K2) para los 371 individuos de
Bixa orellana L.
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Figura 10
Dendrograma UPGMA de los 371 individuos de Bixa orellana L.

v Resultados y Disc

Poblaciones

T T T
8 10 12
Distancia

=}
¥
&
@

T
14

Dequigiovanni et al., (2018) que ya ha trabajado con distintas muestras de Bixa orellana L.
de Brasil, recalca que a pesar de que en diferentes estudios los individuos se agrupan
segun su ubicacién geografica, hay otras investigaciones en las que no se encuentra

correlacion entre las distancias geograficas y genéticas.
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' Resultados y Discusion

Tabla 11
Equilibrio de Hardy-Weinberg calculado por poblaciones para cada SSR
de Bixa orellana L.

Tabla 10 Grado de
. . . Poblaciones Marcador ChiSq Signif
Estadisticos estimados de F-Wright para cada SSR libertad
SSR Fst Fis Fir Pob1 BorA2 6 511.413 e
BorA2 0.032 0.809 0.815 Pob1 BorB4 3 343.916 _y
Esta estadistica calculada
BorB4 0.018 0.916 0.917 Pob1 BorB10 6 328.662 desempefia la funcion de
BorB10 0.047 0.770 0.781 Pob1 BorB12 3 300.910 evaluar si la heterocigosidad
Pob1 BorC12 6 415.344 observada concuerda con lo
BorB12 0.035 0.919 0.922 esperado (hipodtesis nula).
Pob1 BorF1 15 629.702 el
BorC12 0.024 0.725 0.732 ,
Pob1 BorF9 3 440.000 Debido a que este valor
BorF1 0.050 0.944 0.946 Pob1 BorG4 21 695.371 supera el umbral critico, la
BorF9 0.057 1.000 1.000 Pob2 BorA2 5 031449 diferencia entre lo
observado y lo esperado es
BorG4 0.127 0.610 0.659 Pob2 BorB4 10 547.017 ok significativo, lo que indica un
Media 0.053 0.820 0.829 Pob2 BorB10 10 341.847 desajuste del equilibrioy
resulta en el rechazo de la
Pobz - BorBt2 o amss hipétesis nula (Simulations
Segun De MeedUs (2020), el efecto Wahlund incrementa F; y Pob2 BorC12 6 998.520 Popgen, n.d)
F,; mientras reduce Fq;. bob2 SorF . 16,557 T
Dado que los valores de F¢; entre marcadores pasan de 0, se ° o '
evidencia una ligera diferenciacion genética, en concordancia Pob2 BorF9 3 302.000
con los resultados obtenidos por Dequigiovanni et al. (2018). Pob2 BorG4 21 249,768

L‘\ )(‘ UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
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Analisis Molee

Figura 11
Grdfico de pastel del porcentaje de varianza molecular de poblaciones

Tabla 12
Andlisis de varianza molecular (AMOVA) realizado para 371 individuos de
Bixa orellana L. y 8 SSR
Grados de Variacion
Fuente de variacion SS MS %
libertad
Entre poblaciones 1 44403  44.403 5%
Dentro de las
740 1506.532 2.036 95%

poblaciones
Total 741 1550.935 100%

Resultados y Discusién

PERCENTAGES OF MOLECULAR VARIANCE

Among Pops
5%

Within Pops
95%
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Tabla 13

Anadlisis de varianza molecular (AMOVA) realizado para Bixa orellana L.

incluyendo andlisis de individuos

Grados de Variacion
Fuente de variacion SS MS %
libertad estandar
Entre poblaciones 1 44.403 44.403 0.114 5%
Entre individuos 369 1370.032 3.713 1.672 78%
Dentro de los individuos 371 136.500 0.368 0.368 17%
Total 741 1550.935 2.154 100%

Comparando los resultados de este estudio, con los reportados por

Dequigiovanni et al., (2017; 2018a; 2018b) en sus tres publicaciones

obtuvieron resultados similares en el analisis AMOVA, con una variacion
genética entre poblaciones del 11%, 21% y 29%, y del 89%, 79% y 68%

dentro de las poblaciones.

' Resultados y Discusion

Figura 12
Grdfico de pastel del porcentaje de varianza molecular incluyendo andlisis de
individuos

PERCENTAGES OF MOLECULAR VARIANCE

Within Indiv
17%
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Figura 13

Grdfico de dispersion de coordenadas principales (PCoA) para dos poblaciones de Bixa orellana L.

Principal Coordinates (1 vs 2)
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Resultados y Discusion

De acuerdo con Jombart et al., (2010), "el analisis de PCoA
presenta limitaciones en la exploracion de la estructura
genética de las poblaciones, proporcionando mas un resumen
de la variabilidad general entre individuos que una vision
clara de las diferencias interpoblacionales." A pesar de estas
limitaciones, este enfoque pone de manifiesto la semejanza

genética existente entre los individuos estudiados.
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Conclusiones

— El genotipaje con los 9 marcadores moleculares SSR revel6 un total de 44 alelos confirmando que todos
son polimorficos, sin embargo, se evidencid un déficit de heterocigosidad obteniendo un valor
promedio de He =0.5175, y Ho = 0.0824.

— El valor de PIC para cada marcador indicé que tres SSR (BorB4, BorF1, BorG4) presentaban valores > 0.5,
por lo que son altamente informativos. Por otro lado, BorF9 presento el PIC mas bajo, por lo que no es
un SSR informativo. Ademas, se evidencio la presencia de alelos privados en cuatro SSR (BorA2, BorB4,
BorB10 y BorB12).

— Se pudo realizar el agrupamiento de los individuos en un arbol filogenético mediante el método del
vecino mas cercano (NJ), obteniendo la agrupacion de individuos similares. Pocos individuos de la

misma accesion se agruparon en el mismo clado, y otros en el mismo nodo.
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Conclusiones

— El analisis de estructura genética agrupo a los individuos en dos poblaciones conformadas por 220 y
151 en la Poblacion 1y Poblacion 2 respectivamente, que se evidencié en el dendrograma realizado
con el método UPGMA.

— El analisis AMOVA identifico una mayor variacion genética dentro de las poblaciones (95%) y entre
individuos (78%). Se observé un desequilibrio de Hardy-Weinberg lo que se espera al analizar un

banco de germoplasma ya que no se reproducen al azar.
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Recomendaciones

— Actualmente existen técnicas de genotipado que utilizan una tecnologia mas exacta para identificar
alelos, por lo tanto, se deberia contribuir a esta investigacién con la utilizacién de otro método que

aporte con datos mas puntuales.

— Es importante |la cantidad de marcadores moleculares con los que se realiza el genotipaje ya que
nos permiten obtener una informacion mas precisa sobre la diversidad que existe en la coleccién
de achiote. Se podria completar el trabajo con la extraccion de ADN de los individuos faltantes y

afiadiendo mas marcadores polimorficos.

— Gracias a la informacion que se obtuvo en este trabajo sobre la diversidad existente en la coleccion

de achiote que tiene la EETP INIAP, seria importante identificar los individuos de interés y

conservarlos de mejor manera para evitar su pérdida total. T

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
|||||||| 6N PARA LA EXCELENCIA




5..,;

1oen
ECUADOR

ESP

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
INNOVAGION PARA LA EXCELENCIA

INSTITUTO NACIONAL DE
INVESTIGACIONES AGROPECUARIAS



	Slide Number 1
	Slide Number 2
	Slide Number 3
	Slide Number 4
	Slide Number 5
	Slide Number 6
	Slide Number 7
	Slide Number 8
	Slide Number 9
	Slide Number 10
	Slide Number 11
	Slide Number 12
	Slide Number 13
	Slide Number 14
	Slide Number 15
	Slide Number 16
	Slide Number 17
	Slide Number 18
	Slide Number 19
	Slide Number 20
	Slide Number 21
	Slide Number 22
	Slide Number 23
	Slide Number 24
	Slide Number 25
	Slide Number 26
	Slide Number 27
	Slide Number 28
	Slide Number 29
	Slide Number 30
	Slide Number 31

