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ELITUAIAL

La gestion de las autoridades responsables de la elaboracion y
ejecucion del “IV Plan Quinquenal de Desarrollo 2003-2008 de
la Universidad Nacional de Loja” (IVPQD) llega a su término.
Nuestra comunidad universitaria se apresta a elegir a sus con-
ductores para el periodo 2008-2013. Previamente, durante el afio
2007, se hallevado a cabo el proceso de autoevaluacion institucio-
nal, orientado a obtener la evaluacién externa y la acreditacion y
que sirve también, obviamente, para examinar el desempefio de
la Universidad en el cumplimiento de sus funciones especificas
durante el altimo periodo.

Dada la naturaleza de esta publicacion, centraremos nuestra
atencion en el desempeiio de la Universidad en el campo de la
investigacion. La Vision al afio 2013 del IV PQD dice que: “Los
conocimientos que se generan en la UNL son el producto de
proyectos, organizados en programas y lincas de investigacion,
construidos y ejecutados con la participacion de las organiza-
ciones de desarrollo y la sociedad civil, en los niveles local, pro-
vincial, regional y nacional” (p. 54). Y que: “Los proyectos de
investigacion que se ejecutan en la UNL tienen en cuenta las di-
mensiones ética, cultural, social, econémica y ambiental, como
referentes del desarrollo humano sustentable.” (Ibid.). En cuanto
a la mision, el documento en mencion senala: “Sistematizar los
avances del conocimiento cientifico-técnico y realizar investi-
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gacion cientifico-técnica articulada a la realidad regional y na-
cional, difundir sus resultados e incorporarlos a los procesos de
formacioén y desarrollo humano.” (Ibid.)

Estas Vision y Mision se concrelan en el objetivo general: “Gene-
rar y aplicar nuevos conocimientos cientificos y tecnolégicos, y
promover los conocimientos ancestrales que den respuestas efec-
tivas a las complejas problemdticas del entorno regional” (p. 57);
y; en las lineas estralégicas de accién para la Funcién Investiga-
cion: “Formulacién y ejecucién de proyectos de investigacion ar-
ticulados a las lineas de investigacién-desarrollo, fortalecimiento
de la capacidad de investigacién de los docentes, desarrollo de
mecanismos de gestion para la investigacién.” (Ibid.)

En cumplimiento de este objetivo y estrategias se ejecutan ac-
tualmente 50 proyectos de investigacién (3 desde 1997, 47 desde
el 2004)), con el financiamiento del CONESUP (6), de FUNDA-
CYT (4), de los fondos CEREPS (12), de la Universidad Nacional
de Loja (18), cooperacién italiana ~COSV- (2); v, otras fucntes

(8).

De estos proyectos, 3 pertenccen al Area Educativa, 2 al Area de
la Salud Humana, 1 a las Areas de la Salud Humana y Agrope-
cuaria (en cooperacién con la Universita degli Studi di Parma-
Italia), 1 al Area Juridica, Social y Administrativa, 43 al Area
Agropecuaria y de Recursos Naturales Renovables.

Algunos de eslos proyectos se ejecutan en convenio con otras
instituciones: 8 universidades (3 alemanas -Mainz, Bayreuth,
Stuttgart-, 2 espafiolas -Santiago de Compostela y Politécnica
de Valencia-, 1 boliviana -Universidad Mayor de San Simén-
Bolivia, en asocio con la UNL y la Politécnica de Valencia-, 2
ecuatorianas -Técnica de Quevedo, Escuela Superior Politécnica
del Chimborazo, ESPOCH-, 1 italiana -Universita degli Studi di
Parma); 1 con la UNESCOQ; 2 con el Comité de Coordinacién de




las Organizaciones para el Servicio Voluntario, COSV; 6 con el
CONESUP; 4 con FUNDACYT (en 2 de ellos entra el MAG, en 1
el Municipio de Loja, en 1 PREDESUR).!

Es evidente el predominio de los proyectos de investigacion que
se ejecutan en el Area Agropecuaria®. Buscando alguna explica-
cién, se podria argiiir que ésta es, luego de la Juridica, el Area mas
antigua de la UNL (fue fundada como Facultad de Ciencias, en
1944). No obstante, tal vez seria mas acertado decir que, el de las
ciencias agropecuarias, es un dominio de enorme importancia,
no solamente debido a su intima relacién con la producciéon de
alimentos para la humanidad sino, sobre todo en la actualidad,
debido a los esfuerzos que cientificos, gobiernos y otras institu-
ciones realizan para tratar de revertir los dafios que la irracional
explotacion de sus recursos ha infringido a la naturaleza.

También es cierto que, a partir del ultimo tercio del siglo 20, go-
bernantes, tedricos y técnicos, echaron la culpa de los fracasos
en el desarrollo econdémico del pais al “predominio” en el cu-
rriculum de los establecimientos educativos del pais, de las asi
llamadas “materias/carreras humanisticas”. La respuesta de los
organismos responsables de la educacion y la investigacion cien-
tifica fue la de volcar el apoyo a la educacion técnica y a la inves-
tigacion en ciencias naturales. Claro que ello no explica tampoco
el predominio, dentro de las ciencias naturales, de las investiga-
ciones en el campo agropecuario en nuestra Universidad.

Sea de ello lo que fuere, el niimero de investigaciones en marcha
sugiere la existencia de un porcentaje elevado de profesores en

1 Archivos de la Unidad de Desarrollo Universitario ~<UDU- y de la OCI.

2  Esta ha sido, por o demés, |a tonica en cuanto a los trabajos que se publican
en Estudios Universitarios, desde su aparicion, y también de los que se han
presentado en los Simposios Nacionales de Proyectos de Investigacion desa-
rrollados en el marco de los Encuentros Nacionales de Culturas.
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capacidad de realizarlas y, lo que es mas importante, de estu-
diantes que estan aprendiendo a investigar al colaborar con sus
profesores en esta tarea. Por otra parte, las investigaciones que se
llevan adelante en convenio con otras universidades nacionales y
extranjeras significan que, en este campo, estamos a tono con las
tematicas que se investigan hoy en el mundo y con las metodolo-
gias, técnicas y herramientas de tratamiento de las mismas.

Esto no significa, sin embargo, que los temas sobre los que tra-
bajan los investigadores de la UNL estén alejados de la realidad
natural y social de la region y el pais del que son parte sino mas
bien que los investigadores de otros paises estdn trabajando con
ellos para desentranarla. Para comprobarlo, basta mencionar al-
gunos titulos de estas investigaciones:

“Estudio de plantas nativas con propiedades medicinales, bio-
plaguicidas y toxicologicas de la Regién Sur del Ecuador”, que
la llevan a cabo la Universidad Nacional de Loja (Areas Agro-
pecuaria, Ing. Tulio Solano; y; de la Salud Humana, Dr, Marco
Fernandez) y la Universita degli Studi di Parma (Ttalia, mediante
¢l aporte de varios de sus profesores investigadores).

“Gestién concertada para el control de la desertificacién y rege-
neracion del bosque seco de los cantones Zapotillo y Macar4”,
a cargo de la Universidad Nacional de Loja (Area Agropecua-
ria, Dr. Ignacio Gomez, Ing. José Ma. Valarezo) y la cooperacion
cientifica y financiera italiana a través de COSV (Dr. Sandro Po-
caterra),

“Integracion regional para el manejo ambiental sostenible y el
control de la desertificacién en Ecuador y Pertt”, a cargo de la
Universidad Nacional de Loja (Area Agropecuaria, Dr. Ignacio
Gomez, Ing. José Ma. Valarezo, Dr. Tedy Maza) por Ecuador;
la Asociacién para la Investigacion y Desarrollo Integral (Ing.




Mary Carmen Talledo) por Per(; y, la Cooperacion Cientifica y
Financiera Italiana a través de COSV (Dr. Sandro Pocaterra).
“Investigaciones dendrolégicas sobre el clima en los siglos pasa-
dos en los alrededores de Loja”, a cargo de la Universidad Nacio-
nal de Loja (Area Agropecuaria, Ing. Héctor Maza) y la Universi-
dad de Stuttgarl (Alemania, Prof. Dr. Achim Brauning).

“Influencia del uso de la tierra en las propiedades del suelo y en
los flujos de agua y de elementos en los bosques hiimedos mon-
tafiosos del Sur del Ecuador”, a cargo de la Universidad Nacional
de Loja (Arca Agropecuaria, Ing. Carlos Valarezo M.) y la Uni-
versidad de Mainz (Alemania, Prof. Dr. Wolfgang Wilcke).

“Patrones espaciales de los parametros y funciones de la dina-
mica del agua, gases y materia en los suelos del bosque montano
en los Andes del Sur del Ecuador”, a cargo de la Universidad Na-
cional de Loja (Area Agropecuaria, Ing, Carlos Valarezo M.) y la
Universidad de Bayreuth (Alemania, Prof. Bernd Huwe).

El esfuerzo institucional en el cumplimiento de los objetivos
senalados en el IV PQD para la Funcién Investigacion se com-
plementa con la elaboracion® y aprobacién® del REGLAMENTO
PARA LA INSTITUCIONALIZACION Y DESARROLLO DE
LA INVESTIGACION CIENTIFICA Y TECNOLOGICA EN
LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA.

Como se ve, la finalidad del Reglamento es institucionalizar la in-
vestigacién cientifica y tecnol6gica a nivel de la Administracion
Central, las Areas Académico Administrativas, las inter-Areas y
los Centros de Investigacién-Desarrollo; asi como desarrollarla
a través de la elaboracion de lineas, programas, proyectos de in-
vestigacion, tesis de grado y el fortalecimiento de las capacidades

3 Unidad de Desarrollo Universitario, UDL.
4 Honorable Junta Universitaria, 04.08.08.
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humanas, logisticas (infraestructura y equipamicnto) y adminis-
trativas necesarias.

Se crean para ello instancias -Consejo de Gestién, Coordinacién
General, Consejos Técnicos de Investigacion de las AAA- encar-
gadas, ademas, de promocionar, coordinar y asegurar la calidad
y pertinencia social y académica de los resultados de la investiga-
cion cientifica y tecnolégica que se realiza en cada uno de dichos
niveles.

Para lograr dichas calidad y pertinencia social y académica, estas
instancias deberdn garantizar que: “Los conocimientos cientifi-
cos y tecnologicos que se generen en la Universidad Nacional de
Loja /sean/ el producto de proyectos de investigacion, organi-
zados en programas y lineas de investigacién-desarrollo de las
AAA, de los Centros de Investigacién-Desarrollo o inter-Areas,
coherentes con los médulos de los planes de estudio de las ca-
rreras y programas de posigrado, construidos y ejecutados pre-
ferentemente con la participacién de las organizaciones de desa-
rrollo y la sociedad civil, en los niveles local, provincial, regional
y nacional.”

Loja, abril de 2008

COMISION EDITORIAL
UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA

9 Reglamento para la institucionalizacion y desarrollo de |a investigacion cien-
tillea y tecnoldgica en la Universidad Nacional de Loja, Art. 3.




Variacion genética de la
chirimoya (Annona cherimola Mill)
usando marcadores moleculares

AFLPs y SSRs

*Morales, Rafael: **Narvdez, Alexandra; "Morales, Natalia;
*Castro, Patricio.

* Centro de Bioiacnologia; Universidad Macional de Lof.
“Laboratorlo de Sistemética Vegetal; Pontil cia Uiniversidad Catdica del Ecuader.
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RESUMEN

Palabras clave: chirimoya, progenitor, progenie, marcador, ARl
microsalélite. y

Dentro de la enorme biodiversidad ecuatoriana se encuentral
chirimoya (Annona cherimola Mill) de la familia Anno
Se la encuentra entre los 1400 y 2300 msnm con gran dive
en la provincia de Loja, la cual seria, segtin los tiltimos es
el centro de origen y diversificacion de la especie (Narvée
2005). EI Centro de Biotecnologia de la Universidad Naci
Loja (UNL), realizé la colecta (10.000 accesiones) en la
cia de Loja; su caraclerizacion morfol6gica; la formacion
banco vivo y la ejecucién de un plan de cruzas entre individs
para tres caracteres: forma de la fruta (1dea1mente lisa o impr
indice (contenido de pulpa en relacién al ntimero de semil
resistencia de la piel a la presion. Luego, y conjuntamente con
Pontificia Universidad Catélica del Ecuador (PUCE) se inic
estudios moleculares de su diversidad genética a nivel mundia
mediante marcadores AFLPs, conc]uyendo la existencia de'f'

los cultivares comerciales actuales han sido seleccionados de log
materiales silvestres de esta provincia, en donde existe todavia
un gran pool genético que no ha sido incluido en cultivares co-
merciales y que esta disponible para fines de mejoramiento. Fi-
nalmente, al haber sido descritos 15 marcadores microsatélites
especificos para chirimoya disenados por Escribano et al., 2004
se encontraron que 4 de ellos son polimérficos, los mismos que
fueron probados en las progenies y sus respectivos progemtore»-
concluyendo la utilidad y variabilidad de dichos marcadores para
la caracterizacién de grupos de individuos y poblaciones de An-
nona cherimola Mill. El uso de estos marcadores permiti6 el es-
tudio de la diversidad genética de la especie y contribuiré a largo
plazo a la generacion de una variedad que incluya todas las carac-
teristicas de un fruto de exportacion.




Palabras clave: cherimoya, progenitor, offspring, marker, AFLP

There are an enormous biodiversity in the Ecunadorian area, Ones
of that is the cherimoya (Annona cherimola Mill) and belongs
at the Annonaceae family and it is between 1400 and 2300 me-
ters on level on the sea, with great diversity in the Province of

Loja; according to the last studies it place 18 the origin center and

diversification of the species (Narvaez et al., 2005). The Biotech-

pology Center of the National University of Loja (UNL), made
a great cherimoya collection on the Province of Loja (10.000
agreements), made the morphological characterization and then
formed an alive bank and finally development a Cross breading
Jan for three characters: forms of the fruit (ideally flat or prin-
ted), index (pulp content in relation to the number of seeds) and
resistance of the skin to the pressure. Then, and adjoining to the
people of Pontificia Universidad Catolica del Ecuador (PUCE)
started molecular studies with AFLPs from their genetic diver-
ity in all the world, concluding the existence of a great genetic
~ diversity of cherimoya in the Province of Loja, this place is in
effect the origin center of cherimoya, in addition the commercial
crops has been selected of the wild materials of this county and
also there are a great genetic pool that has not been included in
commercial crops and it is available for improvements. Escriba-
no et al., 2004 described 15 microsatellites markers specific for
cherimoya, 4 of these werc used in the offspring and their pro-
genitors, concluding these markers arc usefulness and variable
for the characterization groups and populations of Annona che-
rimola Mill. The use of these markers allowed the study of the

genetic diversity of that species and it will contribute long term

to the generation of a variety that includes all the characteristics

of an export fruit.
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1. INTRODUCCION

R,

A pesar de su extension relativamente corta, el Ecuador
siderado como uno de los 17 paises mas ricos en dive
especies, conteniendo alrededor del 10% de todas las espe
planeta (22.000 a 25.000 especies de plantas), de las cual
de 200 son arbodreas (Yaguache et al., 2003). Esta situacion:
vorecida por la presencia de barreras geograficas que han oc
nado la formacién de reservorios tnicos (www.cti.cspol.cdueg)

Un caso particular de ello, lo constituye la chirimoya (Annon
cherimola Mill), que presenta una gran diversidad en la
cia de Loja, senalada como el centro de origen y diversific

de esta especie (Narvaez et al., 2006). '

Debido a la inexistencia de una coleccién genética y estudios so:
bre la especie, la Universidad Nacional de Loja (UNL) ini¢
proyecto financiado por el IPGRI (International Plant Ge
Resources Institute), a través del cual se han logrado cole
caracterizar morfologicamente mds de 10000 accesiones d
rimoya, provenientes de la region sur del Ecuador (Morales et
al,, 2003). Esto ha permitido el establecimiento de un banco viy
(Morales et al., 2005), donde se han identificado caracteres n[
interés. Basandose en ello se han realizado cruzamientos entr¢
individuos con valores extremos (Aquino, P. 2003) para los ca-

racteres de seleccion:

1. Resistencia a la presién (consistencia de la corteza superiors
28 lib/pulg?); |

2. Indice (relacién entre el nimero de semillas y el contenido d:
pulpa: inferior a 7 semillas/100g de pulpa); y,

3. Forma de la fruta (idealmente lisa o con ligeros abultamien
tos).




bhre la base del material colectado y con o] financiamiento de

proyectos presentados sucesivamente al FUNDACYT (4

i ablece un convenio entre la Pontificia Universidad

uolica del Ecuador (PUCE) y la UNL, para iniciar la primera
wlnacion de la diversidad genctica de la chirimoya mediante
garcadores moleculares AFLPs para la identificacion de carac-
pisticas de interés, constituyéndose en el primer estudio a nivel
nolecular sobre la especie (Narvaez et al., 2005). Posteriormente,
lser descritos 15 marcadores microsatélites especificos para la
(hirimoya (Escribano ct al. 2004), s establece dicha tecnologia,
slicindolos en una muestra de la coleccion (individuos con ca-
ncteres promisorios), concluyendo la utilidad de cuatro de ellos
e resultaron ser mucho mas polimorficos en relacién a los de-
mis (Narvacz et al., 2006). Asi, se los ha aplicado en un grupo de
individuos promisorios (progenies generadas de cruzamientos
ire progenitores con valores extremos) tendientes a determi-
ar su atilidad en la evaluacion de dos parametros de interés
[resistencia a la presion ¢ indice), contribuyendo a implementar

n programa formal de mejoramiento que optimice los recursos

disponibles y qué acorte los tiempos de evaluacion de cultivares

promisorios.

2, MATERIALES Y METODOS

2.1 AFLPs
2.1.1. Material Vegetal

Fl material vegetal (hojas) se muestre6 acorde a la informacion
del banco de germoplasma del Centro de Biotecnologia de 12
UNL (caracterizacion in situ) y corresponde a individuos sil-
sestres geograficamente representativos de la provincia de Loja

fueron obtenidos del banco de germoplasma del Instituto Na-
cional de Investigaciones

(Ecuador). Los cultivares de chirimoya comercial ¥ tradicional

Agropecuarias (INIAP). Un total de 65
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individuos intervinieron en este estudio: 41 muestras del
dor correspondiente al material silvestre de la provincia dé
6 muestras tradicionales de las provincias del norte,
sur del Ecuador (INIAP) y un cultivar élite selecciona
INIAP. Los 11 cultivares comerciales muestreados por
representan cultivos de paises como: Chile (2), Peru (1
(5) y USA (3). Seis muestras de tipo no conocido fuero
das en este estudio como una referencia de chirimoya p
paises ubicados dentro del centro de origen para esta espe
Bolivia (4) y Peru (2).

silica gel.
2.1.2. Marcadores AFLPs

18 pares de primers de AFLPs (Invitrogen) se probaron; 4 fuereg
escogidos para el estudio. El analisis de AFLP se realizé
Vos et al, (1995) y las recomendaciones del proveedor. Lo
ductos de PCR fueron separados en geles desnaturalizan

basada en la presencia (1) 6 ausencia (0) de las bandas.

2.1.2. Andlisis de Datos

El coeficiente de similitud genética de Dice, (1945) fue usado parm
determinar las relaciones genéticas entre cultivares y materiales
nativos, en el total del set muestreado. La matriz de distancia gené:
tica fue usada en un analisis de coordenadas principales para eva-
luar la estructura en conjunto, mediante el software NTSYS v 2.1,

Para determinar las relaciones entre cultivares comerciales y
material nativo de Loja, se elaboré un dendograma basado enel
coeficiente de Dice, usando el programa PAUP v 4.2.




2.2. SSRs
2.2.1. Material Vegetal

Los progenilores y Sus respectivas progenies para Lres caracteres
de seleccion: resistencia a la presion (RP), indice (P), ¥ forma de
la fruta (FF) han sido tomados para el presente estudio.

Un total de 54 individuos intervinieron en el estudio, asi: la ge-
neracion parental: RP=6; P=6 y FF=5, colectados en diferen-
tes sitios de la provincia de Loja; las progenies: RP=27; P=4 ¥
EF=6, colectadas en el banco vivo de chirimoya de la UNL. Se
emplearon hojas jovenes desecadas quimicamente con silica gel.
Las extracciones de ADN se realizaron segun el protocolo de la
Universidad Politécnica de Valencia-Espana (consulta personal),

modificado para el desarrollo del presente estudio.
2.2.2. Microsatélites (SSR)

De un total de 15 primers disefiados por Escribano et al., 2004, se
atilizaron los cuatro mas informativos (tabla 1); seleccionados en
base a un estudio previo en colaboracién con el Laboratorio de Siste-
matica de la Pontificia Universidad Catolica del Ecuador (PUCE).

Tabla 1. Secuencia de primers microsatélites utilizados, tamano del producto de am-
plicacion y numero de repeticiones, publicados por Escribano et al., (2004).
La temperatura de hibridacion se llevo a cabo 2550 C.

[Loci [ secuencia(5'3) TAMER0 | Repeicién
| oy | FECTO TTC ARA GGT ACG ACTTC 291-312 (o120
R: TTG AGA AAA GGA TAA GGATT
[mohd | F: TCT GTG AAA ATA CTC TCG TA 225248 (GA)13
R: TCT CCA CTG AAT AAT CTTTAAT
Toh5 | F:CCCACT CTT CTACCC TCAAC 165160 cT10
R: GAA GTC CCT GTA AGA ATC AGA
[mchi1 | F: TAC GTC TCG CTT CTC TG CT 175-176 (eT10
R: GAT GAT TAG AGA CAA GTG GAT G
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La reaccion de PCR se realiz6 para un volumen total de 15
conteniendo: tampén 10X, 25 ng de ADN, 50 mM MgC
mM de cada ANTP, 0.4 mM de cada primer (directo, reve
0.3 unidades de Taq polimerasa, aforado con agua milliQ auto-
clavada en tubos de 0,2 ml.

Las amplificaciones se realizaron en un termociclador Bio Rad
seglin ¢l programa publicado por Escribano et al., 2004. Consis-
ti6 en una fase de desnaturalizacién inicial (94°C/1min), sey
do de 35 ciclos de desnaturalizacién (94°C/30seg.), hibridacién
(55°C/30seg.) y 6 min. de extension a 72°C; luego de la amplifica-
cion las reacciones fueron llevadas a 4° C. '

Los polimorfismos fueron visualizados en geles desnaturalizan-
tes de poliacrilamida al 6% y urca 8M en una cimara vertical

Sequi-Gen GT de Bio Rad, corridos a 70 W constantes en TBE:
1X.

El gel fue revelado mediante tincién en plata, de manera que los
alelos aparecen como bandas de color negro; un individuo he-
terocigoto presentard dos bandas, mientras que un homocigoto.
presenta una sola banda.

Los geles se documentaron con un scanner Epson 16-40 XL, y su
edicién posterior se realizé en le programa Paint 7.0 de Micro-
soft Office, 2003. |

2.2.3. Procesamiento Matemdtico

Para el andlisis de los foci microsatélites se estimaron, mediante
el programa ESTAT 2.9.3 (Goudet, J. 2001), las frecuencias aléli-
cas en cada loci; los valores de heterocigosidad observada (Ho) y
esperada (He), el niimero de alelos por locus y riqueza alélica.

Las desviaciones del equilibrio de Hardy-Weinberg fueron es-
timadas comparando los genotipos observados y esperados




pediante una prucba de chi cuadrado (X?) aleatorizada por ¢l
nétodo de Monte Carlo para 1000 repeticiones, utilizando el
programa CHIHW (Zaykin, et al, 1993), y a través del calculo
o] estadistico Fis (Wei, et al., 1984) acorde a las formulas des-
itas por Weir y Cockerham, 1984 (Weir, et al,, 1984). Para €sto

STAT (Goudet, J. 2001), el cual calcula
Jelos entre los indivi-

(r
¢ utilizo el programa ¥
d estadistico Fis después de permutar los a

uos dentro de cada poblacion.

de ligamiento para todos los pares

e determin6 el desequ ilibrio
dio del programa Genetix (Belkhir,

i:de loci en cada grupo por me
¢tal., 1998).
a]élicas se compararon entre progenitores y pro-

Las frecuencias
genie y entre los individuos que mostraban caractercs fenotipi-

cos extremos de los parametros resistencia a la presion ¢ indice,
ba de chi cuadrado (X3 aleatorizada por el

" mediante una prue
método de Monte Carlo para 1000 repeticiones, utilizando el

programa CHIRXC (Zaykin, et al,, 1993).

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1, AFLPs

usando AFLP en chirimoya, se han repor-
rado 264 bandas usando 8 combinaciones de primers para eva-
luar un set de 19 cultivares comerciales (Rahman et al., 1998). En
¢l presente estudio un total de 214 bandas se obtuvieron con cua-
tro combinaciones de primers, de las cuales 212 bandas (99.06%)
fueron polimorficas. Este nivel de polimorfismo €s considerable-
mente mas alto que lo encontrado por Rahman et al. (1998),
un resultado esperado, ya que este estudio incluye genotipos de
chirimoya silvestre. De Jas 214 bandas, 206 estan presentes en el
material silvestre de Loja, mientras que 138 fueron encontradas
en los cultivares comerciales. E1 40% del total de bandas encon-
tradas, fueron exclusivas del poo) genético de las accesiones de

En un estudio previo
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Loja, mientras que solo dos son tinicas en el set de cultiv
comerciales. La baja diversidad genética de los cultivares
ciales, podria ser explicada por un efecto de seleccion
ocasionado la formacién de un cuello de botella genético,
ntimero de marcadores exclusivos para el set de cultivare
ca que ninguna mejora genética se ha llevado a cabo afuera;f
como se ha sugerido previamente (George et al., 2002).

Tres matrices de similitud independientes fueron obtenidss
Considerando el total de las muestras, la mas alta similitud ge
tica basada en el coeficiente de Dice fue encontrada entre log
cultivares “Fino de Jete” (GS=0.92), este cultivar representa
el 95% de los cultivos de Espafia, mientras que los genotipo
y Lcl (GS=0.054) de la provincia de Loja en Ecuador fuer
mas distantes. Considerando solo las muestras de la provin
Loja la mas alta similitud (GS=0.89) fue encontrada entre Lp
Lp9, mientras que los més distantes fueron L16 y Lp5 (GS=0.1
estos resultados pueden explicarse por la separacion geog
de los dos cantones que éstas muestras representan. Con res
to al set de cultivares, la méas alta similitud se encontré entre
dos cultivares “Fino de Jete” (GS=0.92), mientras que la mas bajs
similitud fue encontrada entre dos cultivares tradicionales del
norte de Ecuador Enl y En2 (GS=0.44). Esos resultados revelan
que el sur del Ecuador representa una gran diversidad genética
de chirimoya, por lo que puede ser considerado como el centrg
de origen de esta especie.

El Andlisis de coordenadas principales revela dos distintos gru-
pos (figural). El grupo A que consiste en cultivares comercialesy
tradicionales con algunos genotipos nativos, c.ugmendo que las
accesiones de Loja pudicran ser el material de origen de los culti-
vares comerciales. El grupo B incluye solo genotipos silvestresde:
Loja, indicando que esas accesiones tienen un pool genético que
todavia no se representan en el cultivo y por consiguiente puede

estar disponible para la mejora de la chirimoya.
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Analisis de componentes principales (PCA), los dos primeros componentes
explican el 19.47 % de 1a variacion. El primer componente ha separado los
cultivares comerciales con algunas accesiones nativas (A) del resto de chiri-
moyas nativas (B) del sur de Loja. C y D separan grupos de cultivares. Refe-
rencias tle codigo de muestray detalles en la tabla 1. (Narvéez etal., 2007)

Fig2. Arbolconsensodelos 52

4rboles mas parsimonio-
— e s0s. Se han detnido tres
clados, uno compuesto
exclusivamente de ma-
terial nativo (L) y dos
(C1yC2)de variedades
comerciales, sugiriendo
diferentes origenes ge-
néticos. (Narvaez, et al.
2007)
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Con respecto a las relaciones genéticas entre los cultiy
merciales y las accesiones nativas (figura 2) el primer gra
incluye la mayoria de los cultivares comerciales, en el ¢
Sp2 representan los cultivares “Fino de Jete™ dentro de
po encontramos principalmente cultivares del cantén Pa
Loja. Debido a que la carretera principal atraviesa éste canft
los cultivares son facilmente accesibles y por consiguiente es
probable que se hayan exportado éstos materiales para cul
comerciales en base por supuesto a las caracteristicas agron
cas. Esta evidencia también soporta la hip6tesis de que el
de origen putativo de la chirimoya sea la provincia de L
donde se encontraria el pool genético a partir del cual éstos
teriales fueron seleccionados.

Este gran cluster estd separado en dos clusters, uno con los grupo
tradicionales de genotipo silvestre, mientras que ¢l otro estd
clusivamente compuesto de genotipos nativos. El 1iltimo cl
incluye dos genotipos comerciales, Sp4 y Us3, representando
cultivares “Negrito” y “Blanco” respectivamente. Rahman
(1988) reportaron similar separacién de los dos cultivares
fioles “Fino de Jete” y “Negrito” en clusters distintos. Adicion
mente ellos encontraron una relacién genética estrecha entre
cultivares “Fino de Jete” y “Broncesuave”, cultivar representa
en este estudio por Chl, relacién que también ha sido encontrad
en ¢ste estudio. Sin embargo, los dos cultivares “Fino de Jete’
este estudio forman un cluster independiente, lo que indica
éstos han sufrido una presién de seleccién, ya que Espafia ti
un gran interés en el desarrollo de la chirimoya.

3.2, SSR
3.2.1. Numero y tamaiio de alelos

Los cuatro primers microsatélites empleados cn el estudio
(Lmchl1, Lmch3, Lmch5 y Lmch11), permitieron obtener los pro-




fictos amplificados esperados. Se encontraron dos alelos para
s loci Lmch1 (291, 311pb), Lmch5 (152, 156pb) y Lmch11 (171,
Jipb) en todas las muestras, mientras que para el locus Lmch3
¢encontraron tres alelos (228, 230 y 231pb).

los valores encontrados en este estudio, son inferiores a los re-

gstrados por Escribano et al., (2004); quienes al estudiar 23 ac-

wsiones de chirimoya con estos mismos primers microsatélites,
shservaron 5 alelos (Lmchl, Lmch3) y 3 alelos (Lmch5, Lmchll);
ul diferencia es esperada si tenemos en cuenta que estos autores,
incluyeron accesiones de diferentes dreas geogrdficas, que ten-
dran por lo tanto una mayor diversidad de alelos. Los individuos
lomocigotos y heterocigotos obtenidos en cada uno de los loci
mplificados pueden observarse en la figura 3.

Lmeht Lanch3 PR Linihd Lmchit

Fig3. Veribcacion de los individuos homocigotos y heterocigotos para los cuatro
Joci microsatélites analizados. Se muestra el locus Lmeh3 con el marcador
de peso molecular (PM). En Lmcht los individuos 3, 4 y 5 son heterocigoti-
cos, el 8 homocigotico, en Lmeh3 el 2 heterocigotico, 4 al 7 homocigoticos
los tlos alelos, en el Lmch5 se presentan solo homocigtticos para los dos
alelos y en el Lmechi1 el 3 es heterocigtico mientras 6 y 7 son homocigoti-

cos para cada uno de los alelos.
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3.2.2. Frecuencia Alélica

Tabla 2. Frecuencias alélicas y su error estandar, estimados para progenitore:
genie, Se evaluaron con cuatro iniciadores microsatélites, encontrands
alelos para los foci Lmchi, Lmch5 y Lmehid; y tres para el locus Lme

PROGENITORES PROGENIE
n | Frec,Alélica | n | Frec. Alélica
Lmehl | 291 | 15| 0,667+0.09 |34| 0,471=0.060

Locus | Alelo

311 0,333+0.09 0.529:0.060
Lmch3 | 228 |17| 0,765:0.073 |37 | 0,73x0.052
230 0,206+0.069 0,216=0.048
231 0,029:0.029 | 0,0540.026
Lmchs | 152 |16 | 0,156+0.064 | 33| 0,500+0.061
156 0,844+0.064 0,5000.061
Lmch11 | 171 12| 0.458:0.010 |31| 0,452+0.063
174 0.542:0.010 0,548+0,063

Como podemos ver, a excepcién del locus Lmch5, los cambios
en las frecuencias alélicas para la mayoria de los loci (Lmchl,
Lmch3, Lmchll) entre progenitores y su progenie son muy pe-
quenos; estos resultados son los esperados ya que estamos com-
parando dos grupos de individuos muy relacionados con marca-
dores microsatélites de poca variabilidad.

3.2.3, Variabilidad Genética

La heterocigosidad observada para el locus Lmchl fue el tnico
caso en que el valor es ligeramente mayor en la progenie que en los
progenitores. En el resto de los loci (Lmch3, Lmch5 y Lmchll),
la variabilidad en los progenitores presenta valores ligeramente
mayores que los de la progenie; los valores medios para la Ho, en
general muestran una variabilidad genética ligeramente mayor
en los progenitores, respecto de su progenie (tabla 3).




ibla 3. Variabilidad genética de progenitores y progenie, estimada a través de heteroci-
gosidad observada (Ho), heterocigosidad esperada (He) y riqueza alélica (RA).

Locus n Progenitores |N | Progenie
Lmehl -

H, 0533 0.588

H, 15 [0.459 34 |0.506
RA/locus 2.000 2.000
Lmch3 : Fikw, Ao % By

H, 0.471 0351 |
H, 17 10.383 37 |0.423

| RAllocus | 2706 2.799
Lmch5 :

Eran® 0.187 0.152

H 16 |0.272 33 |0.508
RA/locus L RB00ES 2.000
Lmch11 ;

B aa 0.417 0.258

H, 112 |0.518 31 |0.503
RA/locus | 2.000 2.000
Valores Medios

H, i
H, 0.408 0.485
RA/locus 2.176 2.200

Un analisis de la variabilidad de los cuatro loci indica, como
era de esperar, que aquellos cuyos alelos estdn uniformemente
distribuidos, presentan una heterocigosidad esperada mayor, en
relacion a aquellos en que la frecuencia génica de alguno de los
alelos predomina sobre el otro.

Estudios previos empleando marcadores AFLPs (Narvéez, et al.,
2005), refieren una alta diversidad genética en el material de An-
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nona cherimola Mill colectado en el sur de Loja; en el pr
trabajo se han utilizado unicamente algunos individuos
progenie y sus correspondientes progenitores, lo que constit
una pequefia muestra de la diversidad genética ya referid;

A. cherimola Mill proveniente del sur de la Provincia de Loja

Al comparar los valores totales (tabla 3) de variabilidad gen
(Ho, He y niimero de alelos) del presente trabajo, con los de!
tos por Escribano et al., 2004, ratificamos la menor var
de la muestra de este trabajo ya descrita, pues los autores
mencionados, obtienen respectivamente valores superiore
heterocigosidad observada (0.51 vs. 0.37), heterocigosidad espe
rada (0.55 vs, 0.45) y nimero de alelos (4 vs. 2.2).

3.2.4. Equilibrio Genético

Al comparar los genotipos observados con los esperados, el va-
lor de X2 y su probabilidad, se encontré que la mayoria de las
comparaciones (75%), para los cuatro loci, se encontrab
equlllbrlo genético de Hardy-Weinberg, constituyeron una ex
cepcion las progenies de los loci Lmch5 y Lmchll. Las causas
posibles de dicho desequilibrio pudieran ser, por un lado que lo§
apareamientos no fueron al azar pudiendo presentar endogamia;
por otro, el desequilibrio puede ser resultado del azar debido al
pequeno tamano de la muestra empleada y, finalmente no pode-
mos descartar que se cometiera un error en la interpretacion de.
algunos fenotipos.

Si tomamos en cuenta los valores de Fis se cumple este equilibrio
en el 87.5% de las comparaciones, observando que solamente la
progenie para el locus Lmch5 se encuentra en desequilibrio ge-
nético. Dicho resultado apoya los presupuestos genéticos toma-
dos en cuenla en la interpretacion de los geles. Escribano et al,
2004 emplearon los valores de Fis para estimar las desviaciones
del equilibrio genético y encuentran un 66.6% de equilibrio en el




onjunto analizado, aunque con excepcidn del locus Lmchl que
e encuentra en desequilibrio, el resto de los loci coincidentes
ton este trabajo si lo estan. En este sentido se puede plantear que
l2 interpretacion genética desarrollada en el presente trabajo se
encuentra mejor apoyada por el andlisis estadistico,

Tabla 4. Genotipos observados y esperados, de acuerdo a la ley de Hardy-Weinberg
para cada loci y grupo analizado. Se muestran los valores de x* y su probabi-
lidad para la comparacion entre observados (H,) y esperados (H,); los valores
de Fis y su probabilidad.

[ H H, X:(p) Fis(p).

rogenitores 0,600 (0.596 0,167 (0,50
2319291 ; 5667 e {o8)
2 1311 8.667

211311, 1 1.667

Pro$en|es 1,108 (0,341)  -0,186 (0,92)
SRR

311 311 B 9529

Progénitores 1,609 (0,619)  -0.237 (1,00)
2287228 9 9,941

228 230 7 5.353

228 231 1 0,765

230230 0 0,721

230 231 8 8.206

% 1231, 015

T §mes 8.807 (0,073) 0,172 (0,17)
22 28 21 19,7%

228 23 11 11.6

298 231 1 2919

230 230 2 1,730

230 231 1 0,865

31 231 1 0.108

I’r enitores 1,335 (0,308 0,318 (0,30
1£0985 . 0.391 IR - B
152 156 3 4.219

156 156 12 11,391

Progenies 16,030 (0,00) 0,705 (0,008)
1527152 14 8.250

152 156 5 16,500

156 156 14 8.050
.bmnhllm enitores 0,370 (7,00 0,203 (0,32]
1717171 3 2 521

171174 5 5,958

Zg 1tﬁes " s 7,112(0,005) 0,492 (0,02)
799 10 6,323 Alaas oS
171 174 8 15,355

174 174 13 8.323
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El hecho de encontrar las poblaciones en equilibrio genéti
plica que las fuerzas evolutivas (mutaciones, migracion
cién natural) perturbadoras de este equilibrio se contrarr
ademds, la poblacién debe ser infinitamente grande para .
tampoco actiie la deriva genética. Los apareamientos deber
al azar. Los desequilibrios encontrados (en ambos casos)
ben a un déficit de individuos heterocigotos (tabla 4), lo
ratifica por los valores positivos de Fis al igual que lo referido pi
Escribano et al,, 2004. Las pequenas diferencias no significaliy
entre los genolipos observados y esperados en el resto de los lo
se deben también a un déficit de heterocigotos (valores posit
de Fis), excepto los loci Lmchl y Lmch3 para progenitores, en
que los valores de Fis respectivos, son negativos.

3.2.5. Desequilibrio de Ligamiento
Elandlisis del desequilibrio de ligamiento entre los pares de lo_;

equilibrio de ligamiento, y en la progenie, si tomamos como criv
terio de significacion el 5%, solamente los loci Lmch11 y Lmch3:
se encuentran en desequilibrio de ligamiento.

El hecho de que la mayor parte de los loci se encuentren en equi-
librio de ligamiento, ratifica también la interpretacién genét
realizada y apoya la utilidad de estos marcadores en los analisis
de la especie.

3.2.6. Frecuencias Génicas para los valores extremos

Se compararon individuos con pardmetros extremos para los
caracteres de resistencia a la presion e indice, no encontrandose
diferencias significativas en ¢l predominio de ningtin alelo para
los dos caracteres.

Aunque no se encontraron diferencias estadisticas entre los feno-
tipos extremos: “alta o baja resistencia a la presion”™; y, “alto o bajo




Indice (relacion pulpa/semilla); sin embargo el alelo 231 (Lmch3)
y152 (Lmch5), estuvieron presentes solo en los fenotipos de baja
resistencia a la presién. Respecto al indice, de forma similar, el
alelo 230 (Lmch3) y 152 (Lmch5) se encontraron solamente en
los fenotipos de bajo indice.

El pequeno nimero de muestras empleado no permite asegurar
que dichos marcadores puedan o no ser utilizados como identifi-
cadores de las caracteristicas de interés, lo cual constituird el ini-
cio de la aplicacion de estos marcadores dentro de un programa
de mejoramiento genético a largo plazo.

- 3.2.7. Cruzamientos que
‘ cumplen con la proporciéon mendeliana

Se analizaron todas las progenies en relacion a cada uno de los
progenitores y para cada uno de los loci, encontrandose que los
genotipos de los microsatélites estan de acuerdo con las propor-
ciones mendelianas esperadas en mas del 90%. Constituyen ex-
cepciones los loci Lmch5 para los caracteres resistencia a la pre-
sion e indice y Lmch11 para resistencia a la presién unicamente.
El hecho de haber encontrado acuerdos entre los cruzamientos y
sus proporciones mendelianas esperadas en el 90% de los casos,
avala también el empleo de tales marcadores con éstos fines. Lla-
ma la atencién que los mayores desacuerdos tuvieron lugar con
los loci Lmch5 y Lmchl11, los cuales se encontraron en desequili-
brio genético en las progenies. La causa mds probable pudiera es-
tar en la informacién proveniente del campo, ya sea por errores
involuntarios en la anotacion de los codigos de los individuos o
por haber asumido como progenie de determinados padres a in-
dividuos que realmente no lo fueron, debido a la condicién pro-
pia de la chirimoya en que los gametos femenino y masculino no
maduran de forma sincrénica (protoginia) y por tanto pudieron
dar lugar a admitir como fruto cruzado con determinado proge-
nitor a uno que va estaba fecundado.
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CONCLUSIONES
AFLP

1.

SSR

Existe una gran diversidad genética en la provincia de Loja,
apoyando la hipétesis de que ¢sta region es el centro de ori=
gen de la chirimoya. |
La base genética de los cultivares comerciales es muy estre-
chay puede ser considerada como un subconjunto de las chi-
rimoyas nativas de Loja.
Existe un pool genético en las accesiones de Loja que no ha
sido incluido en los cultivares comerciales, mismo que esta
disponible para fines de mejoramiento. g
El andlisis de las relaciones genéticas entre cultivares comer-
ciales y el material silvestre, sugirié que los cultivares comer-
ciales actuales han sido seleccionados de los materiales sil-
vestres y que ha existido restringido mejoramientos en ellos.

Los loci microsatélites Lmchl, Lmch3, Lmch5 y Lmch11, son:
variables y utiles en la caracterizacién de grupos de indivi-
duos y poblaciones de Annona cherimola Mill, obteniéndose
valores medios de heterocigosidad esperada (He) de 0.408 y
0.485 para progenitores y progenie, respectivamente.

Se encontraron dos alelos para los loci Lmchl (291, 311pb),
Lmch5 (152, 156pb) y Lmch11 (171, 174pb) en todas las mues-*
tras estudiadas, mientras que para ¢l locus Lmch3 se encon-
traron tres (228, 230 y 231pb).

Los valores medios para la heterocigosidad observada (Ho), -
en general muestran una variabilidad genética ligeramente
mayor en los progenitores, respecto de su progenie.

No se encontraron diferencias estadisticas entre los alelos de
los marcadores microsatélites seleccionados y los grupos for-




‘mados con pardmetros de interés extremos (resistencia a la
presion e indice), en individuos de Annona cherimola Mill
Los loci microsatélites Lmchl, Lmch3, Lmch5 y Lmchll,
avalan la mayor parte de las progenies provenientes de las
cruzas realizadas a partir del material de Annona cherimola
Mill colectado y caracterizado y que pertenece al banco de
- germoplasma de la UNL.

Los cuatro loci para cada grupo, se encontraron en equilibrio
genético, con excepcion de las progenies de los loci Lmch5 y
Lmchll.

Los genotipos de los microsatélites estan de acuerdo con las
proporciones mendelianas esperadas en mas del 90%.

§ Las conclusiones anteriores corroboran que se logré estable-
cer el Laboratorio de Biotecnologia en la Universidad Na-
cional de Loja (UNL) y estandarizar los protocolos para la
evaluacion molecular por microsatélites de una poblacién de
chirimoya (Annona cherimola Mill).
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