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RESUMEN

Se revisé el uso e importancia, ventajas, desventajas y caracteristicas de la técnica Microsatélites Amplificados al Azar (RAM) en uchuva Physalis
peruviana, mora Rubus spp, guayaba Psidium guajava y heliconias Heliconia spp. En mora se diferenciaron las especies R. glaucus, R. robustus 'y R.
urticifolius, se detectaron duplicados y se encontro alta variabilidad genética en R. glaucus, la especie mas importante. En uchuva se encontré alta
diversidad y dos accesiones de fruto rojo que se diferenciaron genéticamente de las amarillas y una region geografica con alta variabilidad. En
guayaba los cebadores fueron altamente polimérficos y se encontr6 alta variabilidad en el Valle del Cauca. En heliconias y especies relacionadas se
diferenciaron las familias del orden Zingiberales, algunos subgéneros y variaciones en la especie. La técnica es de bajo costo, utiliza un cebador, no
requiere informacion previa, es altamente polimoérfica y diferencia especies en los taxones evaluados.

Palabras clave: Physalis peruviana; Psidium guajava; Rubus spp; Heliconia spp; marcadores moleculares; andlisis genéticos.

ABSTRACT

The use and importance, advantages, disadvantages and features of the Random Amplified Microsatellites RAMs technique, were reviewed in Cape
gooseberry Physalis peruviana, blackberry Rubus spp, guava Psidium guajava and heliconias Heliconia spp. In blackberry, we differentiated the species
R. glaucus, R. robustus y R. urticifolius, detected duplicated accessions and found high genetic diversity in R. glaucus, the most important specie.
In Cape gooseberry we found high diversity and two red fruit accessions genetically differentiated from the yellow fruit ones and a geographical
region with high variability. In guava, primers were highly polymorphic and found high variability in Valle del Cauca region. In Heliconia and
related species we differentiated families belonging to Zingiberal order, between some sub genera and variation among specie. The technique has
low cost of implementation, use a single primer, do not require previous information, is highly polymorphic and can differentiate species is taxa
were technique was evaluated.

Keywords: Physalis peruviana; Psidium guajava; Rubus spp; Heliconia spp; molecular markers; genetic analysis.

INTRODUCCION aplicacion y alta reproducibilidad son marcadores am-
pliamente utilizados y muy informativos. En la identifi-
cacion de individuos estrechamente relacionados, clones
o cultivares se estima que los microsatélites tienen poder
de discriminacioén siete veces mayor que los RAPD
(Kraic et al., 1998) y se consideran los marcadores
ideales para estudios de mapeo de ligamiento (Hearne
et al., 1992; Morgante y Olivieri, 1993) y evolutivos.
En plantas los oligonucleétidos, compuestos por
elementos repetitivos del tipo TG y GATA/GACA, de-

Entre las técnicas disponibles para estudiar la
diversidad genética vegetal se encuentran los RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA), AFLP (Am-
plified Fragment Length Polymorphism), microsatélites
y los RAM (Random Amplified Microsatellites). En
los dltimos diez afios los microsatélites han cobrado
importancia en estudios que van desde caracterizacion
individual hasta mapeo gendmico. Debido al alto nivel
de polimorfismo, cardcter codominante, facilidad de
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tectan polimorfismo cuando se utilizaban como sondas
RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism).
Los sitios de microsatélites se distribuyen ampliamente
con una frecuencia de 1 cada 50.000 pares de bases;
se presentan en 34 especies vegetales, y el elemento
repetido mds comtn es el dinucledtido AT (Morgante
y Olivieri, 1993).

Con marcadores basados en microsatélites se han
elaborado mapas genéticos de soya, arroz y trigo (Akka-
ya et al., 1992; Roder et al., 1995), Pinus spp (Smith
y Devey, 1994) y Citrus spp (Ferreira y Grattapaglia,
1998). Se han desarrollado microsatélites para C. sinen-
sis (Novelli et al., 2006), C. limon (Golein et al., 2005)
y mandarinas (Koehler-Santos et al., 2003).

Los Microsatélites Amplificados al Azar (RAM)
se utilizan en caracterizacion de diversidad genética en
microorganismos, animales y plantas. La revision des-
cribe la técnica RAM, analiza los elementos asociados
con la técnica (calidad, cantidad de ADN, condiciones
de amplificacion, electroforesis, andlisis estadistico) y
presenta la aplicacion de la técnica en mora Rubus spp,
Uchuva Physallis peruviana, guayaba Psidium guajava
y heliconias Heliconia spp.

DESCRIPCION DE LA TECNICA

Zietkiewicz et al. (1994) propusieron un método
para medir la diversidad genética en plantas y anima-
les usando cebadores basados en microsatélites. Esta
técnica combina los beneficios de los microsatélites y
los RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA).
Hantula ez al. (1996) seleccionaron cuatro primers (GT,
ACA, CCA, CGA) con una longitud de 18 bases que
incluyen un extremo 5’ “degenerado” de tres nucledtidos,
el cual sirve de anclaje para asegurar la unién del primer
al inicio del microsatélite. Ellos denominaron a esta
técnica RAM (Random Amplified Polymorphic DNA).

Los RAM se basan en la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR), el método es altamente reproducible
y permite la deteccién de polimorfismo en el ADN intra
e interespecifico. Los fragmentos de ADN amplificados
en la reaccion estdn compuestos de dos microsatélites
suficientemente cercanos para amplificar por PCR el
area entre ellos (Zietkiewicz et al., 1994).

La base genética de estos marcadores es la misma
de los RAPD, es decir, utiliza un solo primer de secuen-
cia arbitraria, por lo cual la secuencia blanco también es
desconocida; difiere de los RAPD porque estos tienen
menor tamaiio del cebador que los RAM. Al igual que
los RAPD, los RAM detectan un solo alelo por locus.

El poder de resolucién de los marcadores genéti-
cos estd determinado por el nivel de polimorfismo que
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pueden detectar. Esto se ve afectado principalmente
por la frecuencia de mutacién en los sitios del geno-
ma involucrados. Como el rango evolutivo entre los
microsatélites es considerablemente mas alto que en
la mayoria de los otros tipos de ADN, hay gran proba-
bilidad de hallar polimorfismo mediante los RAM que
por otras técnicas, incluyendo los RAPD. La fuente de
variabilidad en los fragmentos obtenidos por la técnica
RAM no es atn conocida pero hay tres posibilidades
(Hantula et al., 1996):

— Las mutaciones en el sitio de unién podrian
evitar la amplificacién de un fragmento como en los
marcadores RAPD. Esto es posible pero puede ser
menos probable con los microsatélites porque la varia-
bilidad en estos elementos resulta principalmente de
diferencias en el niimero de repeticiones.

— Elresultado de una insercién o supresion entre
el fragmento amplificado podria originar amplio poli-
morfismo o ausencia de productos, dependiendo de la
habilidad de amplificacion.

— La variabilidad en el nimero de repeticiones
del microsatélite podria determinar el tamafio del po-
limorfismo.

ANALISIS DE LOS ELEMENTOS ASOCIADOS
CON LA TECNICA

Extraccion de ADN

La aplicacién de las diferentes técnicas para el
andlisis del genoma (construccion de librerias, RFLP,
PCR, AFLP) depende de la habilidad para obtener
ADN puro, con alto rendimiento y buena calidad. En
general las técnicas basadas en marcadores microsa-
télites requieren bajas cantidades de ADN (10 - 100
ng por reaccion). Técnicas en las cuales la cantidad y
la calidad del ADN son factores determinantes en los
procesos de amplificacién obligan a la utilizacién de
kits comerciales aumentando costos.

ADN de calidad 6ptima no ocasiona problemas
en la amplificacion; por encima e incluso por debajo de
los 5 ng se obtienen buenos resultados. Por el contrario,
ADN degradado o ligado a contaminantes provenientes
de la extraccion (fenol, detergentes, etc.) puede inhibir la
actividad de la polimerasa. La precipitacion con etanol
y lavados con etanol al 70% eliminan contaminantes e
inhibidores, pero conducen a pérdidas en la concentra-
cién inicial del material.

En algunas especies la presencia de polimerasas,
ligasas, endonucleasas de restriccion y polifenoloxida-
sas dificulta la obtencién de ADN. En guayaba la gran
cantidad de sustancias fendlicas provocé la oxidacion
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rapida de los tejidos. Para obtener ADN de buena cali-
dad se utiliz6 el kit DNeasy plant (QUIAGEN, 2004).
(Sanabria et al., 2006).

Cuantificacion del ADN

La cantidad de ADN se puede determinar me-
diante fluorémetro, modelo DYNA QUANT 200 marca
Hoefer, que usa como estdndar de calibracion ADN
Lambda a 100 ng/ul. Otra metodologia utiliza el ADN
del bacteriéfago Lambda de concentracién conocida y
por comparacién determina la concentracion aproxi-
mada de cada muestra.

El rango de concentraciones generalmente debe
estar entre 0.01-1 ng para ADN de pldsmido o fago y
25-50 ng para DNA genémico en 25 ul. En técnicas
basadas en marcadores microsatélites se utilizan bajas
concentraciones de ADN molde (10 ng/ul).

Con el método de extraccion descrito por Della-
porta et al. (1983) se obtuvieron en mora entre 20 y 100
ng/uLL en un volumen final de 80 uL, cantidad suficiente
para realizar al menos cuatro reacciones (Morillo et
al., 2005).

Condiciones de amplificacion

Para este tipo de marcador molecular se utilizan
cebadores de secuencias cortas repetidas y conocidas,
de una longitud de 18 bases que incluyen un extremo
5’ “degenerado”, pues son secuencias complementarias
a una region del genoma (Tabla 1). Las técnicas basa-
das en marcadores microsatélites utilizan primers que
contienen de 10 a 30 nucleétidos y entre 40-60% en
GC (Guanina-Citocina). En algunos casos puede ser
importante tener zonas ricas en GC en el extremo 3’
del primer, de forma que el alineamiento se favorece
en las dreas implicadas en la elongacion.

El coctel de amplificacion para la reaccién de
microsatélites RAM se prepara en un volumen final de
25 ul que contiene dNTPs (0.2 mM), 1X PCR Buffer,
1 unidad de Taq Polimerasa, 2 uM de Primer, 10 ng de
ADN total y 1.5 mM de MgCl, y se lleva a volumen

con agua HPLC. Aunque las condiciones pueden variar
dependiendo de la especie estudiada y de cada situacion
(Tabla 2). En experiencias recientes se utilizaron con
buenos resultados 12.5 ul de volumen final.

En la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)
algunos factores pueden afectar el proceso de amplifi-
cacion o multiplicacién in vitro del ADN.

Por lo general el Buffer de reaccién 10x estd for-
mado por 100 mM Tris-HCI (pH entre 8 y 9 a 25°C),
500 mM KCl, 1% de Triton X-100 y 15mM de MgCl,.
El Buffer Tris regula el pH de la reaccion que afecta la
actividad y fidelidad de la enzima Taq polimerasa. Mo-
deradas concentraciones de KCl pueden incrementar la
actividad de la enzima de 50% a 60%, la concentracion
optima es de 50mM (Binder, 1997; Henegariu, 2000).
El uso de aditivos aumenta la especificidad y fidelidad
de la PCR.

La adicién de betamina, dimetilsulféxido (DMSO)
y formamida es beneficioso cuando el ADN molde po-
see regiones ricas en GC y forma potentes estructuras
secundarias que detienen la polimerasa (Rees et al.,
1993). Como el ADN con regiones ricas en GC puede
ocasionar ineficiente separacion de las cadenas, es
benéfico el uso de aditivos, pues la betamina reduce la
cantidad de energia requerida para separar las cadenas
del ADN molde y DMSO y formamida interfieren en la
formacion de enlaces de hidrégeno entre ambas cadenas.
También se pueden usar detergentes para estabilizar la

Tabla 1. Primers utilizados en la técnica Microsatélites RAM.

Primer Secuencia (5’a 3°)
CCA DDB(CCA)s
CGA DHB(CGA)s
GT VHV(GT),G
AG HBH(AG);A
CT DYD(CT),C
TG HVH(TG);T
CA DBDA(CA);
Designaciones para sitios degenerados:
H(Ao0ToC), B(GoToCQ),
V(GoAoC) D(GoAoT).

Tabla 2. Coctel de amplificacion utilizado en algunas especies vegetales en donde se ha usado la técnica RAM.

Concentracién
Vol final ul ADN Buffer Taq MgCl, dNTPs Primer Taq Polimerasa
Mora (Rubus glaucus) 25 10 ng 1x 1.5mM 0.2 mM 2mM 1 unidad
Uchuva (Physalis peruviana) 25 10 ng 1x 2mM 0.2 mM 4mM 1 unidad
Guayaba (Psidium guajava) 25 20 ng 1x 2.5mM 0.2mM 4mM 1 unidad
Heliconias (Heliconia spp.) 25 20 ng 1x 2.5mM 0.2mM 4mM 1 unidad
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enzima como el Tween 20, Laureth 12 (0.1%) o Tritén
X-100. En otros protocolos se incorporan polietilen-
glicol (PEG), glicerol, seroalbimina bovina (BSA)
como proteina captadora de iones inhibidores de la Taq
polimerasa (Lozada, 2002; Promega, 2005).

El volumen de la reaccion es variable, aunque en
ocasiones se recomienda emplear volimenes pequefios
con pocas cantidades de ADN (Henegariu, 2000).

La concentracién de magnesio afecta el funciona-
miento de Tag ADN polimerasa. Los componentes de
la reaccidn tales como el ADN molde, agentes quelan-
tes presentes en la muestra (EDTA o citrato), ANTP y
proteinas pueden afectar la cantidad de magnesio libre
(Henegariu, 2000; Promega, 2005). La carencia puede
inactivar la enzima, y el exceso reduce la fidelidad de la
enzima y puede incrementar las uniones inespecificas
(Eckert y Kunkel, 1990). La concentraciéon 6ptima de
la sal se encuentra en el rango de 1.5 a 3.0 mM.

Los dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) se deben
afadir en iguales concentraciones, puesto que pueden
captar iones Mg?*. El desequilibrio en las concentracio-
nes en s0lo un dNTP baja el rendimiento de la reaccién
y favorece la incorporacién errénea de nuevas bases,
aumenta la tasa de error de copia. La concentracién
mas utilizada es de 0.2 mM (Brinkmann Instruments,
2004; Henegariu, 2000).

Existen diferentes tipos de ADN polimerasa que
replican el ADN. Estas se pueden clasificar en Termo-
labiles (37°C - 42°C) y termoestables (74°C, resiste
entre 40 - 50 segundos a 96°C) (Lozada, 2002). Una de
las més utilizadas ha sido la enzima termoestable Taq
ADN polimerasa, aislada de la bacteria Termus aqua-
ticus (Taq). Carecen de actividad 3> 5" exonucleasa,
lo que las hace menos seguras a la hora de comparar
las fidelidades. Para garantizar el funcionamiento se
recomienda no usar alto nimero de ciclos, iguales con-
centraciones de dNTP, disminuir la duracion de cada
etapa y la concentracion de MgCl, debe oscilar entre
1.5 mM y 3.0 mM (Binder, 1997).

Se recomienda utilizar entre 1y 1.25 U de enzima
en 50ul de reaccion. Incrementos en la cantidad y el
tiempo de extensién generan la aparicion de artefactos
debido a la actividad exonucleasa intrinseca 5" -> 3°
(Promega, 2005; Lozada, 2002). En la Tabla 3 se des-
cribe el perfil de amplificacién de la técnica.

Se utiliza un primer (Figura 1) y se amplifican dos
secuencias microsatélites; en la cadena B se observan
las secuencias microsatélites AC y GT.

Los productos de amplificacién se separan por
electroforesis en geles de agarosa al 1.2% a 90 voltios
durante tres horas, visualizindose en un transilumi-
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nador, o en geles de poliacrilamida 19:1 (acrilamida:
bisacrilamida) al 8%, tefiidos con sales de plata.

Electroforesis

La migracién de los fragmentos de dcidos nuclei-
cos (ADN o ARN) en un gel de agarosa sometido a un
campo eléctrico depende del voltaje del campo y del
tamaiio del poro del gel. La separacion efectiva de los
fragmentos de ADN o ARN (resolucion) depende de la
masa y de la carga de los fragmentos, en realidad, de
la relacién carga/masa. Transcurrida la electroforesis,
la localizacién relativa de los fragmentos se determina
mediante distintos métodos. La tincién con bromuro
de etidio, una sonda fluorescente tras iluminacién con
luz UV, es un método generalizado, ya que la sonda
se intercala entre la doble hélice de ADN y emite luz
(Sambrook et al., 1989).

La electroforesis en gel de agarosa del ADN
fragmentado es una técnica habitual que separa los
fragmentos, los localiza en funcion del peso molecular
por comparacién con la movilidad de unos estdndares
de tamafio conocido, y si fuera preciso, extrae de nuevo
el fragmento de interés para otras aplicaciones (ampli-
ficacion, clonacion, secuenciacion, transfeccion, etc.)
(Sambrook et al., 1989).

Tabla 3. Perfil de amplificacion utilizado en la técnica
Microsatélites RAM.

Pasos Temperatura (°C) Tiempo

Desnaturalizacion inicial 95 5 minutos

37 ciclos de desnaturalizaciéon 95 30 segundos

Hibridacion:

Primer GT 58

Primer CGA 61

Primer AG 50 45 segundos
Primer TG 55

Primer CA y CT 41

Primer CCA 55 50 segundos
Extension 72 2 minutos
Extension final 72 7 minutos

A 3 AGTTGTGTGTGTGTGTG —— CACACACACACAC AACT &’
B 5" TCAACACACACACACAC — GTGTGTGTGTGTGTTGA 3

A 3 AGTTGTGTGTGTGTGTG CACACACACACACAACT &
C 5’ TCAACACACACACACAC GTGTGTGTGTGTGTTGA 3

CACACACACACACAACT 5D

B 5" TCAACACACACACACAC GTGTGTGTGTGTGTTGA 3

A'y B: Cadenas modelo Cy D: Primer RAM

Figura 1. Esquema de la técnica RAM.



JAIME EDUARDO MUNOZ FLOREZ: RAM EN ESTUDIOS DE DIVERSIDAD GENETICA VEGETAL

Una de las ventajas de la técnica RAM es que se
pueden separar los productos amplificados utilizando
geles de agarosa al 1.2% y visualizar en un transilumi-
nador con luz ultravioleta. También se pueden separar en
geles de poliacrilamida para obtener mds alta resolucién
y mejor separacion de los fragmentos, obteniendo mayor
ndmero de bandas por marcador.

El nimero de bandas del patrén de amplificacién
obtenido en agarosa es menor que en poliacrilamida.
Los geles en agarosa son mds féciles de hacer, su-
ministran buena informacién y son mds baratos. La
electroforesis en poliacrilamida requiere més agilidad
y experticia, pero permite informaciéon mds precisa
(Sambrook et al., 1989).

El nimero de bandas polimdérficas posiblemente se
vea afectada por la técnica de electroforesis utilizada,
especialmente por el polimero empleado para la crea-
cién de la matriz porosa a través de la cual se separan
los fragmentos generados en la amplificacién. En el
trabajo realizado en mora (Rubus spp) se generaron 43
bandas polimoérficas utilizando seis primers RAM en
geles de agarosa. En el trabajo de caracterizacion de
guayaba (Psidium guajava) (Sanabria et al., 2006), con
estos mismos primers, usando geles de poliacrilamida,
se encontraron 74 bandas polimdrficas, superior a un
trabajo realizado en Psidium spp por Rueda et al. (2006)
con marcadores RAPD.

Analisis estadistico

El andlisis estadistico consta de diferentes etapas:
Andlisis de similitud segtin el coeficiente de Nei-Li,
Andlisis de correspondencia Muiiltiple, Andlisis Boot-
strap, y el Andlisis de Varianza Molecular (AMOVA)
(Henriquez, 2000).

Similitud en término de marcadores moleculares:
Coeficiente de similitud de Nei-Li. Para el estudio del
conjunto de individuos, se parte de la definicién de si-
militud de Nei-Li (Nei y Li, 1979) (Leung et al., 1993)
también conocida como similitud de Dice (Sneath y
Sokal, 1973) cuya férmula es:

2a

Sij=—————
/ 2a+b+c

Donde:

Sij= Similitud entre el individuo iy el j.

a= Numero de bandas presentes simultdneamente en

los individuos iy j.

b= Niimero de bandas presentes en i y ausentes en j.

c= Numero de bandas presentes en j y ausentes en i.
El coeficiente de Dice omite la consideracion

de pares negativos (0-0) y da doble peso a los pares

positivos (1-1) (Sneath y Sokal, 1973), lo que hace util
en términos de similitud del ADN, en que la ausencia
compartida de una banda no es necesariamente indica-
cién de similitud entre dos individuos.

Se construye una matriz de variables binarias
(cero: ausencia de bandas, uno: presencia de bandas)
en la cual las accesiones forman las filas y las columnas
las bandas evaluadas en cada uno de ellos.

La matriz de similitud se construye con el pro-
grama SIMQUAL del paquete “Numerical Taxonomy
System for Personal Computer” (NTSYS-pc version
1.8).

El Andlisis de Correspondencia Miiltiple (ACM)
se realiza utilizando el paquete estadistico SAS que
permite visualizar de manera clara y detallada los
datos obtenidos. También facilita la representacion
multidimensional de un grupo de objetos o individuos
con caracteristicas descriptivas en un espacio deter-
minado (el plano). Esta representacion se obtiene con
base en la dependencia que existe entre categorias que
corresponden a las filas y columnas de una tabla de
datos, de manera que la asociacion se basa en variables
especificas.

Desde el punto de vista operativo el andlisis asocia
todos los individuos con todas las caracteristicas con
que fueron calificados; es decir, asocia todas las filas con
todas las columnas determinando el nivel de proximidad
(asociacion) (Joseph et al., 1992).

Cuando los dendrogramas se construyen con base
en los grados de similitud entre individuos los agrupa-
mientos no son sensibles a los procedimientos estadis-
ticos usuales de computacién. Por lo tanto, Felsenstein
(1985) propuso usar bootstrapping (Efron, 1979) como
camino para obtener la apreciacién no paramétrica de
los limites de confianza mediante el programa WIN-
BOOT (Yap y Nelson, 1996).

El Analisis de Varianza Molecular (AMOVA)
permite establecer la existencia de grupos en las po-
blaciones. El programa AMOVA-PREP (Excoffier et
al., 1992), disefiado para automatizar la preparacién
de archivos de salida mediante el programa Laurent
Excoffier-rAMOVA, se emplea para generar matrices de
distancia basados en el coeficiente de Dice y para crear
archivos de distancia, grupos y poblacién (Henriquez,
2000).

APLICACIONES DE LA TECNICA RAM

Con los marcadores RAM se estudian poblaciones
(Hantula, et al., 1996), se mide diversidad genética en
plantas y animales, se muestra la base de la variacion
de los individuos, se permite seleccionar regiones del
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ADN, se permite analizar la informacion que se expresa
y la que no se expresa ya que el nimero de polimor-
fismos detectables es tedricamente ilimitado (Mahuku
et al., 2002).

Ademds la técnica no requiere estimacidn exacta
de la cantidad del ADN antes de la reaccion, la cual es
dtil cuando se analizan grandes tamafios de muestra.
La metodologia se ajusta para pequeiios laboratorios en
términos de equipos y facilidades de costo, no requiere
conocimiento previo de secuencias ni uso de isétopos
radiactivos (Hantula et al., 1996).

Trabajos sobre caracterizacion de diversidad ge-
nética vegetal sugieren que la técnica RAM es ttil para
identificar duplicados en bancos de germoplasma, para
establecer grupos o asociaciones entre individuos de
una poblacién de acuerdo con la especie, localizacién
geografica, relaciones filogenéticas, entre otras.

En la coleccion de mora, Rubus spp, de la Univer-
sidad Nacional de Colombia, Sede Palmira, que cuenta
con accesiones de R. glaucus (31), R. urticifolius (3)
y R. robustus (2), Morillo et al. (2005) estudiaron
la variabilidad genética utilizando seis marcadores
microsatélites RAM (CCA, CGA, AG, CT, TG, y
CA). El producto amplificado se observé mediante
electroforesis en geles de agarosa al 1.2% a 90 voltios
durante tres horas, y se utilizé una cimara CBS Scien-
tific SGE-020-02; se visualizd con luz ultravioleta en
un transiluminador.

Los seis primers produjeron 43 bandas polimér-
ficas que reflejaron 74% de polimorfismo con pesos
moleculares entre 260 Kb y 1500 Kb. El cebador TG
hizo mayor aporte a la variacién (Fst: 0.61). El anélisis
RAM diferencié materiales por especie, lugar de pro-
cedencia e identificé materiales similares (UNAPM19
y UNAPM?25).

Los coeficientes de Dice y Nei-Li de nivel de
similitud de 0.55 diferenciaron la poblacién en seis gru-
pos y 27 genotipos. El grupo formado por R. robustus
presentd el valor mds bajo de similitud (0.25) debido
a caracteristicas morfolégicas o moleculares. La hete-
rocigosidad promedio de la poblacién total fue de 0,31,
oscilando entre 0.01 (grupo F R. robustus) y 0.25 (grupo
B R. glaucus); el valor de Fst (0,4980) evidencié alta
variabilidad genética dentro (52%)y entre grupos (48%),
debido posiblemente a migraciones humanas, flujo de
genes, tipo de reproduccion, polinizacidn, entre otros.
Las introducciones procedentes de los departamentos
del Valle, Cauca y Narifo hicieron mayor aporte a la
variabilidad genética total; el corregimiento de Juntas
(Ginebra-Valle) exhibié amplia diversidad en materiales
silvestres.
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En la coleccién de uchuva Physalis peruviana L,
Bonilla et al. (2008) estudiaron la diversidad genética
en 43 introducciones representativas de cinco departa-
mentos de Colombia (Narifio, Valle del Cauca, Cauca,
Caldas y Cundinamarca) utilizando la técnica molecular
RAM. El andlisis se realizé sobre 42 loci polimérficos
obtenidos con siete cebadores (GT, CT, CGA, CA, AG,
TG y CCA); el tiempo de separacion de los productos
amplificados fue cuatro horas.

Se generaron 50 bandas en un rango de longitud de
250 a 1.000 pares de bases, incluidas ocho de carécter
monomorfico que no se consideraron en el anélisis. Los
loci polimérficos por cebador variaron entre 1 (CCA)
y 10 (GT). El loci polimérfico con un criterio del 99%
fue de 97.61%. El analisis de Nei-Li, a nivel de 86%
de similitud, diferenci6 cuatro grupos (A, B,Cy D)y
24 haplotipos, los agrupamientos no se relacionaron
estrictamente con el origen geogréfico.

La heterocigosidad calculada para la poblacion
(0.2559) fue considerablemente alta, la cual puede es-
tar asociada con la probable naturaleza alégama de la
especie o deberse a introducciones silvestres UNPU048
y UNPUOS53 (de fruto rojo) de la cuenca del rio Guabas
(municipio de Ginebra, Valle), genéticamente muy dis-
tantes (similitud de 68%). E1 ACM separd cuatro grupos
con coeficiente de similitud de 86%. Las 39 introduc-
ciones del grupo 1 pertenecieron a P. peruviana L.; las
introducciones de fruto rojo se reunieron en el grupo
2 y las introducciones recolectadas en el departamento
del Valle en los grupos 3y 4.

Sanabria et al. (2006) evaluaron mediante RAM
la diversidad y estructura genética en 53 accesiones de
Psidium guajava procedentes de nueve transeptos del
Valle del Cauca. Los seis primers utilizados (CT, CGA,
CA, AG, TG y CGA) generaron 74 bandas polimdrficas
con pesos moleculares de 100 pb a 700 pb que superaron
el nimero logrado por Rueda et al. (2006) con RAPD.
En la investigacion los productos de amplificacion se
separaron por electroforesis en geles poliacrilamida
al 7%, a 160 voltios durante una hora. Se utiliz6é una
cdmara de DNA Sequencing System. FB-SEQ-3545 de
FisherBiotech.

Los cebadores fueron altamente polimérficos (88-
100%), presentaron alta heterocigosidad insesgada (He=
0.4025 con TG, 0.4493 con CGA y promedio 0.4386).
Comparada con la diversidad media (Hs: 0.1975) en
20 accesiones de P. guajava recolectadas en América
(Rueda et al. 2006) puede decirse que existe alta di-
versidad genética en las accesiones recolectadas en el
Valle del Cauca.
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El Analisis de Varianza Molecular (AMOVA) reveld
que el 64.51% de la varianza total genotipica contabilizd
para variaciones dentro de transeptos. El agrupamiento
del andlisis de clasificacién no correspondi6 a un patrén
geogréfico, lo cual indica que la alta diseminacion de la
guayaba se debe tal vez al hombre y a los animales.

El andlisis conjunto de las caracteristicas mor-
fologicas y moleculares suministré una caracteriza-
cién confiable. La variacién total de los descriptores
morfolégicos y valores moleculares fue explicada en
77.58% mediante componentes principales, en el cual
las variables originales alcanzaron valores de comuna-
lidad entre 57.22 — 95.99% en cinco variables sintéticas
generadas. El Andlisis de Correspondencia Multiple
caracteriz0 cuatro grupos, en los cuales segtin el andlisis
discriminante casi el 100% de las accesiones quedaron
debidamente clasificadas.

Cobo (2004) evalué la diversidad genética de
especies de Heliconia spp con cuatro primers (GT,
CGA, AG, CA) generando un patrén de 27 bandas. El
ndmero de bandas por primer varié entre cinco (CGA
y CA) y nueve (GT). Los patrones de amplificacion
detectaron variacion entre los individuos analizados.
El anélisis molecular confirmé el predominio de las
caracteristicas genéticas.

Latécnica RAM discrimind el subgénero o género
de los materiales y corrobord la clasificacién de Krees
et al. (1999); sin embargo, es necesario evaluar otros
primers o marcadores moleculares. A nivel de simili-
tud de 0.65 diferencié tres grupos y 13 haplotipos. El
primer grupo se diferencié por inflorescencias erectas,
caracteristicas de la secciéon Heliconia. El segundo
grupo lo conformaron las especies del subgénero
Grigssia con inflorescencias de tipo pendular; a nivel
de similitud de 0.55 se diferenciaron dos grupos mar-
cados que correspondieron a las familias Strelitziaceae
y Heliconiaceae.

El Anilisis de Correspondencia Miiltiple separd
a los individuos en grupos de acuerdo con las caracte-
risticas morfoldgicas: especies de inflorescencia erecta
conformaron un grupo cercano, las de inflorescencia
pendular otro y se situaron muy distantes las del género
Strelitzia.

Los marcadores RAM (Arcos et al., 2004) es-
tablecieron distancias y posibles relaciones entre
especies. Segun el indice de similitud Dice y UPGMA
(Unweighted Pair Group Mean Arithmetic) se diferen-
ciaron las familias del orden y en general los grupos
correspondieron a la propuesta de Krees et al. (1999).
También se diferenciaron los subgéneros Heliconia
y Griggsia y las especies dentro de los subgéneros, al

igual que variaciones dentro de H. latispatha roja'y H.
latispatha amarilla.

La técnica RAM discriminé los materiales y
concordd en lo fundamental con la clasificacion de
Kress et al. (1999) que sitda en el subgénero Helico-
nia, seccion Heliconia, las especies H. wagmeriana,
H. stricta, H. orthotricha, H. aurea, H. bihai; y en
el subgénero Griggsia L. Andersson las especies H.
rostrata de la seccion Rostratae W.J. Kress, ined. y H.
chartacea y H. platystachys en la seccién Pendulae
W.J. Kress, ined.

CONCLUSIONES

La técnica RAM es util para estudiar diversidad
genética vegetal porque no necesita informacién previa,
es altamente polimdrfica y de bajo costo.

En la coleccién de mora se diferenciaron las
especies R. glaucus, R. robustus y R. urticifolius, se
detectaron duplicados y se identificaron regiones de
alta diversidad.

En la coleccion de uchuva se detectaron duplica-
dos, hubo alta diversidad y se identificaron materiales
genéticamente distantes dentro de P. peruviana.

En guayaba la técnica permitié detectar polimor-
fismo y diversidad alta en el Valle del Cauca.

Se diferencio la familia Heliconiacea de otras fa-
milias del orden Zingiberales, se diferenciaron algunas
subespecies y se encontrd variacién intraespecifica.
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