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RESUMEN

Se caracterizaron molecularmente siete cultivares de coco (Cocos nucifera L.) que
conforman el banco de germoplasma del Centro de Desarrollo Tecnoldgico Kukra Hill-
INTA, empleando ocho marcadores moleculares tipo SSR con el fin de determinar la
diversidad genética de siete cultivares yla relacion con los cultivares descendientes. Se
utilizé el DNeasy minikit QIAGEN para la extraccion de ADN, la amplificacion de
fragmentos de ADN mediante PCR, y su visualizacion en camara electroforesis. Se
evaluaron la heterocigosidad observada (Ho), heterocigosidad esperada (He).Se realizo
un analisis de varianza molecular (AMOVA), se calcul6 el coeficiente de endogamia
dentro de poblaciones (Fis)numero de alelos por locus (Na), porcentaje de polimorfismo
(%P) y la diferenciacién genética entre poblaciones (Fst). Se identificaron 51 alelos con
los ocho microsatélites. En la diversidad de los cultivares los rangos de Ho fueron
mayores en cuatro marcadores CAC56 (0.653), CN11E6 (0.531), CN2A4 (0.286) CNZ21
(0.041) en cambio fue menor en dos marcadores CnCirE2 (0.020) y CNZ37 (0.020). Los
microsatélitesCAC56 y CN11E6 fueron mas informativos al revelar méas diferencias
genéticas entre las poblaciones. La diversidad de los cultivares revelo quela Ho fue mayor
en el cultivar EDM (1,0000) en comparacion a la He (0.51852) indicando una tendencia
a la endogamia dentro de las poblaciones. EI80% de la varianza total fue debida a la
diferencia entre poblaciones, y 20% a los individuos dentro de las poblaciones. Siete
cultivares se encuentran muy cercanos debido a las pocas diferencias entre ellos. El
cultivar EVL se encuentra distanciado en comparacion al resto de los cultivares. Los
cultivares de coco del Banco de Germoplasma ubicado CDT Kukra Hill, por su condicion
altamente heterocigota, no retnen las caracteristicas de lineas puras necesaria para la
produccion de hibridos con resistencia al Amarillamiento Letal del Cocotero.

Palabras claves: Germoplasma, Recursos fitogenéticos, marcadores moleculares.
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ABSTRACT

Seven coconut cultivars (Cocos nucifera L.) that conform the national germplasm bank
of the Kukra Hill Technological Development Center-INTA were molecularly
characterized, using eight SSR molecular markers in order to determine the genetic
diversity of seven cultivars and the relationship with the descendant populations. We used
the DNeasy QIAGEN minikit for the extraction of DNA, the amplification of DNA
fragments by PCR, and its visualization in electrophoresis chamber. The observed
heterozygosity (Ho), expected heterozygosity (He), were evaluated. An analysis of
molecular variance (AMOVA) was performed; the coefficient of inbreeding within
cultivars (FIS) number of alleles per locus (Na), percentage of polymorphism (% P) and
genetic differentiation between populations (FST) was calculated. The eight
microsatellites identified 51 alleles. In the diversity of the cultivars, the ranges of Ho were
higher in four markers CAC56 (0.653), CN11E6 (0.531), CN2A4 (0.286) CNZ21 (0.041)
whereas the markers were lower in two markers CnCirE2 (0.020) and CNZ37 (0.020).
The microsatellites CAC56 and CN11E6 were more informative in revealing more
genetic differences between cultivars. The diversity of the cultivars revealed that the Ho
was higher in the cultivar EDM (1.0000) compared to the He (0,51852) indicating a
tendency to inbreeding within the populations. 80% of the total variance was due to the
difference between populations, and 20% to individuals within the populations. Seven
cultivars are very close due to the few differences between them. The cultivar EVL is
distanced compared to the rest of the cultivars. The coconut cultivars of the germplasm
bank located CDT Kukra Hill, due to their highly heterozygous condition, do not fulfill
the main characteristics of pure lines required in the production of hybrids with resistance
to Lethal Yellowing of Coconut.

Key words: Germplasm, genetic resources, molecular markers.
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I.  INTRODUCCION

Cocos nucifera L, de la familia Arecaceae, es monotipica, diploide, monoica, con 32
cromosomas (2n = 32) (Santos et al., 1996). El cocotero es originario de Asia, de donde
se ha extendido a todo el mundo. Segin Ramirez y Alfonso (2008) la forma de
diseminacion por el mundo es todavia incierta, sin embargo, las teorias asociadas a su

distribucion en zonas pobladas por el hombre son las méas aceptadas.

Segun Ramirez y Alfonso (2008) el coco esta difundido por todo el mundo y es de los
arboles mas cultivados en el planeta, su importancia econémica es tan significativa que
el desarrollo de varias culturas en los tropicos ha estado ligado a su cultivo. Se han
enumerado mas de trescientos usos de este frutal. Entre los principales estan los frutos,
aceite, agua fresca, fibras, velas de embarcaciones, tallos para construcciéon. De acuerdo
con Thienhaus (2001) el cocotero ha sido tradicionalmente un cultivo importante para la
Costa Caribe de Nicaragua y es parte de la dieta los pueblos indigenas y la poblacion
afroamericana del Caribe nicaragtiense. Alrededor de cada comunidad de litoral caribefio,
los pobladores establecieron pequefias plantaciones de autoconsumo, con condiciones
edafoclimaticas apropiadas para el cultivo.

En la primera mitad del siglo XX, se inici6 la siembra de plantaciones comerciales en El
Cocal, Corn Island, Tasba Pounie, y Laguna de Perlas a fin de producir de manera semi
industrial el aceite de coco, utilizado como aceite de cocinar, jabones y cosméticos, se
exportaba copra a San Andrés y aceite a Costa Rica (Thienhaus, 2001). Cassells (1998)
reporta que en los afios 80 la produccidn del cocotero constituia una actividad econémica
muy importante en el Caribe Nicaragiiense, con un area sembrada de 1800 hectareas, de
donde se extraia unos 3 mil barriles de aceite que eran comercializados a otros

departamentos del pais.

Segun MIFIC (2012) para el afio 2005 de 3,702.43 ha (5,269.62 mz) establecidas a nivel
nacional el 82 % se encontraban en la RAAS, seguido de manera irrelevante por Rio San
Juan y la RAAN. Las areas de siembra oscilaban entre 0.15-0.53 ha. Se deduce que la
cantidad de areas establecidas se encuentran fragmentadas entre las unidades productivas

existentes.



Para 2008, Laguna de Perlas y Kukra Hill eran los municipios donde se producia méas
coco (Juarez, 2009). Sin embargo, el procesamiento del fruto se limita a la produccion de
cajetas y reposterias que raras veces se encuentra en las tiendas, al igual que el agua de
coco. No se ha potencializado su consumo a un nivel de mercado municipal y regional.

El Centro de Desarrollo Tecnoldgico (CDT) Kukra Hill del INTA (Instituto Nicaragiiense
de Tecnologia Agropecuaria) cuenta con una coleccion de cultivares de coco,
provenientes de Costa de Marfil, Malasia, Panama y otros recolectados en nuestro pais,
introducidos y establecidos en el periodo 1992-1994.Actualmentese pretende recuperar
las plantaciones del CDT que por muchos afios han pasado abandonadas, renovarlas y
ampliar las &reas para iniciar un proceso de mejora genética, producir hibridos con
resistencia al Amarillamiento del cocotero y ofrecer a los protagonistas locales, regionales
y nacionales semilla de alta calidad genética. Sin embargo, el INTA no puede dar
seguridad a los agricultores de la calidad de la semilla que ofrecen. Se desconoce el
parentesco genético entre los cultivares del banco de germoplasma, por ende, la genética

entre los parentales, las poblaciones derivadas y distribuidas a agricultores.

De acuerdo Pico y Esteras (s.f.) los SSRs han sido durante muchos afios los marcadores
preferidos para mdltiples objetivos, genética forense, test de paternidad, analisis
poblacionales, estudios de diversidad e identificacion varietal, construccion de mapas
genéticos y estudios de asociacion. Su naturaleza codominante, que permite la distincion
de homocigotos y heterocigotos, su amplia distribucion en el genoma, su reproducibilidad
y su elevada variabilidad (multialélicos) los han convertido en uno de los sistemas de

marcadores genéticos mas informativos y empleados.

En el presente estudio ocho marcadores tipo SSR se utilizaron para identificar las
diferencias genéticas existentes entre y dentro de cultivares de coco del banco de
germoplasma, y con respecto a las descendencias de estas poblaciones, resultado que
permitiria la toma de decisiones para la construccion de un plan de mejora genética del
cultivo, y conocer el nivel de similitud de las descendencias con respecto a sus

poblaciones progenitoras.



Il. OBJETIVOS

2.1.  Objetivo general

e Determinar la diversidad genética de siete cultivares del banco de germoplasma
de coco (Cocos nucifera L.) y de sus poblaciones descendientes revelada por
marcadores microsatélites en Kukra Hill, Region Autonoma de la Costa Caribe

Sur (RACCS) de Nicaragua.
2.2.  Objetivos especificos

o Determinar la variabilidad existente entre y dentro de los siete cultivares de coco
del banco de germoplasma.
o Determinar la identidad genética de las poblaciones descendientes con respecto

a los cultivares progenitores.



I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1. Ubicacion del laboratorio

El estudio se realiz6 en el laboratorio de Biotecnologia del Centro Nacional de
Investigacion Agropecuaria (CNIA), del Instituto Nicaragiiense de Tecnologia
Agropecuaria (INTA), ubicado en el kilometro 14 %% Carretera Norte, en Managua,
localizado entre las coordenadas 12° 08’ 36’ latitud norte y a los 86°09” 49’ longitud

oeste.

3.2. Colecta de muestras

El Banco de Germoplasma de Coco (Anexo 1) se encuentra ubicado en el CDT-Kukra
Hill, comunidad de Manhattan, municipio de Kukra Hill, RACCS (Region Auténoma de
la Costa Caribe Sur), localizado entre las coordenadas 12°15.886 latitud norte y a los
83°44.631’ longitud oeste. La zona se caracteriza por tener un clima tropical himedo. Se
han registrado precipitaciones hasta 5,000 mm al afio, con una normalidad de 2,000 a
3,000 mm anuales. Los suelos de Kukra Hill son los mas fértiles de la RACCS. Son de
textura medianamente pesada, con un alto porcentaje de elementos finos, arcilla y limo.
La mayor altura es la loma de Kukra (Kukra Hill) que mide 192 msnm (Kukra Hill, 2017).
Se colectaron de la parte mas joven de las hojas dos foliolos de aproximadamente 20
centimetros de longitud esto ayudo al momento de la a maceracion que el procedimiento
fuera mas facil y sencilla de siete plantas seleccionadas por cultivar (Cuadro 1) al azar
(siete padres y su respectivo hijo) por cada cultivar se recolecto 14 muestras, para un total
de 98 muestras por los siete cultivares. Las muestras se empacaron en bolsas plasticas y

se colocaron en un termo con hielo para ser transportada al laboratorio.



3.3. Cultivares en estudio

Cuadro 1. Inventario de las siete poblaciones de coco del Banco Nacional de Germoplasma en

el CDT Kukra Hill, RACCS.

No. Nombre del Cultivar Origen Afio de Clave del  No. Individuos
introduccion  Nombre  Julio 2017

1 Enano Amarillo de Malasia (Padres) Malasia 1992 EAM-1 208

2 Enano Amarillo de Malasia (Hijos) ~ Nicaragua 2002 EAM-2 368

3 Enano Rojo de Camertn Costa de Marfil, Africa 1995 ERC 9

4 Enano Verde de Brasil Costa de Marfil, Africa 1994 EVB 221

5 Enano Dorado de Malasia Nicaragua (RACCS) 1994 EDM 240

6 Enano Verde Local Nicaragua (RACCS) 1994 EVL 21

7 Alto de Panama Panama 1994 APAN 631

3.4. Extraccion de ADN

La extraccion del ADN se realiz6 con DNeasy minikit QIAGEN, cuyo procedimiento se
encuentra descrito a detalle en el Anexo 2.

Para corroborar la efectividad de la extraccion de ADN se visualizo con luz ultravioleta
en gel de agarosa simple al 0.70% tefiida con 4 ul de bromuro de etidio una reaccion de
10 pl de ADN, 2 pl de 6X bdfer de tincion. Las muestras se llevaron a una camara de
electroforesis por 45 minutos, a 330 amperios y 90 voltios.

Para la visualizacion se utilizo el trasluminador ultravioleta High Performance UV

Transilluminator y el Software Doc-It® Life Science Software para el analisis de imagen.
3.5.  Programa PCR (Reaccion en cadena de la polimerasa)

Las reacciones PCR se realizaron en volumen de 25 pl conteniendo 2 pl de AD gendmico,
2 (I de primer reverse y 2 ul de primer de forward, 12.5 pul de Dream Taqg Hot Start Green
PCR Master Mixy 6.5 pl de agua libre de nucleasa. La amplificacion se realiz6 en un
MasterCycler®Pro-Eppendorf con una programacion de 94°C por 5 minutos para la
desnaturalizacion, seguido de 35 a 40 ciclos de 2 minutos a temperaturas entre 51-55°C
para el anidamiento, variando dependiendo del tipo de marcador SSR utilizado, seguido
de 2 minutos a 72°C de elongacién, y una elongacién final de 5 minutos a 72°C. Una vez
terminando el programa se le afiadio 4 ul de 6X bufer de tincion, para luego pasar a la

electroforesis.



3.6. Electroforesis

A la camara de electroforesis se le adicion6 600 ml de TBE 5X (Tris base, Acido borico
y EDTA), este tampon permite mantener las moléculas de ADN con una carga negativa

uniforme y constante.

La visualizacion de las reacciones se realizo en gel de agarosa (Agarose, LE, Analytical
Grade) 2% colocando en cada posicion 20 ul de mezcla del producto PCR, y 4 ul de
GeneRuler de ADN en cada extremo del gel, cuyos pares de base dependi6 del marcador
utilizando. Se dejé correr 120 minutos, a 330 amperios y 90 voltios.

La visualizacion de las bandas se realizd con el transluminador ultravioletaHigh
Performance UV Transilluminator con el sistema de documentacién de geles Doc-It®

Life Science Software.

3.7.  Descripcion de los marcadores moleculares

Se utilizaron ocho pares de marcadores tipo SSR seleccionados de estudios diversos que

han demostrado ser los méas polimorficos (Cuadro 2.).



Cuadro 2.

Nacional de Germoplasma en el CDT Kukra Hill, RACCS.

Caracteristicas de los cebadores tipo SSR utilizados en la caracterizacion molecular de siete poblaciones de coco y sus descendencias del Banco

No Locus Cebador Forward (5°-3’) Cebador Reverse (5°-3°) Repet Motif Autores que referencian No de alelos Tamafio del
el uso de este marcador detectados en  producto (pb)
el estudio
1 CnCirE2  TCGCTGATGAATGCTTGCT GGGGCTGAGGGATAAACC (CT)17 (GT)e Shalini et al., (2007) 15 115-175
Manimekalai et al., (2005) 7
2 CAC56 ATTCTTTTGGCTTAAAACATG TGATTTTACAGTTACAAGTTTGG (CA)14 Perera et al., (2001) 10 144-168
3 CNz21 ATGTTTTAGCTTCACCATGAA TCAAGTTCAAGAAGACCTTTG (CM)ao Teulat et al., (2000) 14 231-261
4 CNZz37 GTGGATAACTCATTTCAGGTG TAAGAAAGCTGAGAGGGAGAT (CT)7CC(CT)13(GT)s N3 Teulat et al., (2000) 14 196-248
(GT)29
5 CNZ10 CCTATTGCACCTAAGCAATTA AATGATTTTCGAAGAGAGGTC (CT)1s (GT)w7 Dasanayaka et al., (2009) 5 105-175
Rajesh et al., (2014) 3
Teulat et al., (2000) 13
6 CNZ18 ATGGTTCAGCCCTTAATAAAC GAACTTTGAAGCTCCCATCAT (CT)s TT(CT)s Teulat et al., (2000) 13 103-127
7 CN11E6 TACTTAGGCAACGTTCCATTC TAACCACCAGAAAGCAAAAAGAT (CNas Teulat et al.,(2000) 16 85-128
T
8 CN2A4 CAGGATGGTTCAAGCCCTTA GGTGGAAGAGGGGAGAGATTGA (CT)s TT(CT)s Teulat et al., (2000) 13 87-111
A
11.18




3.8. Anélisis estadistico

Se presentan los métodos y procedimientos estadisticos utilizados para evaluar la diversidad
genética, la identidad genética de los cultivares descendientes en relacién a los parentales y
se describe el paquete estadistico utilizado.

3.8.1 Diversidad genética

3.8.1.1 Diversidad de los cultivares

Para evaluar la diversidad genética se estimaron el nimero de alelos por locus (Na),

heterocigosidad esperada (He) y heterocigosidad observada (Ho).

La diversidad genética poblacional se estim6 mediante las F-estadisticas de Wright (Wright,
1978):

Coeficiente de endogamia dentro de poblaciones (Fis). Describe la distribucion de los
genotipos dentro de las poblaciones e indica qué tan lejos se encuentra una poblacién del
equilibrio de Hardy-Weinberg, se calcula con la siguiente expresion:
_ (Hs—Ho)
IS — H—S
Donde Hs es la heterocigosis promedio por subpoblacion, y Ho es la Heterocigosidad

observada.

Coeficiente global de diferenciacion genética entre poblaciones (Fst). Mide la reduccion
en la heterocigosis debida a diferenciacion genética entre poblaciones, y se calcula con la
siguiente expresion:
_ (Ht—Hs)
ST — H—t
donde Ht es el promedio de la heterocigosis esperada en la poblacién total, para todos los
loci y Hs es el promedio de la heterocigosis esperada dentro de subpoblaciones para todos

los loci.

Coeficiente de endogamia total (Fit). La correlacion entre los genes dentro de los
individuos (1) en relacion con los genes de la poblacion total (T) es representada por Fir, que

corresponde con la endogamia total, que es calculada con la siguiente expresion:

(1—-Fy) = (1- FST)(l — Fis)



3.8.1.2 Diversidad entre y dentro de los cultivares

Para calcular la diversidad genética entre y dentro de los cultivares se evalud los parametros
Heterocigosidad esperada (He), Heterocigosidad observada (Ho), porcentaje polimdrfico
(%P) y endogamia en individuos en relacién con la subpoblacién a la que pertenece (Fis).
Estos datos fueron obtenidos mediante el software GenAlex ver 6.5 (Peakall y Smouse,
2012).

Heterocigosidad esperada (He). Nei (1987) asegura que el promedio de heterocigosidad o
diversidad genética es el método de medicion mas adecuado de la variacion genética, pues
no depende de la arbitrariedad de la definicién de polimorfismo y puede ser definida sin
ambigliedad en términos de frecuencias alélicas. La He es la media de los valores obtenidos
para cada locus en dicha poblacion.

1
He= 7 Xiea(1- XJ1Pf) (0 < Ho< 1)

Donde Pies la frecuencia del alelo j en el locus | y L es el numero total de loci analizados.
Heterocigosidad observada (Ho). Para una poblacion, Ho se calcula como la media inter-

loci de la frecuencia genotipica de los individuos heterocigotos mediante la expresion:

(Nhete'ro cigo tos)t
N;

1
Hy = TXio 0<H,<1
Donde, L es el nimero de loci analizado en poblacion objeto de estudio, (Nheterocigotos) 1 €S €l
numero absoluto de individuos heterocigotos para el locus i y Ni es el nimero total de

individuos analizados para el locus i (Caujapé-Castells, 2006).

3.8.1.3 Estructura genetica de los cultivares

Para la estructura genética se cuantifico mediante un analisis de varianza molecular
(AMOVA), éste determina la proporcion de la variacion genética en general atribuible a la
variacion dentro de las poblaciones, entre las poblaciones y entre los grupos de poblaciones.
Este analisis también puede usarse para determinar la distribucion relativa a la variabilidad
genética entre grupos, entre poblaciones dentro de grupos o dentro de las poblaciones.

Utilizando el software GenAlex ver 6.5 (Peakall y Smouse, 2012)



3.8.1.4. Relacion filogenética de los cultivares en estudio

Para realizar el andlisis filogenético de las poblaciones se hizo un arbol filogenético con una
matriz de comparacion en pares de los valores de Fst con el programa MEGA 7 para
Windows.

3.8.2.  Identidad genética de los cultivares descendientes en relacion a los parentales

Para estudiar la identidad genética de las poblaciones descendientes se realizé un analisis
comparativo de los padres con los hijos. Haciendo uso el calculo de la Fst(diferenciacion)
poniendo a los hijos por aparte, efectuando en si un analisis de comparacion en pares de los

valores de Fsr.

Para esto es necesario primeramente estimar la identidad genética (I). Para un determinado
locus con k alelos, si xi e yi son las frecuencias del alelo i en las poblaciones X e Y,

respectivamente, la "identidad genética" (similitud) se define como:

X XiYi

/2%2%

donde la sumatoria se establece para todos los alelos. Cuando se consideran los datos de

I =

varios loci, la identidad (similitud) promedio es:

_ ]xy

Vxly

Donde; Jx, Jy y Jxy son, respectivamente, las medias aritméticas de los valores xi?, yi, y Xiyi,

calculados para cada uno de los loci.

3.8.3. Paquete estadistico utilizado

El programa utilizado para el procesamiento y obtencion de datos es GenAlex ver. 6.5
(Peakall y Smouse, 2012). La relacion filogenética de las poblaciones en estudios se obtuvo

mediante el programa MEGA 7 para Windows
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Diversidad genética

4.1.1  Diversidad de los cultivares

Un total de 51 alelos fueron detectados por ocho marcadores microsatélites con una media
de 6.375 alelos por locus. La He mostr6 valores entre 0.035 (CnCirE2) a 0.344 (CAC56).
En la Ho el rango estuvo entre 0.020 (CnCirE2) a 0.653 (CAC56), los marcadores CNZ10 y
CNZ18 no codificaron (Cuadro 3.) Para 4 de los locus estudiados la Ho fue mayor que la
He. Dasanayaka et al., (2009), Rajesh et al., (2008) y Pacheco et al., (2014) mencionan que
cuando los resultados reflejan esta situacidn existe una baja presencia de homocigotos en los

cultivares, que pudiesen estar evidenciando un comportamiento alégamo.

Valores negativos del coeficiente de endogamia (Fis) fueron observados para los loci
CAC56, CNZ21, CN2A4, CN11E6 indicando un exceso de heterocigosidad para estos, con
una media de -0, 349. En el caso de los marcadores CNZ10 y CNZ18 no fueron capaces de
establecer diferencias debido a que no codificaron entre los cultivares. El coeficiente de
endogamia total(Ft) valora rangos de 0.225 (CAC56) A 1.00 (CNZ10 y CNZ18).

Cuadro 3. Numero de alelos detectados, Heterocigosidad esperada y observada, y

coeficientes genéticos de los ocho microsatélites analizados en siete cultivares de coco
del Banco de Germoplasma en el CDT Kukra Hill, RACCS.

NO

Locus Na He Ho Fis Fir Fst
1 CAC56 10 0.344 0.653 -0.898 0.225 0.591
2 CnCirE2 7 0.035 0.020 0.417 0.975 0.957
3 CNZ10 6 0.000 0.000 - 1.000 1.000
4 CNZ18 5 0.000 0.000 - 1.000 1.000
5 CNZz21 7 0.035 0.041 -0.167 0.951 0.958
6 cnzar 5 0.037 0.020 0.451 0.971 0.947
7 CN2A4 4 0.143 0.286 -1.000 0.533 0.767
8 CN11E6 7 0.280 0.531 -0.896 0.363 0.664

Media 6.375 -0.349 0.752 0.861

Na (namero de alelos por locus), He (Heterocigosidad esperada), Ho (Heterocigosidad observada), Fis
(Coeficiente de endogamia dentro de poblaciones), Fir (Coeficiente de endogamia total), Fsr (Coeficiente
global de diferenciacion genética entre poblaciones).

La estructura genética de los cultivares fue analizada usando la F-estadisticas de Wright. La
Fstreporto dentro de los loci valores de 0.591 (CAC56) a 1.00 (CNZ10 y CNZ18) indicando
un alto nivel de diferenciacion en Los cultivares de coco, de acuerdo a lo planteado por
Sewall Wright (1978).
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Segun Shalini et al., (2007) reporta que el marcador CnCirE2 estd asociado en la
identificacion de cultivares con resistencia a la plaga de acaros (Aceria guerreronis Keifer)
y amplificd anicamente en el cultivar APAN, sugiriendo la resistencia a la plaga.

El marcador CnCirE2 mostro siete alelos, que difiere a los resultados obtenidos en el estudio
de Rajesh et al., (2008) que reporta 17 alelos para este locus. Segun Martinez et al., (2009)
en marcadores microsatélites, la cantidad de alelos depende altamente del tamafio de
muestra, por lo tanto, la diferencia puede deberse a que el estudio de Rajesh et al., (2008)

utilizé mas repeticiones por cada cultivar.

El marcador CAC56 revel6 10 alelos, con un valor de Fst de 0.591, lo que indica que existe
una alta y gran diferencia genética segun Sewall Wright (1978) entre poblaciones
identificada por este marcador. Otros estudios como Perera et al., (2001) reporta que en el
marcador CAC56 obtuvo 10 alelos, con una pequefia diferencia genética entre los cultivares
(Fst=0.028).

4.1.2. Diversidad entre y dentro de los cultivares

Cada cultivar presento marcadores que ayudaron a diferenciarlos, los que a su vez fueron
diferentes en cuanto a su polimorfismo. EI marcador CAC56 diferencio en las variedades
EVL, EDM, EAM-2, EAM-1 Y ERC. El marcador CnCirE2 y CNZ21 solo contribuy6 a
diferenciar en la variedad APAN. El marcador CNZ37 diferencid en los cultivares APAN y
EAM-2. El marcador CN11E6 diferencié los cultivares EDM, EVB, EAM-2 y ERC,
mientras que el marcador CN2A4 Gnicamente diferencio el cultivar ERC. Los cultivares que
presentaron mas marcadores que contribuyeron a diferenciarlos fueron el APAN, EAM-2,
ERC (37.5%), y los cultivares que tuvieron menos marcadores polimérficos fueron EVL y
EVB (12.5%). Entre los cultivares la He estuvo entre los rangos de a0,23545 (APAN) a
0.51852 (EDM). En la Ho obtuvo un rango entre 0,16667(APAN) a 1,0000(EDM, EVB y
EAM1) (Cuadro 4).

Dasanayaka et al., (2009); Rajesh et al., (2008) y Pacheco et al., (2014) sefialan que cuando
la Ho es menor a la He existe una tendencia hacia la endogamia dentro de la poblacion,

prediciendo un comportamiento autégamo.

En el caso contrario indica una baja presencia de homocigotos, prediciendo un
comportamiento alégamo. El estudio revelo que la Ho fue mayor que la Helo que indica una

alta heterocigosis tipico del comportamiento alégamo.
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Seis de los siete cultivares estudiados son de porte enano, solo uno de porte alto. El
cultivar APAN fue el Unico que mostrd baja diversidad genética (0.30000) en
comparacion con los enanos que en general presentaron un alta la diversidad. Segun
Manthriratna (1971) el polen de coco se podia encontrar a una distancia de 180 m de la
fuente de emision. También explica que existe la posibilidad de que la autopolinizacion
también se produzca en el coco alto, a pesar de que se clasifican como predominantemente

albgamas, este seria el factor del porque el cultivar APAN presenta poca diversidad.

Valores negativos del coeficiente de endogamia (Fis) fueron observados para los cultivares
EVL, EDM, EVB, EAM-2, EAM-1, ERC indicando un exceso de heterocigosidad para estos

a excepcion de APAN, con una media de -0.74725.

Cuadro4. Porcentaje de polimorfismo, Heterocigosidad esperada y observada y

coeficiente de endogamia en siete cultivares de coco del Banco de Germoplasma en el CDT
Kukra Hill, RACCS.

Locus mas
Cultivar polimérficos %P He Ho Fis
EVL CAC56 12.50 0.42328 0.57143 -0.3684
APAN CnCirE2 37.500 0.23545 0.16667 0.30000
CNZz21
CNZz37
EDM CAC56 25.00 0.51852 1.00000 -1.00000
CN11E6
EVB CN11E6 12.50 0.51852 1.00000 -1.00000
EAM-2 CAC56 37.50 0.36949 0.69048 -0.93333
CNZz37
CN11E6
EAM-1 CAC56 25.00 0.51852 1.00000 -1.00000
CN11E6
ERC CAC56 37.50 0.50441 0.90476 -0.85019
CN2A4
CN11E6
Media 26.79 0.44415 0.79365 -0.74725

%P (porcentaje polimérfico), He (Heterocigosidad esperada), Ho (Heterocigosidad observada), Fis
(Coeficiente de endogamia dentro de poblaciones).

En los Gltimos afios se han venido utilizando satisfactoriamente los marcadores moleculares
para contribuir a diferenciar cultivares. Rajesh et al. (2008) afirman que para evaluar la
diversidad las herramientas morfologicas son menos precisa, debido a que son influenciadas
por los factores genéticos y ambientales. Debe utilizarse marcadores basados en ADN que
posean el potencial de aumentar significativamente la eficacia de los programas de mejora
genética de coco, especialmente en las areas de gestion de germoplasma, identificacion de

genotipos y seleccion asistida por marcadores de rasgos economicamente importantes.
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Segin Manimekalai et al., (2005) menciona que los marcadores SSR son co-dominantes
multi-alélicos y puede ser utilizado facilmente para analizar diversos genomas de cultivos y
facilita la integracion de resultados de estudios independientes. Destaca, ademas, que la
naturaleza polimorfica de muchos microsatélites es de particular valor cuando se analizan
genotipos estrechamente relacionados como es el caso del estudio de coco donde se evaluo
el parentesco haciendo uso de ocho marcadores microsatélites SSR.

En cuanto a la diferenciacion de los cultivares y los factores que pudiesen influir en ellos,
Schaal et al., (1998) menciona que la estructura genética de las poblaciones de plantas refleja
la interaccion de varios factores, incluida la historia evolutiva a largo plazo de la especie
(cambios en la distribucion, fragmentacion del habitat e insolacion de la poblaciéon), deriva
genética, sistema de apareamiento, flujo de genes y seleccion. Whitlock y McCaey (1990)
explican gue la probabilidad de origen comun, la estructura de parentesco y la endogamia
dentro de las poblaciones tienen efectos significativos sobre la diferenciacion genética entre
las poblaciones.

De acuerdo con Bourdeix (1999) y Ratnambal et al., (2003) otro elemento que pudiese influir
es que la autofecundacion natural también se ha informado en genotipo alto con el ritmo de
la produccion de inflorescencia, que a su vez depende del vigor individual del arbol y

también de los factores climaticos.

Estos resultados difieren de los estudios de Rajesh et al., (2008) donde la mayor diversidad
la presentaron los cultivares altos en comparacion a los enanos, justifican estos resultados
por el tipo de reproduccion autbgama de los cultivares enanos y alégama en los cultivares

de porte alto.

Por otro lado, Patel (1938) realizé estudios que revela la existencia de variacion en el
comportamiento reproductivo del cocotero influenciado por las condiciones ambientales.
Reportan periodos del afio donde no existe coincidencia en la maduracion del polen en flores

femeninas y masculinas que aumentan las probabilidades de polinizacion cruzada.

4.1.3. Estructura genética de los cultivares

El 80% de la varianza total fue debida a la diferencia entre poblaciones y 20% a los
individuos dentro de las poblaciones. De acuerdo a Wright (1978) valores de Fstsuperiores

a 0.25 indican una alta diferenciacion genética, (Fst=0.877).
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Esto se debe a que la mayoria de las poblaciones (EAM-2 hijos) tienden a tener un bajo
porcentaje de pureza genética debido a que sus padres (EAM-1) tienen esa misma condicion
y por lo tanto la diversidad genética de los cultivares es alta. Asi mismo se revelaron
coeficientes negativos de endogamia (Fis)-0.760, lo que mostraria un exceso de heterocigotos

en estos cultivares (Rajesh et al., 2008) (Cuadro 6).

Segin Rajesh et al., (2014) el flujo genético entre poblaciones es mayormente via
movimiento de polen. La polinizacién realizada mayormente por insectos, la dispersion del
polen esta sujeta a los rangos de vuelo de estos. Esto contribuye a un restringido flujo de
genes e incrementa la posibilidad que individuos que estan fisicamente proximos se crucen
entre ellos. Siendo esta una explicacién clara del porque los resultados de investigacion

muestran estos efectos.

Los resultados del presente estudio no coincidieron con los obtenidos por Rajesh et al.,
(2014) donde el porcentaje de varianza entre poblaciones fue menor en comparacién al
porcentaje de varianza dentro de individuos, explicando que se debe a que el sistema de
apareamiento de las especies de plantas con flores afecta en gran medida la diferenciacion

genética de la poblacion.

Cuadro 5. Analisis de varianza molecular para siete cultivares de coco del banco de
germoplasma de Kukra Hill, RACCS.

Fuente de variacion GL SC % Var CMP Var F-estadistica Valor
Entre poblaciones 6 526.878 80% 3.132 Fst 0.877
Entre individuos 91 9.643 0% 0.000 Fis -0.760
Dentro de individuos 98 76.000 20% 0.776 Fit 0.783
Total 195 612.520 100% 3.908

GL: Grado de libertad SC: Suma de cuadrado %Var: Porcentaje de variacion CMP Var: Componente de la
varianza F-estadistica P- valor
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4.1.5. Relacion filogenética de los Cultivares

Las relaciones de parentesco entre los siete cultivares que conforman el Banco de
germoplasma de coco de Kukra Hill se muestran en la Figura 1. Se generaron dos grupos:
uno integrado por cinco cultivares enanos (EAM2, EAM1, EVB, EDM y ERC) y APAN, el
unico cultivar de porte alto y otro grupo donde su ubica solo el cultivar EVL de porte enano

y cultivar local.

La distancia genética entre los cultivares es estrecha, todos los cultivares son realmente
cercanos. El cultivar EVL se encuentran relativamente distanciado en comparacion al resto

de los cultivares.

APAN

o.00 ——— EAMZ2

o.01 EAMDL

0.495 EVE

(s =ln]

EDM

ERC

EWVL

oO.47

Figural. Arbol genealdgico generado a partir del anélisis molecular empleando ocho
marcadores moleculares en el estudio de diversidad genética de los siete cultivares que
conforman el banco de germoplasma de coco de Kukra Hill, RACCS.

4.1.6. Distancia e identidad genética de los cultivares descendientes en relacion a los

parentales

El Cuadro 7 muestra la comparacion en pares de los cultivares con sus descendientes,
basados en los valores de Fst. Para la descendencia de los cultivares EVL (0.025), APAN
(0.040), EAM-2 (0.012) y ERC (0.030) los datos fueron inferiores a 0.05.

De acuerdo con Hartl y Clark (1997) Mostré una escasa diferenciacion genética con su
respectiva descendencia, también se pudo observar que en la comparacion de los cultivares
EDM, EVB y EAM-1, con su descendencia no existe diferenciacion mostrando valores de
Fst (0.000%).
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Estos resultados confirman los datos de Reyes (2018) que la alta frecuencia de heterocigotos
detectada en los loci de los siete cultivares (Cuadro 4) fue causada por los cruzamientos entre

los progenitores de los cultivares estudiados ocurridos en el lugar de origen de los parentales.

Los cultivares de coco del Banco de germoplasma no presentaron la condicion genética para
cumplir con el principal objetivo que es la produccion de hibridos con resistencia al
Amarillamiento Letal del Cocotero, por su condicion altamente heterocigota, atribuida a que
los cultivares provienen de poblaciones de cocoteros donde tuvieron poco control de la
polinizacion, resultando en wuna variabilidad genética dentro de las poblaciones

descendientes detectada en este estudio
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Cuadro 6. Comparacion en pares del coeficiente de diferenciacion genética Fst (Wright, 1978) de los cultivares parentales y su descendencia,
del Banco de Germoplasma en el CDT Kukra Hill, RACCS

EVL EVLH APAN APANH EDM EDMH EVB EVBH EAM2 EAM2H EAM1 EAMIH ERC ERCH

EVL 0.000 EVL
EVLH 0.025 0.000 EVLH
APAN  0.909  0.899 0.000 APAN

APANH 0.873  0.863 0.040 0.000 APANH
EDM 0826  0.825 0.845 0.809  0.000 EDM
EDMH 0.826 0.825 0.845 0.809  0.000 0.000 EDMH

EVB 0.840 0.852 0.895 0.859  0.783 0.783  0.000 EVB
EVBH 0.840 0.852 0.895 0.859  0.783 0.783  0.000 0.000 EVBH
EAM2 0.861  0.853 0.666 0.628 0.768 0.768  0.691 0.691 0.000 EAM?2

EAM2H 0.876  0.869 0.685 0.643 0.783 0.783  0.800 0.800 0.012 0.000 EAM2H
EAM1 0.876  0.869 0.845 0.809 0.752 0.752  0.800 0.800 0.653 0.756 0.000 EAM1
EAM1IH 0.876  0.869 0.845 0.809 0.752 0.752  0.800 0.800 0.653 0.756 0.000 0.000 EAM1H
ERC 0826 0.819 0.795 0.759  0.705 0.705 0.733 0.733 0.718 0.733 0.750 0.750  0.000 ERC

ERCH 0.840 0.833 0.809 0773 0.721 0721 0.731 0.731 0.727 0.743 0.760 0.760  0.030 0.000 ERCH

EVL EVLH APAN APANH EDM EDMH EVB EVBH EAM2 EAM2H EAM1 EAMIH ERC ERCH

Coeficiente de diferenciacién genética FST. APAN (Alto de Panama Parental); APANH (Alto de Panama Hijo); EVB (Enano Verde del Brasil Parental); EVBH (Enano
Verde del Brasil Hijo); EVL (Enano Verde Local Parental); EVLH (Enano Verde Local Hijo); EDM (Enano Dorado de Malasia Parental); EDMH (Enano Dorado de
Malasia Hijo); ERC (Enano Rojo de Camern Parental); ERCH (Enano Rojo de Camerdn Hijo); EAM-1 (Enano Amarillo de Malasia Lote 1 Parental), EAM-1H (Enano
Amarillo de Malasia Hijo del Lote EAM-1); EAM-2 (Enano Amarillo de Malasia Lote 2 Hijo del Lote EAM-1); EAM-2H (Enano Amarillo de Malasia Lote 2 Hijo del
Lote EAM-2, nieto del EAM-1).
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V. CONCLUSIONES

El empleo de marcadores moleculares microsatélites reveld6 una alta
diferenciacion  genética entre cultivares de coco (Fst=0.87621),
fundamentalmente atribuida a la condicién heterocigota de los parentales en el
lugar de origen. 80% de la varianza total fue debida a la diferencia entre

poblaciones y el 20% a los individuos dentro de las poblaciones.

No se registrd diferenciacion genética entre las descendencias y los progenitores
de los cultivares EDM, EVB y EAM-1 (Fst=0.000%). La diferenciacion genética
de las descendencias de los cultivares EVL (0.025), APAN (0.040), EAM-2
(0.012) y ERC (0.030) con respecto a sus progenitores cultivares fue baja (Fst= <
0.05%).

Los cultivares de porte enano EDM, EVB, EAM-1, EAM-2, ERC y EVL
presentaron niveles negativos de endogamia en individuos en relacion con la
subpoblacion a la que pertenecen, los que los ubica como cultivares
preponderantemente alégamos. En cambio, el cultivar APAN result6 ser

autégamo.
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VI. RECOMENDACIONES

Los marcadores CAC56 y CN11E6 pueden ser recomendados para futuras

investigaciones ya que fueron los méas polimorficos.

El marcador CnCirE2 estd asociado en la identificacion de cultivares con

resistencia a la plaga de acaros (Aceria guerreronis Keifer).
Utilizar mas microsatélites por cromosoma, logrando mayor y mejor informacion.

Crear las barreras rompevientos en el banco de germoplasma, para reducir la

circulacion de polen extrafio y evitar la contaminacion de las descendencias.

Crear un programa de mejoramiento genético del cultivo con los genotipos y

cultivares que conforman el banco de Germoplasma.
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VIIl. ANEXOS

Anexo 1. Mapa de la ubicacion geografica del Banco de Germoplasma de coco
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Ubicacion geogréfica de los siete cultivares de coco del Banco de Germoplasma en el CDT Kukra Hill, RACCS.
APAN (Alto de Panama), EVB (Enano Verde del Brasil); EVL (Enano Verde Local), EDM (Enano Dorado de
Malasia), ERC (Enano Rojo de Camerun), EAM-1 (Enano Amarillo de Malasia Lote 1), EAM-2 (Enano Amarillo

de Malasia Lote 2).
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Anexo 2. Descripcién de la extraccion de ADN del DNeasy minikit QIAGEN

1.  Determinar la cantidad de material vegetal, no usar mas de 100 mg. El peso del
tejido sera la forma més precisa de determinar la cantidad.

2. Colocar inmediatamente el tejido pesado en nitrogeno liquido y triturar a fondo con

un mortero. Decantar el polvo de los tejidos y el nitrégeno liquido en un tubo libre
de RNasa de microcentrifuga de 2 ml, refrigerado por nitrégeno liquido (no
incluido). Permitir al nitrégeno liquido evaporarse, pero no permitir que el tejido se
descongele. Proceda de inmediato al paso 3.
El ARN en los tejidos vegetales no esta protegido hasta que los tejidos se congelan
rapidamente en liquido nitrégeno. Los tejidos congelados no deben descongelarse
durante el manejo. Los procedimientos pertinentes deben llevarse a cabo lo més
répido posible.

3. Agregar 450 pl de buffer RLT o Buffer RLC, a un maximo de 100 mg de tejido en
polvo agitar en vortex vigorosamente.

Una incubacién corta de 1-3 minutos a 56 °C puede ayudar a alterar el tejido. Sin
embargo, no incubar muestras con un alto contenido de almiddén a temperaturas
elevadas, de lo contrario se producird hinchazon de la muestra.

Nota: Asegurar de que B-ME se agregue a Buffer RLT o Buffer RLC antes de su
uso.

4.  Transferir el lisado a una columna giratoria QIAshredder (lila) colocada en un tubo
de coleccion de 2 ml y centrifugar durante 2 minutos a velocidad maxima.
Transferir cuidadosamente el sobrenadante del flujo a través de un nuevo tubo de
microcentrifuga (no incluido) sin perturbar el pellet de residuos celulares en el tubo
de recoleccion. Use solo este sobrenadante en posteriores pasos.

Puede ser necesario cortar el extremo de la punta de la pipeta para facilitar el pipeteo
dellisar en la columna giratoria QIlAshredder. Centrifugacion a través del
QIAshredderla columna giratoria elimina los restos celulares y al mismo tiempo
homogenizar el lisado.

Si bien la mayoria de los desechos celulares se retienen en la columna giratoria
QIlAshredder, una muy pequefa cantidad de restos celulares pasard y formara un
sedimento en el tubo de coleccién. Tener cuidado de no alterar este pellet cuando

transfiera el lisado al nuevo tubo de microcentrifuga.
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Agregar 0.5 volumenes de etanol (96-100%) al lisado clarificado, y mezclar
inmediatamente pipeteando. No centrifugar.

Nota: El volumen de lisado puede ser inferior a 450 ul debido a la pérdida durante
homogeneizacién

Nota: Los precipitados pueden ser visibles después de la adicion de etanol. Esto no
afecta el procedimiento.

Transferir la muestra (generalmente 650 pl), incluido cualquier precipitado que
pueda tener formado, a una columna giratoria RNeasy (rosa) colocada en un tubo
de recoleccion de 2 ml (suministrado). Cerrar la tapa con cuidado y centrifugue
durante 15 s a >8000 x g (>10,000 rpm). Descartar el flujo continuo. Reutilizar el
tubo de recoleccién en el paso 7.

Si el volumen de muestra excede 700 pl, centrifugue alicuotas sucesivas en el
mismo

RNeasy columna giratoria. Desechar el flujo después de cada centrifugacion.
Agregar 700 pl Buffer RWI1 a la columna giratoria RNeasy. Cerrar la tapa
suavemente, y centrifugar durante 15 s a >8000 x g (>10,000 rpm) para la
membrana de la columna giratoria. Deseche el flujo continuo. Reutilizar el tubo de
recoleccion en el paso 8.

Nota: Después de la centrifugacion, retire con cuidado la columna giratoria RNeasy
del tubo de recoleccion para que la columna no entre en contacto con el flujo
continuo. Asegurar vaciar el tubo de recoleccién por completo.

Agregar 500 pul de RPE de buffer a la columna giratoria RNeasy. Cerrar la tapa
suavemente, y centrifugar durante 15 s a >8000 x g (=10,000 rpm) para la
membrana de la columna giratoria. Deseche el flujo continuo.

Vuelva a utilizar el tubo de recoleccién en el paso 9.

Nota: Buffer RPE se suministra como concentrado. Asegurese de que el etanol se
agrega a Buffer RPE antes de usar (ver "Cosas que hacer antes de comenzar™).
Agregar 500 ul de RPE de buffer a la columna giratoria RNeasy. Cerrar la tapa
suavemente, y centrifugar durante 2 minutos a >8000 x g (>10,000 rpm) para la
membrana de la columna giratoria. La centrifugacion larga seca la membrana de la
columna giratoria, asegurando que no haya etanol se lleva a cabo durante la elucion
de ARN.

26



10.

11.

12.

El etanol residual puede interferir con reacciones aguas abajo.
Nota: Después de la centrifugacion, retirar con cuidado la columna giratoria
RNeasy del tubo de recoleccion para que la columna no entre en contacto con el
flujo continuo. De otra manera, remanente de etanol ocurrira.

Opcional: colocar la columna giratoria RNeasy en un nuevo tubo de recoleccién de
2 ml (suministrado), y descarte el tubo de recoleccion viejo con el flujo continuo.
Cerrar la tapa suavemente, y centrifugar a velocidad maxima durante 1 min.
Realice este paso para eliminar cualquier posible arrastre de RPE de buffer, o si es
residual el flujo continuo permanece en la parte exterior de la columna giratoria
RNeasy después del paso 9.

Colocar la columna giratoria RNeasy en un nuevo tubo de recoleccion de 1,5 ml
(suministrado). Afadir 30-50 ul de agua sin ARNasa directamente a la membrana
de la columna giratoria. Cerrar la tapa suavemente, y centrifugar durante 1 minuto
a>8000 x g (>10,000 rpm) para eluir el ARN

Si el rendimiento de ARN esperado es> 30 pg, repetir el paso 11 usando otros 30
ul de agua libres de RNase, o usando el eluido del paso 11 (si se requiere una alta
concentracion de ARN).

Vuelva a utilizar el tubo de recoleccion del paso 11. Si se usa el eluido del paso 11,
el rendimiento de ARN sera un 15-30% menor que ese obtenido usando un segundo

volumen de agua libre de RNasa, pero el ARN final la concentracion sera mas alto.
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Anexo 3. Medicién del tamafio de las bandas del marcador SSR, CnCirE2

l1 [2 |3 ]a][s5]6 |7 [8]9]10]11]12]13]14]

A los laterales se ubica el ruler con el tamafio que corresponde a cada fragmento
que va de 100 a 1000 bp, a la par el tamafio de los fragmentos ubicados entre 100 y
200 pares de bases.
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Anexo 4. Uso de electroforesis para corrida de geles, INTA-CNIA

Anexo 5. Preparacion de gel de agarosa, INTA-CNIA
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Anexo 6. Glosario

ADN: el &cido desoxirribonucleico, abreviado como ADN, es un &cido nucleico que
contiene las instrucciones genéticas usadas en el desarrollo y funcionamiento de todos los

organismos Vvivos y algunos virus, también es responsable de la transmision hereditaria.

Agarosa: es un polisacérido formado por galactosas alfa y beta que se extrae de las algas
de los géneros gellidium y gracillaria. es soluble en agua a temperaturas superiores a los

65 °c, dependiendo del grado de sustituciones hidroxietilicas de sus cadenas laterales.
Alelos: genes que informan sobre un mismo caracter.

Aldgamos: son aquellas que se producen por medio de polinizacion cruzada, es decir,
que los gametos (masculino y femenino) que se unen para formar el cigoto son de plantas

diferentes.

Amplificacion: la amplificacion génica es aumento en el nimero de copias de un

fragmento de ADN particular.

Autdgamos: son aquellas que se reproducen por autofecundacion, es decir, los gametos

que se unen para formar el cigoto proceden de la misma planta.

Bromuro de etidio: el bromuro de etidio (bret) es un agente intercalante usado
comUnmente como aclarador de acidos nucleicos en laboratorios de biologia molecular

para procesos como la electroforesis en gel de agarosa.

Cebador: el cebador o primer esta formado por nucleétidos de acido ribonucleico (arn)
(éste es sintetizado por la arn primasa), que permite que la ADN polimerasa comience la
sintesis de la nueva cadena de ADN.

Centrifuga: la centrifugaciéon es un método por el cual se pueden separar sélidos de

liquidos de diferente densidad por medio de una fuerza giratoria.

Coeficiente de endogamia dentro de poblaciones (FIS): Describe la distribucion de los
genotipos dentro de las poblaciones e indica qué tan lejos se encuentra una poblacién del

equilibrio de Hardy-Weinberg.

Coeficiente de endogamia total (FIT): La correlacion entre los genes dentro de los
individuos (1) en relacion con los genes de la poblacion total (T) es representada por FIT,

que corresponde con la endogamia total.
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Coeficiente global de diferenciacion genética entre poblaciones (FST): mide la
reduccion en la heterocigosis debida a diferenciacion genética entre poblaciones.

Copra: la copra es la pulpa seca del coco (fruto de cocos nucifera I., arecaceae) y su

nombre se deriva de una palabra en tamil: koppara, que significa 'coco seco'.

Cromosoma: organulo en forma de filamento que se halla en el interior del ndcleo de
una célula eucariota y que contiene el material genético; el nimero de cromosomas es

constante para las células de una misma especie.

Cultivar: un cultivar es un grupo de plantas seleccionadas artificialmente por diversos
métodos a partir de un cultivo méas variable, con el proposito de fijar en ellas caracteres
de importancia para el obtentor que se mantengan tras la reproduccion.

Descendencia: es el resultado de la reproduccién, el individuo o individuos producidos

mediante la intervencién de uno o més parentales.

Desnaturalizacion del ADN: la desnaturalizacion de acidos nucleicos como el adn por
altas temperaturas produce una separacion de la doble hélice, que ocurre porque los

enlaces o puentes de hidrégeno se rompen.

Diversidad genética: la diversidad genética es el nimero total de caracteristicas

genéticas dentro de cada especie.

Electroforesis: técnica para separar los componentes de una mezcla de moléculas

(proteinas, dnas o rnas) en un gel sometido a un campo eléctrico.

Endogamia: la endogamia es el producto de la reproduccion de un acoplamiento de

padres que estan estrechamente relacionados genéticamente.

Extension de ADN: es la ultima etapa en la PCR. La temperatura es elevada para permitir

gue un ADN polimerasa inicie la sintesis a partir del cebador.

Filogenia: la filogenia es la relacion de parentesco entre especies o taxones en general.
aunque el término también aparece en lingistica historica para referirse a la clasificacion
de las lenguas humanas segun su origen comun, el término se utiliza principalmente en

su sentido bioldgico.
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Germoplasma: en el area de los recursos genéticos, un banco de germoplasma o banco
de semillas es un lugar destinado a la conservacion de la diversidad genética de uno o

varios cultivos y sus especies silvestres relacionadas.

Herencia Genética: es el proceso por el cual las caracteristicas de los individuos se
trasmiten a su descendencia, ya sean caracteristicas fisiologicas, morfologicas o

bioquimicas de los seres vivos bajo diferentes condiciones ambientales.

Heterocigosidad: medida de la variacion genética de una poblacion respecto a un locus

particular. se define como la frecuencia de heterocigotos para ese locus

Heterocigoto: corresponden a los individuos que poseen pares de alelos distintos que

determinan tal caracteristica.
Locus: posicién fija de un cromosoma, que determina la posicion de un gen.

Marcadores microsatelites: esta tipicamente conformado por un motivo repetitivo, en
el cual se encuentra contenido la secuencia repetida, y dos regiones flanqueantes, las

cuales se encuentran a ambos lados del motivo repetitivo.

Marcadores moleculares: es un segmento de ADN con una ubicacién fisica identificable
(locus) en un cromosoma y cuya herencia genética se puede rastrear. un marcador puede

ser un gen, o puede ser alguna seccion del ADN sin funcién conocida.

Parental: se denomina al progenitor o a los progenitores de una progenie, esto es, al
individuo o a los individuos cuya reproduccién, ya sea sexual o asexual, provoca la

transmision de una herencia genética.

Pares de base: en genética un par de bases (en inglés bp) es una unidad que consta de
dos nucleo bases unidas entre si por enlaces de hidrogeno. forman los blogues de
construccion de la doble hélice de ADN, y contribuyen a la estructura plegada de ADN y
ARN.

PCR (en inglés polymerase chain reaction) reaccion en cadena de la polimerasa:
técnica con la que se copian las hebras complementarias de una molécula de ADN blanco
simultaneamente a través de una serie de ciclos, que incluyen una desnaturalizacion del
ADN, alineamiento de iniciadores y extensién (sintesis) mediante una polimerasa (taq

polimerasa)
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Poblacion: grupo de individuos que se aparean entre si para dar lugar a la siguiente

generacion.

Polimorfismo: el polimorfismo genético hace referencia a la existencia en una poblacion
de multiples alelos de un gen. es decir, un polimorfismo es una variacion en la secuencia
de un lugar determinado del ADN en los cromosomas (locus) entre los individuos de una

poblacion.

Taqg polimerasa: ADN polimerasa termo estable aislada de la bacteria termofilica

Thermus aquaticus, muy utilizada en PCR.
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Anexo 7. Formato en Excel para el procesamiento de Bandas con el programa GenAlex 6.2 para la diversidad genética de 7 cultivares de coco del

banco de germoplasma de Kukra hill, revelado por 8 marcadores microsatélites.
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