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Resumen

Se realiz6 la caracterizacion molecular entre 16 ecotipos de cocoteros pertenecientes a una poblacion del
municipio de Baracoa, provincia Guantanamo, empleando la técnica Inverse Sequence Tagged Repeat (ISTR).
El andlisis molecular ISTR detect6 un polimorfismo del 81,8%, demostrando la potencialidad de este mar-
cador para realizar estudios de diversidad molecular en el cocotero. El porcentaje de identificacién fue alto
(Pi=91,2%), lo cual sugiere que las combinaciones de oligonucledtidos empleadas pudieran ser utilizada
para estudios de identificacion de ecotipos en poblaciones de cocotero de la zona de Baracoa mientras, que
la heterocigocidad esperada fue baja (He=0,30). Ia evaluacién de la diversidad en los diferentes ecotipos
de cocoteros mediante marcadores ISTR mostré que se cuenta con un nivel de variabilidad, atendiendo
a los grupos formados, lo que se corresponde con la gran variacién morfoldgica observada en la pobla-
cion in situ. Ademas, estos resultados sugieren que la hibridacion natural ha sido un factor determinante en
la generacion de la variabilidad encontrada entre los ecotipos, caracteristica de las variedades de cocotero.
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Abstract

The molecular characterization among 16 coconut ecotypes belonging to a population of Baracoa municipal-
ity, Guantanamo province, employing the ISTR technique (Inverse Sequence Tagged Repeat) has been done.
The molecular analysis ISTR detected a polymorphism of 81,8%, showing the potenciality of this marker to
do studies on molecular diversity in coconut. The identification percentage was high (P/= 91,2%) suggesting
that primer combinations employed could be used to ecotype identification studies on coconut populations of
Baracoa. The heterocigocity hoped was low (He=0,30). Diversity evaluation in different coconut ecotypes by
means of ISTR markers showed the variability level, according to the groups. This corresponds with the great
morphologic variation observed in the population z situ. These results suggest that natural hybridization has
been a determinant factor generating the variability found between the ecotypes, typical of coconut varieties.
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Introduccién

El cocotero (Cocos nucifera 1..), pertenece a
la familia Palmae. Dentro de la subfamilia Co-
coideae es la tnica especie del género cocos.
Se distribuye principalmente en las areas tro-
picales, donde es cultivado para la obtencién
de aceite de gran demanda para la produccién
de jabones de alta calidad, en la fabricacién de
surfactantes y espumas estabilizadoras para de-
tergentes, champus, cosméticos, inhibidores de
corrosion y emulsificantes. Ademas, otras partes
de la planta son utilizadas para la obtencién de
azucar, alcohol, carbon activado, fibra, madera y
combustible (Zizumbo-Villareal et 4l., 2000).

En Cuba, el cultivo del cocotero represen-
ta el 13% de la estructura de la produccién, y el
30% del area de frutales, ocupando aproxima-
damente 18.125 ha entre los sectores estatal y
campesino. La regién de Baracoa constituye una
de las principales zonas productoras de coco del
pais, asf como un centro de diversidad para este
cultivo. La polinizacién cruzada que presenta
esta especie ha favorecido la hibridacién entre
muchas generaciones a lo largo del tiempo, difi-
cultando la distincién de tipos originales. La in-
troduccion de poblaciones con diferente origen
y caracteristicas, asi como su cultivo dentro de
las plantaciones por un largo periodo de tiempo
ha favorecido la recombinacién y el incremen-
to de la diversidad en el cultivo (Alonso et 4l.,
2007).

Los esfuerzos que en la actualidad se rea-
lizan para el estudio de la variabilidad genética
demandan el empleo de efectivas y novedosas
herramientas. Las técnicas de marcadores de
ADN estan siendo utilizadas para la identifica-
cion, caracterizacion y evaluacion de la diver-
sidad genética en los cultivos (Coto y Cornide,
2003).

Las metodologfas moleculares han revolu-
cionado el andlisis genético en el caso especifi-
co del cocotero. Las técnicas de polimorfismo
del ADN Amplificado al azar (Ashburner et 4l.,
1997; Manimekalai y Nagarajan, 2006) y de po-
limorfismo de longitud de fragmentos restrin-

gidos (Lebrun et 4l., 1998; Teulat et al., 2000)
fueron aplicadas en cocotero mostrando ser
adecuadas para la identificacion de poblaciones
proximas, comportamiento de hibridos y eva-
luacién de la distancia genética entre sus paises.
Por otra parte, el empleo de los microsatélites
(Lebrun et 4l., 2001; Perera et 4l., 2003), la cons-
truccion de mapas de ligamiento (Herran et 4l.,
2000; Baudouin et 4al., 2000), las estrategias de
seleccion asistida por marcadores (Kameswara,
2004), y la identificacion de especies y estudios
de genética de poblaciones (Zizumbo-Villareal
et al., 2000), son consideradas técnicas apropiada
para detectar y cuantificar la variabilidad gené-
tica en dicha especie Estas técnicas se utilizan
para complementar los estudios donde los mart-
cadores morfolégicos han proporcionado resul-
tados limitados, o para acelerar los programas
de mejoramiento (Meerow et al., 2003).

En este sentido, el analisis de las secuen-
cias inversas repetidas y marcadas (ISTR) es una
técnica basada en PCR aplicable a genomas de
animales, plantas y microorganismos (Rohde,
1995). Se ha demostrado que el polimorfismo
generado mediante ISTR ha sido de utilidad para
estudios de diversidad genética y mapeo gené-
tico en coco (Duran et 4l., 1997; Rohde et 4l.,
1999) y mango (Capote et al., 2003), y ha sido
recomendado para la certificacion de variedades
de cereales (Donini et al., 1999).

Considerando la utilidad de los marcado-
res ISTR para estudios de diversidad en frutales
tropicales, el presente trabajo tiene como objeti-
vo estimar la variabilidad genética entre ecotipos
de cocoteros presentes en Cuba, mediante el po-
limorfismo generado por los ISTR.

Materiales y métodos

Area de estudio

El estudio fue realizado en el municipio de
Baracoa, que esta situado al norte de la provin-
cia de Guantanamo, proximo al extremo orien-
tal de la isla de Cuba, y limitado al norte con el
Océano Atlantico. Esta localidad se encuentra
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ubicada en los 20° 35’ latitud norte y los -74° 5
de longitud oeste.

Material vegetal

Se realizé una exploracion detallada de la
regién de Baracoa y se seleccionaron 16 ecoti-
pos de cocoteros (Cocos nucifera 1..) pertenecien-
tes a una poblacion de dicho cultivo ubicada en
la regiéon de Baracoa, provincia Guantinamo
(tablal). Cada ecotipo es un individuo (planta)
considerado como descendiente de antiguas in-
troducciones u obtenido del proceso de polini-
zacion cruzada presente en la especie. Ademas,
presentan caracteristicas morfoldgicas distinti-
vas relacionadas con los componentes del fru-
to y la estructura de la hoja.

Andlisis de diversidad genética
mediante ISTR

Para el aislamiento del ADN se utilizé el
método del CTAB descrito por Doyle y Doyle
(1990), con modificaciones segun Rohde et al.
(1995).

Las reacciones de ISTR fueron realizadas
mediante el protocolo establecido por Rohde
(1995). En la amplificacién se utilizaron las
combinaciones de oligonucle6tidos F1/B1A,
F1/B2A, F3/B3, F7/B3 y F7/B1A, las cuales
detectaron mayor polimorfismo en un previo
pesquizaje realizado con varios oligonucledti-
dos (tabla 2). Cada reaccion contenfa 10-25 ng
de ADN genémico, 02 mM de dNTPs, 2,5mM

Tabla 1. Identificacion de los 16 ecotipos seleccionados en una poblacién de cocotero de Cuba.

Planta Nombre Simb.
P-1 Indio Rojo de Duaba IRD
p-2 Enano Amarillo de Malasia EAM
P-3 Enano Rojo de Malasia ERM
P-4 Indio Amarillo Grande de Sabana IAGS
P-5 Indio Rojo de Sabana IRS
P-6 Indio Amarillo de Nibujon IAN
p-7 Hondurefo Amarillo HA
P-8 Indio Rojo de Fruto Grande-1 IRFG-1
P-9 Indio Rojo de Manglito IRMn
P-10 Indio Amarillo Grande de Nibujon IAGN
P-11 Indio Dorado de Jamaica IDJ
P-12 Indio Amarillo de Bariguita IABr
P-13 Indio Rojo de Caibarien IRC
P-14 Indio Rojo de Baracoa IRB
P-15 Indio Amarillo de Baracoa IAB
P-16 Indio Amarillo Dorado IAD
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MgCl,, tampén de PCR 1x (Gibco/BRL, Gro-
ningen, Netherlands), 2,5 pmol de cada ce-
bador, y una unidad de Taq ADN polimerasa
(GIBCO-BRL) en un volumen final de 30 pl.
La amplificacién fue realizada bajo las condi-
ciones siguientes: 94 °C por 2 min, 40 ciclos
de (94 °C, 30 seg, 50°C por 30 seg, 72 °C por
2 min) y un ciclo final de 72 °C por 10 min.
Las corridas electroforéticas se realizaron en
geles de poliacrilamida al 4%, y los productos
de amplificacién fueron visualizados mediante
tincion con plata propuesta de forma similar a
lo reportado por Rohde (1995).

Se realizé la lectura visual de los geles
de poliacrilamida y las bandas polimoérficas se
evaluaron de forma binaria con 1 y O para la
presencia o ausencia de bandas respectivamen-
te para cada genotipo. A partir de las matrices
de datos originales se calcularon los siguientes
parametros de acuerdo con lo sugerido por Be-
laj et al. (2003):

@ Nuamero de unidades de ensayo (u:
producto de la amplificacion de la
PCR obtenida con una pareja de oli-
gonucleétidos).

@ Nuamero de bandas polimérficas (ny).

®  Nuamero de bandas no polimorficas

(Qap).

@ Nuamero total de bandas
(0= np+ Nap).

®  Numero promedio de bandas poli-
motficas por unidad de ensayo (np/u).

© Numero de patrones de bandas iden-
tificados por combinacién de oligo-
nucleétidos (Tp).

@ Numero de patrones tnicos de ban-
das identificados por combinacién de
oligonucledtidos (15).

®  Porcentaje de identificacion

(Pi = (T)./ T;)x100).

©  Nuamero promedio de patrones de

bandas identificados (I).

(9 Numero promedio de patrones uni-

cos de bandas identificados (I,).

(0 Heterocigosidad esperada (Hep) del
loci polimérfico: He = 1 - Zpi2 don-
de pi es la frecuencia de alelos en el
i™ alelo y la media aritmética de la
hetero%goadad del loci polimérfico:

H, = , donde n es el nimero de
marcadores analizados. En todos los
casos, los valores fueron corregidos

por el tamafio de la muestra como:
2nH

7 2n-1
Media de la heterocigocidad espe-
rada de los loci polimérficos: He=

(X Hep)/C.

Se estimo la similitud genética entre todos
los genotipos estudiados, para ello se utilizo el

>

(12)

Tabla 2. Secuencias de los oligonucledtidos (ISTR) utilizados en la caracterizacién molecular
de los 16 ecotipos de cocotero.

Oligonucleotidos (ISTR) Nomenclatura
5" TTTTCTACTTCATGTCTGAAT 3~ (B1A)
5" AATAAATCGATCATCGACTC 3~ (B2A)
5" ATTCCCATCTGCACCATT 3~ (B3)
5" AGGAGGTGAATACCTTAG 3~ (F1)
5" GTCGACATGCCATCTTTC 3~ (F3)
5" CAACAGCGCTCCCACTGA 3~ (F7)
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subprograma SIMQUAL, empleando como
coeficiente Dice, y como método de agrupa-
miento las medias aritméticas por grupo no
ponderadas (UPGMA) por presentar los valo-
res cofenéticos mas elevados, calculos realiza-
dos mediante el paquete estadistico NTSys-PC
(version 2.1).

Resultados y discusiéon

En el estudio molecular de los ecotipos
de cocotero, con el empleo de las 5 combina-
ciones de oligonucleétidos ISTR, se obtuvieron
un total de 99 bandas, de las cuales el 81,8%
resultaron ser polimérficas. El total de bandas
reveladas por combinacion varié entre 13 y 25
para las combinaciones F1/B2A y F1/B1A
respectivamente (tabla 3).

La combinacién F1/B2A present6 el me-
nor numero de bandas, pero el 100% de las
mismas fueron polimorficas. Sin embargo, el
polimotfismo revelado por la pareja de oligonu-
cledtidos F7/B3 solamente ascendié al 55,5%.
Las restantes parejas de oligonucleétidos (F1/
B1A, F3/B3 y F7/B1A) mostraron valotes in-

termedios en cuanto al total de bandas obte-
nidas, manifestando un polimorfismo de 96,1,
80,9 y 76,1% respectivamente. Los resultados
obtenidos muestran que con cinco pares de oli-
gonucledtidos del marcador ISTR se pudieron
detectar 81 fragmentos polimoérficos. Sin em-
bargo, Rodriguez et al. (2004) identificaron 41
bandas polimoérficas con el empleo de dos com-
binaciones de oligonucleétidos de ISTR (F7A/
B3 y F3/B2B) que le permitieron distinguir
todos los genotipos en un estudio de caracteri-
zacion molecular de una poblacién de hibridos
de guayaba (Psidinm guajava 1..). Resultados simi-
lares fueron encontrados en aguacatero (Persea
americana M.), que con una sola combinacién de
oligonucleétidos ISTR (F3/B2A) utilizada pro-
dujo un total de 157 fragmentos polimorficos
que permiti6 la identificacion de 18 variedades
de aguacate (Ramirez et al., 2003).

Los patrones de bandas identificados por
la combinacién F1/B2A fueron unicos, por lo
que la misma resulté ser altamente eficiente
para diferenciar todos los ecotipos analizados.

El porcentaje de identificacion fue alto
(Pi=91,2%), teniendo en cuenta las cinco com-

Tabla 3. Niveles de polimorfismo detectado entre los 16 ecotipos de cocoteros para cada combinacién
de oligonucleétidos empleados en el andlisis de ISTR.

; Combinaciones de oligonucleétidos ISTR
Indices y sus abreviaturas
F1/B1A | F1/B2A | F3/B3 | F7/B3 | F7/B1A

No de bandas polimérficas np 25 16 17 10 16
No de bandas no polimdrficas nnp 1 0 4 8 5
No total de bandas n 26 16 21 18 21
No promedio de bandas polimdrficas P 19,8
No de patrones de bandas Tp 25 16 18 11 16
No de patrones unicos de bandas Tpu 22 16 16 10 14
Porcentaje de identificacion Pi 88,0 100 88,9 91,0 88,0
No promedio de patrones bandas I 16,6
No promedio de patrones dnicos de bandas lu 10,4
Heterocigocidad esperada Hep 0,40 0,36 0,29 0,21 0,23
Promedio de heterocigocidad esperada He 0,30
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binaciones de oligonucle6tidos empleadas.
Las combinacién F1/B1A y F7/B1A presen-
taron un menor porcentaje de identificacion
(Pi=88%), seguidas da F3/B3 (Pi=88,9%). Va-
lores superiores fueron encontrados para el par
de oligonucleétidos F1/B2A. Estos resultados
sugieren que esta ultima combinacién pudie-
ra ser utilizada para estudios de identificacién
de ecotipos en poblaciones de cocotero de la
zona de Baracoa, debido al elevado porcentaje
de identificacién (Pi=100%) y el polimorfismo
generado (100%).

De manera general, la heterocigocidad
media esperada fue baja (He=0,30), resultados
que corroboran los valores obtenidos para la
heterocigocidad esperada por combinacion.
Esto pudiera deberse a que a pesar del diferen-
te origen de las introducciones en esta regién,
las mismas involucraron materiales con muy
poca variabilidad. Resultados similares fueron
encontrados por Lebrun et al. (1998), Meerow
et al. (2003), Perera et al. (2003) y Zizumbo-
Villareal et 4l. (2000) en estudios de diversidad
genética de la especie en Sri Lanka, Africa y Pa-
cifico Sur, Estados Unidos y México. Por otra

Grupo |

parte, la combinacion F1/B1A mostr6 el mayor
valor de heterocigocidad esperada (He=0,40),
mientras que pata la combinacién F7/B3 se
obtuvo el menor valor (He=0,21).

En la figura 1 se muestran las relaciones
genéticas entre los 16 ecotipos de cocoteros
estudiados. Con excepcion de los ecotipos In-
dio Amarillo de Bariguita (IABr) e Indio Do-
rado de Jamaica (IDJ), los cuales presentaron
un alto valor de similitud (88%), el analisis de
agrupamiento permitié la diferenciacién de to-
dos los ecotipos. Mas, de un modo general, el
dendrograma mostré dos grupos principales,
cuya similitud genética fue 0,67. El grupo I lo
conforman los ecotipos que tienen un origen
comun, o sea, refuerza la hipotesis de que en la
primera mitad del siglo XIX se logré un movi-
miento de semillas de coco desde Centro Amé-
rica, principalmente de la regién noroeste de
Honduras y sur de México hacia Cuba a través
de la United Fruit Company duefia de planta-
ciones de bananos y cocoteros en Cuba (Cueto
etal., 2004). Sin embargo, en el grupo 1I se pre-
sentan ecotipos procedentes de introducciones
de diferentes regiones geograficas de América

Grupo I1

T
078
Coefficient

T X ¥ 1
083 088

Figura 1. Resultados del analisis de agrupamiento realizado sobre la base de 5 combinaciones
de oligonucleétidos ISTR, mediante el coeficiente de Dice y el método de agrupamiento UPGMA
del paquete de programa NTSYS-pc (version 2.1).
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que pudieron involucrar materiales obtenidos
de poblaciones de cocoteros diferenciadas con
baja diversidad genética.

Es valido destacar que los ecotipos Ena-
no Rojo de Malasia (ERM) e Indio Rojo de
Sabana (IRS), asi como Indio Rojo de Duaba
(IRD) e Indio Rojo de Manglito (IRMn), se
mostraron relacionados, con valores de simi-
litud de 83 y 84%, respectivamente (figura 1,
grupo 1), lo cual es de esperar dado el tipo de
variedad de cocotero, la cual se corresponde
con ecotipos enanos. Esto sugiere que el alto
nivel de autopolinizacién en esta variedad ha
permitido la endogamia en dichos materiales,
lo que coincide con estudios morfolégicos
y moleculares realizados en Cocos nucifera L.
(Perera et al., 2003; Zizumbo-Villarreal et 4l.,
2000).

La evaluacién de la diversidad en los di-
ferentes ecotipos de cocoteros mediante mar-
cadores ISTR mostré que se cuenta con un
nivel de variabilidad, analizando los grupos
formados, lo que coincide con la variacién
morfolégica observada (atendiendo a los ca-
racteres del fruto y estructura de la hoja) en la
poblacion in situ segun lo sefialado por Santos

(2006).

El polimorfismo generado mediante
ISTR ha sido utilizado en estudios de variabili-
dad genética en el género Musa (Roman, 2004),
cebada (Castiglioni et al., 1998), en el analisis
de las relaciones genéticas de los 30 principales
cultivares de mango (Mangifera indica Linn.) en
Cuba (Capote et 4l., 2003), y en una poblacion
de hibridos de guayaba (Psidinm gnajava Linn)
(Rodriguez et 4l., 2004). También ha sido reco-
mendado para la certificacién de variedades de
cereales (Donini et al., 1999), y en la identifica-
cién de genotipos en colecciones de aguacate-
ro (Persea americana Mill.) (Ramirez et al., 2003).
Por tanto, estos marcadores podtian apoyar los
trabajos de seleccion de materiales promisorios
en los programas de mejoramiento genético
del cultivo.

Conclusiones

Los marcadores ISTR se emplearon para
realizar estudios de diversidad genética en el
cocotero, y se demuestra que existe un nivel de
variabilidad entre los ecotipos estudiados.

La combinacién F1/B2A puede ser uti-
lizada para estudios de identificacién de ecoti-
pos en poblaciones de cocotero de la zona de
Baracoa.

La variabilidad genética encontrada en
los ecotipos sugiere que a pesar del diferente
origen de las introducciones en esta region, las
mismas involucraron materiales con poca di-
versidad.
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