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AMOVA

Banco de

germoplasma

CENGICANA

Coleccién nacional

Dendrograma

Distancia euclidiana

Frecuencia alélica

GLOSARIO

Método estadistico llamado analisis molecular de la

varianza.

Nombre al que se le otorga al conjunto de variedades
gue se resguardan, colectadas de diversidad de
destinos, con la finalidad de preservar la variabilidad

genética.

Institucion  llamada centro guatemalteco de

capacitacion e investigacion de la cafia de azlcar.

Nombre otorgado al banco de germoplasma de
variedades de azucar de Guatemala, creada por
CENGICANA.

Es un grafico que ordena de forma jerarquica,
semejante a un arbol, individuos en grupos, asociado

a analisis multivariado de conglomerados.

Es una herramienta utilizada en analisis multivariado,
gue relaciona en linea recta un grupo o grupos de

observaciones con un origen.

Se refiere al nUmero de ocurrencias observadas de la

forma variante de un gen, en el mismo lugar en los
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Gen

Heterocigosidad

Heterosis

InfoGen

Ley Hardy-Weinberg

Marcador molecular

cromosomas, cuya expresion puede causar variantes

fenotipicas, como el color de los ojos.

Es la unidad basica (secuencia de ADN) que permite
la transferencia de caracteristicas hereditarias a la

progenie.

Hace referencia a la variabilidad (diferencia) de los

alelos en la combinacién genética de los progenitores.

En mejoramiento genético, se refiere a la seleccion de
dos parentales con diferencias en los caracteres de
interés, con la finalidad de expresar en la progenie una

expresion superior, también llamado vigor hibrido.

Software estadistico, especializado en mejoramiento

de plantas.

Se refiere al comportamiento de la frecuencia alélica
en donde la poblacion diploide y reproduccién sexual,
no cambia, manteniéndose en equilibrio, no existiendo

una variabilidad genética amplia.
Se refiere a un segmento de ADN (de un gen) que

sirve como punto de referencia para el analisis del

genoma de un organismo.
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Microsatélite

Polimorfismo

Raya roja

Retrocruza

Significancia

Es un segmento corto de ADN con una longitud de uno
a seis pares de bases, que se utlizan como

marcadores moleculares.

Se refiere a las muchas variantes que puede expresar

una seccion de ADN.

Enfermedad bacteriana en cafia de azUcar causada
por el agente Acidovorax avenae subsp. Avenae
(Manns) Willems = Pseudomonas rubrilineans (Lee et
al., 1925) Stapp.

Se refiere a la cruza de un hibrido (F1) con uno de los

padres o genotipo idéntico al paterno.

En referencia a la estadistica, se asocia al nivel de
certeza cuando se evalla una hipoétesis, generando

confiabilidad de que el resultado no se debe al azar.






RESUMEN

El proposito de este trabajo fue, brindar a CENGICANA un anélisis de la
variabilidad genética de su banco de germoplasma, como base de entendimiento

de su conformacion.

El objetivo general consistio en determinar la variabilidad genética entre y
dentro de los grupos de pais de origen de importacion de variedades de cafa de
azucar, utilizando un AMOVA, para conocer si existen distancias genéticas
significativas en la coleccion nacional de cafia de azlcar. Lo anterior como base
para conocer las diferencias y similitudes dentro de las variedades importadas de
distintos paises de origen y las diferencias genéticas de las variedades de dichos

paises.

La investigacion emple6 un enfoque cuantitativo, con un disefio no

experimental, de tipo transeccional y alcance exploratorio.

Se tomo la base de datos del andlisis molecular de 375 variedades del
banco de germoplasma de CENGICANA, utilizando tres marcadores
moleculares. Las variedades se agruparon por origen o serie de seleccion de la
variedad.

El principal resultado determiné que hay diferencias significativas entre

grupos y dentro de los grupos, pero la variacion entre grupos es muy baja,

detectando mas variacion dentro de los grupos.
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Se concluyé que el grupo de variedades o materiales CP (Canal Point)
cuentan con la mayor variabilidad dentro del grupo, respecto a los otros grupos

de origen.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

o Contexto general

El programa de variedades de CENGICANA, tiene como objetivo generar
nuevas variedades de cafia de azlcar, adaptadas a las condiciones locales,
tolerantes a enfermedades y de alta produccion, para lo cual genera una
estrategia de mejoramiento, Quemeé, Orozco y Salazar. (2016a) destacan cuatro
procesos: a) recurso genético (germoplasma) b) cruzamientos c) seleccion y d)

desarrollo comercial.

El recurso genético o germoplasma empleado por CENGICANA para
definir los progenitores en los cruzamientos, es llamada coleccion nacional (CN),
la cual esta compuesta por 2,575 variedades de 23 paises distintos. El objetivo
de los cruzamientos es generar progenie superior en caracteristicas deseables
para la AIAG: contenido de azucar (% Pol), rendimiento de biomasa (toneladas
de cafia por hectarea), tolerancia a enfermedades y plagas, caracteristicas
agronémicas y otras, Quemé, Orozco y Salazar (2016b) al citar a Cox et al.
(2000), destaca que es necesario contar con variabilidad genética del
germoplasma, pues lo anterior permite la seleccién de parentales que generan
progenie de caracteristicas superiores, pero también se debe considerar que el
contenido de azucar no depende de un solo gen, por lo que la estrategia de
seleccidon de parentales, se basa en seleccionar progenitores de alto contenido
de azucar y garantizar variabilidad genética entre estos para tener mayor
probabilidad de éxito de generar progenie de mayor contenido de azucar que los

progenitores (Quemé, Orozco y Salazar, 2016b).
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o Descripcion del problema

La coleccién nacional no estaba caracterizada molecularmente, respecto
a su similitud genética entre grupos de variedades del mismo pais y dentro de
estos paises, a pesar de existir informacion genética de un buen namero de las
variedades presentes en la misma. Por lo que se perdia informacion importante,
que ayuda al proceso de recurso genético de CENGICANA. Por lo que el
AMOVA, indica la variabilidad que existe entre los grupos de variedades de los
diversos paises, presente en la coleccién nacional y la variabilidad dentro del
mismo grupo, generando informacion util al proceso de recurso genético,
empleando dicha informacion como un criterio mas para la caracterizacion de los
parentales utilizados en las cruzas, favoreciendo a la mayor certeza de generar
progenie superior, en términos de azucar, produccion de biomasa, tolerancia a

enfermedades y otros.

El programa de variedades de CENGICANA, cuenta con un &rea de
biotecnologia, que puede caracterizar genéticamente las variedades de cafia de
azucar en base a tres marcadores moleculares, Molina et al. (2016) generando
informacién cualitativa, con variables binarias, determino indices de similitud
genética, pero sin hacer analisis de significancia entre las distancias genéticas,

por lo que se definio el procedimiento de andlisis.

o Formulacién del problema

o Pregunta central con la que se trabajo fue:
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. ¢, Cual es la variabilidad genética entre las variedades de
distintos paises y dentro de los grupos (paises) en la

coleccién nacional de CENGICANA?

o Preguntas auxiliares

Para esto también se respondio las preguntas auxiliares:

. ¢, Cual es la significancia de las distancias genéticas entre
375 variedades de la coleccion nacional, basados en tres

marcadores moleculares?

. ¢, Cual es la variabilidad genética dentro de los grupos de
variedades del mismo pais de origen y cual sera la
variabilidad genética entre paises de origen, para entender
la variabilidad genética total de la coleccién nacional?

. ¢, Como replicar el procedimiento al contar el laboratorio de
biotecnologia con informacion de otras variedades del banco

de germoplasma?

o Delimitacion del problema

El uso de técnicas estadisticas como la AMOVA, permiti6 conocer la
significancia de las distancias genéticas de las variedades del germoplasma de
CENGICANA, con dos finalidades: estimar la variabilidad genética utilizada en
las cruzas y tener un criterio mas para definir los lugares, que se deben de
priorizar para importar variedades. Lo que ayuda al programa de variedades, en

el proceso de andlisis e interpretacion de la informacion generada por el area de
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biotecnologia. Para lo cual se utilizd un grupo de 375 variedades de la coleccién

nacional y 3 marcadores moleculares.

La problemética que se abordé consiste en determinar si existe
variabilidad genética entre el grupo de variedades de distintos paises de origen'y
dentro de cada grupo, con los que cuenta la coleccion nacional, tomando como
insumo la matriz binaria, que expresa la ausencia o presencia de segmentos de
secuencias conocidas, llamados marcadores moleculares. Dichas variables son
de tipo cualitativo generando bases de datos grandes, permitiendo estimar
indices de distancias genéticas, que posteriormente sirvieron para realizar
andlisis AMOVA, para definir qué pais de origen es el que aporta mayor
variabilidad a la coleccion nacional, y que permite priorizar la importacién de

dichos lugares y también uso de estas variedades para sus cruzas.
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OBJETIVOS

General

Determinar la variabilidad genética entre y dentro de grupos de
variedades, utilizando un andlisis AMOVA, para conocer si existe distancias

genéticas significativas en la coleccidén nacional.

Especificos

1. Determinar la distancia genética entre 375 variedades de la coleccion
nacional, utilizando tres marcadores moleculares, para comparar

genéticamente las variedades.

2. Determinar la variabilidad entre los distintos grupos de variedades y dentro
de ellos, por medio del analisis AMOVA, para definir la diversidad genética
total de la coleccién nacional.

3. Generar el procedimiento de analisis con AMOVA con datos producto del
andlisis de marcadores moleculares del &rea de biotecnologia, por medio
del presente documento, para su uso en el programa de variedades de
CENGICANA.
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RESUMEN DEL MARCO METODOLOGICO

El enfoque utilizado fue cuantitativo y el disefio fue no experimental de tipo

transeccional y alcance exploratorio.

. Caracteristicas de estudio

Se realizaron mediciones de distancias genéticas con una variable
cualitativa binaria, por lo que el enfoque de la investigacion fue cuantitativo, al

obtener indices de similitud genética y realizar agrupaciones respecto al mismo.

El alcance es exploratorio, dado que se caracteriz6 la coleccion nacional
de CENGICANA, respecto a su similitud genética, discriminando dentro y entre
grupos la diversidad genética, considerando de mayor diversidad el grupo que

mas distancias genéticas presente entre sus individuos.

La informacion genética y la variabilidad se analiz6 empleando la base de
datos del laboratorio de biotecnologia de CENGICANA, el cual caracterizo6 la
ausencia o presencia de marcadores moleculares, en una matriz binaria,
haciendo que el disefio utilizado sea no experimental, ademas fue transversal,
pues se estudid la diversidad genética de un grupo aleatorio permitiendo hacer
inferencia en la totalidad de la coleccidn, pero a medida que la misma evolucione

sera necesario realizar nuevos analisis.
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. Unidad de anélisis

La poblacion de estudio fue la coleccion nacional de CENGICANA que
cuenta con 2,575 variedades de 23 paises distintos, misma que esta dividida en
subpoblaciones dadas por el pais de origen o el programa de cruzamientos que
genero dicha variedad, de esta se tom6 una muestra de 375 variedades de los
principales programas de los cuales se importan variedades, que fueron

estudiadas en su totalidad.

o Variables: a continuacion, se describen las variables utilizadas en
el estudio:
Tabla I. Matriz de variables utilizadas en el estudio
Nombre Variable Definicion tedrica Definicion operativa

Presencia de la banda

) . genética comparada con el 0 = Ausente
Polimorfismo . o .
microsatélite en la variedad 1 = Presente
analizada

Distancia genética entre

. o variedades, comparando la
Indice de similitud

» similitud respecto a Porcentaje
genética ) _ )
polimorfismos y semejanzas
con otras variedades
Fuente: elaboracion propia.
. Fases

Las fases empleadas en el estudio son descritas de la siguiente manera:
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o Técnicas metodologicas

. Fase 1. Obtencién de la base de datos

Se utiliz6 la base de datos generada por el laboratorio de biotecnologia de
CENGICANA, quienes utilizaron 3 marcadores moleculares, en 375 variedades
del banco de germoplasma de CENGICANA, ya descrita de forma binaria
describiendo presencia o ausencia del gen correspondiente al marcador. Dicha
base de datos ya depurada se analizé con InfoGen y se analiz6 la informacién
para redactar el trabajo final, donde en base a las significancias se definio si hay

variacion genética entre y dentro de los grupos de variedades o paises de origen.

. Fase 2. Comparacion de indices de distancia

Se realizaron los andlisis AMOVA con distintos indices de distancia
genética, para validar que éste no es un factor que cause diferencia en los
resultados del analisis AMOVA, determinando la diversidad genética total de la
coleccién nacional, pudiendo agruparlo entre grupos y observar la variabilidad

entre y dentro de los mismos.

. Fase 3. Discusion e integracién del documento final

Se discutieron los resultados en funcion de priorizar el origen de la
importacion de variedades para la coleccion nacional, integrando el documento
final, el cual servirhA como guia de la sistematizacién del procesamiento de
analisis de datos para marcadores moleculares del area de biotecnologia de
CENGICANA.

o Técnica de andlisis de la informacién
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Se utiliz6 un modelo jerarquico, para el analisis de la informacién,
denominado analisis molecular de la varianza. Se utilizaron los valores de
distancia genética para realizar dicho analisis, lo cual dio la significancia entre

grupos y dentro de grupos:

. indices distancia genética

Los indices de distancia genética consisten en estimar la similitud entre
genotipos basados en la presencia o0 ausencia de distintas bandas asociadas a
genes obtenidos de andlisis de electroforesis. Existen aproximadamente 10
indices distintos para estimar la distancia genética, por lo que se evaluaron todos

para identificar diferencias.

. AMOVA

Tomando los indices de distancia se hizo un analisis de AMOVA, para
determinar la significancia de las distancias, y se interpretd si estadisticamente

existe diferencia real entre los genotipos.

Para esto se utilizé una base de datos inicial binaria, que indica ausencia
o0 presencia de gen, y estos datos se utilizaron para estimar las distancias
genéticas mediante la aplicacion del modelo AMOVA, con la herramienta
InfoGen.
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INTRODUCCION

Este estudio correspondi6 a una sistematizacion, debido a que
proporciona a los investigadores del programa de variedades de CENGICANA,
un criterio para entender la composicién general del banco de germoplasma,
desde una visién genética, aportando mas informacion, en la caracterizacion e
identificacion de grupos de variedades y las diferencias o distancias genéticas

entre ellas.

La problematica surge al entender que la sostenibilidad de la industria
depende de muchos factores, uno de ellos es poseer variedades nuevas de forma
constante, que estén adaptadas al ambiente, en el contexto del cambio climatico.
Por lo que CENGICANA cuenta con un programa de variedades. El programa
tiene un banco de germoplasma, llamado coleccién nacional (CN), el cual se
analiz6 molecularmente, con los marcadores CV29, CV37 y CV38, permitiendo
estimar la distancia genética entre variedades, lo cual es de importancia para la
seleccion de progenitores, en el proceso de generacion de nuevas variedades.

La importancia de la presente investigacion se entiende como un aporte
metodoldgico en el andlisis de la variabilidad de la CN. Al entender que el objetivo
de esta es ampliar la base genética, que permita contar con variabilidad en las
cruzas, y de esta manera tener progenie superior. Con base a lo anterior se
importan constantemente variedades de programas extranjeros esperando que
dichos materiales amplien dicha variabilidad genética, por lo que utilizar
metodologias como el AMOVA, permite conocer que tan distantes son las

variedades de distintos programas de otros paises, para priorizar la importacion
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de dichos destinos, y de igual forma que tanta variacion aportan estas variedades

a la coleccién nacional.

El esquema de la solucion consistié en tomar la caracterizacion parcial, de
la coleccidon nacional con marcadores moleculares, 1o que generd una gran
cantidad de informacion de caracter binario, indicando presencia o ausencia del
marcador en la variedad de cafa. Esta informacion es analizada con indices de
similitud, pero estas herramientas estadisticas no son capaces de indicar si las
distancias genéticas entre variedades son significativas o no por lo que la
implementacion de herramientas como el AMOVA es una extension del analisis
de frecuencias genéticas de poblaciones, permite conocer si estas distancias son
significativas, para asegurar que existe diferencias genéticas entre variedades

del mismo grupo o pais de importacién y entre los paises de importacién.

Para realizar el AMOVA se utiliza una matriz amplia de distancias
euclidianas entre todos los polimorfismos, generando un archivo que contiene la
frecuencia de los haplotipos de las variedades empleadas, lo que permitio
generar un andlisis de la estructura genética de la muestra, al definir las
distancias entre grupos y subgrupos. Distintos programas estadisticos
especializados permiten realizar dicho analisis, entre ellos InfoGen, el cual es un
software generado por la Universidad de Cérdoba, Argentina, y que se utilizé en

el estudio realizado.

La presente investigacion contiene cuatro capitulos: capitulo 1, el cual
inicia con una recopilacién exhaustiva de literatura, que describe el origen de la
cafia de azlcar comercial y aplicaciones puntuales en mejoramiento de plantas,
cafia de azlcar y coleccién nacional de CENGICANA, ejemplificando la
importancia de contar con nuevas variedades de cafia y los problemas que

algunas industrias han presentado al depender de una sola variedad. De igual
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forma describiendo la importancia de la variabilidad genética en las cruzas para
formar nuevas variedades y como la herramienta AMOVA fue creada con la
finalidad de dar respuesta a la determinacion de las diferencias entre grupos y a
lo interno de los mismos, tomando como variable las caracterizaciones con

marcadores moleculares.

El capitulo 2, consiste en el marco teorico, el cual esta desglosado en
conceptos basicos de genética en cafia de azlcar, procesos de cruzamiento, uso
de analisis molecular en cafia de azucar, indices de distancia genética y analisis

molecular de la varianza.

El capitulo 3, presentacion de resultados, considerando analisis de 375
variedades con el modelo AMOVA, comparacion de andlisis AMOVA utilizando
distintos indices de distancia y la seleccion de grupos y variedades de mayor

variabilidad.

Por ultimo, el capitulo 4, discusiéon de resultados, encontrando diferencias
significativas entre los grupos CP89, CP91, CP92, CP00, V2 Y CP97, y los grupos
con mayor variacion interna son CP89, CP91, CP92 y CPO00, de donde se
determinan que dichos grupos son los que poseen la mayor variabilidad genética

0 mayor riqueza dentro de la coleccion nacional de CENGICANA.
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1. MARCO REFERENCIAL

. Estudios Previos

El Centro Guatemalteco de Investigacion y Capacitacion de la Cafa de
Azicar (CENGICANA), es quien genera tecnologia para la agroindustria
azucarera de Guatemala, contribuyendo a su sustentabilidad. EIl programa mas
grande de CENGICANA, es el de variedades, el cual genera nuevos materiales
genéticos adaptados a las condiciones locales, tolerantes a enfermedades y de
mayor produccion, incrementando la productividad global. Permitiendo entender
en la presente investigacion a profundidad la composicion varietal de Guatemala
y la variabilidad de la coleccion nacional (CN), respecto a la zafra 2015-16,
Orozco y Buc (2016) indican que se cosecharon 268,735 hectareas, identificando
el 72.8 %, y encontraron que el 70 % del area est4 sembrada Unicamente con
cuatro variedades, por lo que el programa busca aumentar el niumero de
materiales utilizados, generando nuevas cruzas que provienen de la CN, de 2,575

variedades de todo el mundo (banco de germoplasma).

Respecto al origen de las variedades modernas, Creste et al. (2009)
indican que al menos se utilizaron dos especies de Saccharum en las cruzas de
las primeras variedades de cafia de azucar, generando un antecedente en la
actual investigacion, de la estrecha variabilidad genética en cafia de azucar, al
compartir origenes comunes las variedades comerciales actuales. La progenie
obtenida de dichas cruzas, fueron repetidamente retrocruzadas, con clones de S.
officinarum, para recuperar los alelos favorables para el contenido de azucar del
padre recurrente, llamandose novilizacion de la cafia de azucar (Roach, 1972). A

partir de ello se ha generado una base genética muy estrecha para el cultivo
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(Rosales, Quemé y Melgar, 2011). A pesar de los avances propios, de cada
programa de mejoramiento de cafia de azucar a nivel mundial, se ha llegado a
una meseta en el contenido de azlcar, en las nuevas variedades de mayor
rendimiento, Quemé, Orozco y Salazar (2016b), explican que es un reto para los
procesos de mejoramiento generar progenitores de mayor contenido de azucar,
para lo cual medir si las distancias genéticas de la estructura de la coleccion
nacional y si son significativa, genera una herramienta, que contribuye a dicho

reto.

Existe una importancia latente en la generacion constante de nuevas
variedades de azucar, Rosales et al. (2011), menciona que las principales
industrias azucareras del mundo, han llegado a depender de una variedad (mas
del 40 % del area sembrada con una sola variedad), las cuales dejan de ser
utilizadas por problemas de susceptibilidad a enfermedades, colocando en riesgo
la productividad de sus industrias, por lo que dicho autor concluye, que las
industrias deben diversificar su composicion varietal (10 a 12 variedades), para
minimizar el riesgo de ser afectados por problemas de enfermedades que
mermen la produccion, por lo que asociar o utilizar progenitores con distancias
genéticas significativamente distantes a las variedades susceptibles a las
enfermedades, es un aporte de utilizar herramientas como la AMOVA, como se

busca esta investigacion.

La seleccion de parentales para realizar las cruzas en la actualidad se
basa en la seleccion recurrente de materiales con fenotipos deseados, pero sin
mucha informacion genética de los mismos. Existe mas probabilidad de generar
una nueva variedad de alto tonelaje y contenido de azucar, si se cruzan
parentales de alto contenido de azucar (fenotipo) pero que entre ellos exista
variabilidad genética (heterosis). Dicha informacién, se genera por el laboratorio



de biotecnologia de CENGICANA, pero aln no se ha establecido la metodologia

de andlisis, para que sea utilizado como un insumo, en la seleccion de parentales.

La AMOVA fue propuesta para disefiar una metodologia alternativa que
haga uso de la informacion molecular disponible proporcionada en estudios de
poblaciones, Mengoni y Bazzicalupo (2002) citan en su trabajo a Excoffier et al.
(1992) indicando también que la primera vez que se aplicé el método AMOVA se
emple6 para analizar poliformismos en el ADN mitocondrial humano.
Posteriormente, se utilizo para el estudio de problemas ecoldgicos de plantas y
animales. Este método tuvo gran impacto en los estudios moleculares, pues los
mismos se caracterizan por tener un nimero elevado de muestras o individuos
estudiados y de igual forma un numero elevado de analisis moleculares,
generando una gran base de datos. Este método describe los factores que
influyen en la estructura de las poblaciones, con una gran aplicacion en la
agricultura y en los procesos de mejoramiento vegetal, generando la base
metodologica del desarrollo de esta investigacion y su aplicabilidad en la

caracterizacion de la coleccién nacional.

En la caracterizacion de 100 variedades tomadas de la coleccion nacional
de CENGICANA, Molina, Madaleno, Sut y Camargo. (2015) indican que se utilizd
tres marcadores de secuencia simple, obteniendo: frecuencia alélica, porcentaje
de loci plimorficos, nimero de alelos efectivos, contenido de informacién
polimorfica y un dendrograma estimando la similitud genética, con base al grado
de asociacion utilizando el indice Dice y realizando la agrupacion con el método
UPGMA. Pero aun no se ha utilizado dicha informacion para realizar un AMOVA,
y de esta forma estimar la diversidad total, y la diferencia estadistica entre
poblaciones y dentro de ellas. Lo que sirve como un ejemplo de aplicacion de la
metodologia en cultivos con amplia variabilidad, y con la misma finalidad de este

estudio, al tomar los datos del citado trabajo en la actual investigacion.
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El Instituto de Ciencia y Tecnologia Agricola (ICTA, Guatemala), ha
realizado trabajos semejantes para la creacion de una coleccion nacleo en maiz,
Molina, Ponciano y Fuentes (2005) utilizaron diez marcadores moleculares en
maiz, para caracterizar 731 variedades de 23 departamentos, para lo que
utilizaron un analisis de AMOVA, encontrando que no existia variabilidad genética
entre departamentos, pero si existia alta variabilidad genética dentro de los
departamentos. Por lo que los materiales a nivel nacional estdn ampliamente
dispersos en todo el pais, pero cada departamento tiene una alta diversidad
genética. Este trabajo aporta los conceptos, que se implementoé en el andlisis de

la variabilidad de la coleccion nacional de CENGICANA.

En Brasil, analizaron 53 variedades de cafa de azlcar, de los tres distintos
programas de mejoramiento en dicho pais, utilizaron siete marcadores asociados
al metabolismo de la acumulacién de la sacarosa y tres asociados a la tolerancia
a sequia y tres mas arbitrarios (Creste et al.,2009). Para lo cual emplearon el
indice Jaccard para definir el nivel de asociacion y definir la similitud genética.
Posteriormente, realizando un analisis de AMOVA se determiné que existe
mucha similitud entre programas y que la variabilidad en los genes evaluados fue
menor en los genes del metabolismo de la sacarosa que en los del metabolismo
de la respuesta a la sequia. En este trabajo se utiliza un indice distinto al
planteado en trabajos semejantes, concluyendo que no hay mucha diferencia con
el planteado por Molina et al. (2016) permitiendo emplear el mismo algoritmo de

analisis en la actual investigacion, con la diferenciacion del uso del indice Dice.

En la India se realiz6 un estudio sobre 30 variedades de cafia de azlcar,
Singh, Khan, Pandey, Kumar y Lal (2011) encontraron variedades susceptibles y
tolerantes a la enfermedad raya roja o podricion del tallo, con marcadores de
secuencia simple. El contenido de informacion de polimorfismo (PIC) vario de

0.216 a 0.813 con un promedio de 0.525. Los valores mas altos (0.86) de la
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proporcion de loci polimérficos y la heterocigosidad esperada se obtuvieron en la
poblaciéon susceptible y en la poblacion moderadamente tolerantes,
respectivamente. Sin embargo, el AMOVA mostré variacion entre los grupos. Los
resultados sirven como referencia comparativa en la presente investigacion,
respecto a las distancias genéticas promedio y las de los individuos mas distantes
entre ellos. Los resistentes ISH150 y SES594 resultaron ser los mas distintos,
mientras que el resto de los genotipos podrian agruparse en dos grandes grupos
gue separan los moderadamente resistentes y susceptibles. Por lo tanto, la
informacion que generaron se puede utilizar en el manejo de recursos genéticos,
seleccionando parentales con resistencia a la raya roja, y mapear la distribucion
varietal de forma geogréfica, respecto a susceptibilidad a la enfermedad. Lo que
aporta a la metodologia respecto a la interpretacién de los resultados del analisis,
y presenta nuevas aplicaciones posibles a la herramienta, sirviendo como guia

metodoldgica e interpretativa en la actual investigacion.

Utilizando diez marcadores moleculares, algunos asociados a
acumulacion de sacarosa, tolerancia al frio, desarrollo de tricomas y cuatro
marcadores arbitrarios, Arro (2005) estudié 63 variedades de cafia de azUcar de
los dos programas de mejoramiento de Estados Unidos (Canal Point, y Luisiana).
Se encontraron similitudes genéticas que van de 0.78 a 0.94, se encontré una
falta de correlacion entre los marcadores y la expresion de las caracteristicas
asociadas. EI AMOVA, no definié diferencias entre poblaciones de las variedades
liberadas antes y después de la década de 1980, la variabilidad se dio entre
variedades (0.99) y no entre grupos. Dichos resultados mencionados
anteriormente, permite generar expectativas respecto a la variabilidad genética
de la coleccién nacional en la presente investigacion, debido a que dicha
coleccion posee un gran numero de variedades importadas de ambas

localidades.






2.  MARCO TEORICO

2.1. Fundamentos estadisticos del andlisis molecular de la varianza
(AMOVA)

La cuantificacion de la relacion entre individuos y los indices de similitud
fundamenta la determinacion de la diversidad genética y su distribucion entre y
dentro de las poblaciones de una determinada especie.

El uso de marcadores moleculares genera informacion, la cual es una
variable cualitativa binaria (1=presencia y O=ausencia), donde se expresa la
presencia del segmento o polimorfismo del individuo con el marcador, lo anterior
genera un gran volumen de datos que pueden ser analizados por medio de

herramientas multivariadas, como se observa en la figura 1.

Cuando las poblaciones estan subdivididas o partidas en individuos,
especies 0 grupos especificos se espera que se incremente la diversidad
(Banzarini, Arroyo, Bruno y Di Rienzo, 2006), recomendando el uso de modelos
jerarquicos que en este caso se denomina analisis molecular de la varianza
(AMOVA). Dicho andlisis permite determinar la significancia de las distancias

genéticas entre grupos y dentro de ellos.

Cuando en una poblacion hay algun tipo de particiéon o subdivisién, se
espera que esta cree una diversidad genomica o se aumente distancia genética
en dichos subgrupos (Slatkin, 1987). Esta estructura gendomica de las

poblaciones y la conformacién de subgrupos se ha estudiado por medio de



frecuencias alélicas, basados en la ley de Hardy-Weinbeg, que se basa en la

comparacion de lo observado con lo esperado.

Figura 1. Ejemplo de una placa de gel donde se realiz6 el andlisis de

electroforesis y forma de base de datos generada
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Fuente: Balzarini, Arroyo, Bruno y Di Rienzo (2006). Andlisis datos de marcadores con info-Gen.

El andlisis molecular de la varianza se fundamenta en la caracteristica
propia de la informacién molecular, que consiste en la suma de cuadrados de
matrices de distancias entre pares y no entre variables como se estima
normalmente (Excoffier et al., 1992). Este método es util para estimar la
variabilidad de datos binarios y se conoce la influencia de los factores de
clasificacion, en el caso del estudio, se basa en los paises de importacion de las
variedades.



Dicho modelo es jerarquico o anidado al existir mas de un factor de
clasificacion interno del grupo general. La significancia se consigue realizando
pruebas de permutaciones, esto evita el cumplir con los supuestos de normalidad

exigido por el analisis de varianza clasico.

Al proponer el analisis de AMOVA, Excoffier et al. (1992) menciona que la
estructura genética de la poblacién dentro de una especie se ha estudiado
tradicionalmente utilizando las desviaciones de las frecuencias alélicas. Se han
propuesto varios procedimientos de estimacion relacionados con los estadisticos
F de Wright (Wright, 1951) para el tratamiento de sistemas polimérficos. Los
métodos empleados, implican la transformacién no lineal del conjunto de datos
original en estimaciones de diversidad genética. Por lo que Excoffier indica la
necesidad de una metodologia mas general que no dependa tan criticamente de
los supuestos especificos, con la siguiente caracteristica: debe de ser alternativa
que haga uso de la informacién molecular disponible recopilada en las encuestas
de poblacion, sin dejar de ser lo suficientemente flexible para acomodar

diferentes tipos de supuestos sobre la evolucién del sistema genético.

El autor del AMOVA, indica que es un analisis jerarquico de la varianza
molecular directamente a partir de la matriz de distancias al cuadrado entre todos
los pares de haplotipos. Y tienen una relacion con un analisis de varianza
convencional, el AMOVA tiene la ventaja adicional de que se pueden imponer
varios supuestos diferentes en el proceso de diferenciacion de haplotipos, cada
uno de los cuales se traduce en una matriz de distancia diferente, sin cambios en

la estructura del andlisis posterior.

. Supuestos



o El analisis es anidado de la varianza molecular. EI modelo
jerarquico emplea componentes de diversidad dentro de

poblaciones, entre poblaciones o dentro de grupos y entre grupos.

o Se usan procedimientos de permutacion en la matriz de distancia al
cuadrado interindividual original para proporcionar pruebas de
significacién para cada uno de los componentes de la varianza

jerérquica y los anélogos estadisticos F relacionados.

o) Bajo la hipotesis nula, las muestras se consideran extraidas de una
poblacion global, con variacion debida al muestreo aleatorio en la
construccion de poblaciones.

o) Los componentes de la varianza se estiman a partir de un gran
namero (por ejemplo, 1000) de matrices permutadas. Usamos este
procedimiento para obtener la distribucion nula

En el andlisis AMOVA, cada poblacion o criterio de clasificacion se define
como factor y cada subgrupo se determina como nivel del factor, Balzarini et al.
(2006) por lo anterior describen a la poblacién como factor A y al subgrupo como
factor B, lo que buscamos con el AMOVA es la variabilidad en Ay B, y cuando B
esta anidado en A. Si todas las observaciones o individuos con el mismo valor de
B tienen el mismo valor de A, significa que cualquier variacién en A representa
una variacion en B, por lo que A es marginal de B. Para cada observacion se
realizardn n muestras (marcadores), generando una observacién multivariada

con valores binarios (1 0 0), y se puede resumir en un vector:
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Vector booleano (s-dimensionales) como:
p'= [ p1, P2,.., ps] (Ecuacion 1)
Donde pi s=1,...n expresa si esta la banda ausente (0) o presente (1). Y

las diferencias entre dos muestras se definen por p'1 - p’ 2. Las diferencias entre

dos muestras o dos grupos son definidas por p; — p, utilizando una distancia

euclidiana:

La distancia entre las muestras observadas se define por:

d* = (pj — o) W (®; — i) (Ecuacion 2)

Donde W es la matriz de valores binomiales, obteniendo una matriz de
distancias euclidianas, que se pueden agrupar de forma jerarquica, para
comparar la magnitud de las distancias de los distintos niveles del factor. Se
realiza la suma de las distancias al cuadrado de cada observacion N, lo anterior
es igual a la suma de cuadrados de la desviacion entre cada valor de vector con

cada centroide del espacio multidimensional.
SCT = %Zj\’zlz]?’:l dj, (Ecuacion 3)
El modelo analizado es considerando un nivel jerarquico es:
Pikj =P +A; + A > By + wik;j (Ecuacion 4)

Donde pis es la posicion entre los niveles de la poblacion (A) y el subgrupo
anidado (B).
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Los efectos de los factores A, A>B y del elemento individual se asumen
aditivos, aleatorios, no correlacionados y distribuidos con componentes de
varianza iguales a 2 0 A, 2 0 A B>y 2 wikj o, respectivamente (Balzarini et al.,
2006). Para cualquier particion jerarquica de los N elementos individuales
ocasionados por un factor A es posible escribir la suma de cuadrados totales

como.

SCT=SCEntre clases de A+SCDentro de clases de A (Ecuacion 5)

La suma de cuadrados asociada a un factor anidado se obtiene
adicionando la suma de cuadrados marginal para ese factor y la suma de
cuadrados asociada a cada combinacion de los dos factores. Las desviaciones
(cuadradas) promedio son obtenidas dividiendo cada suma de cuadrados por los

grados de libertad apropiados (Excoffier et al., 1992).
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Figura 2. Esquema conceptual de analisis molecular de la varianza
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Fuente: Excoffier et al. (1992). AMOVA (andlisis of Molecular Variance).

En la ecuacién 4, Se utiliza una matriz analoga de las correlaciones de las

distancias de los haplotipos, para generar el indice llamado estadistico-Phi (¢)

por. (Excoffier et al., 1992)
2 — . 2
Ja)ikj = (1 - Phl_ST)O'

Of>pyy = (Phi_ST — Phi_Grupo)o?

aji = Phi_Grupo o?

(Ecuacién 6a)

(Ecuacion 6b)

(Ecuacién 6c)



Cuando la varianza total es igual a la varianzas A mas A >B y mas wikj en
la ecuacion 4, Phi_ST se considera como la correlacion de los haplotipos
extraidos de total de las especies y Phi_Grupo como la correlacion de los
haplotipos aleatorios dentro de cada grupo de la poblacion, en relacion con la de
pares aleatorios de haplotipos extraidos de todas las especies y Phi_SC como la
correlacion de la diversidad molecular de los haplotipos aleatorios dentro de la
poblacion, en relacion con la de los pares aleatorios de los haplotipos extraidos
de cada region , por lo que se re escribe la ecuacion 6 en términos de Phi.

2
A O-A>Bk[i]

% Phi_SC = ——1__  (Ecuacion 7)

2i+0ﬁ>3k[i] . o
————, Phi_Grupo = —
g 94>Byy 1 Owikj

g
Phi_ST = -2
g

2

Indica que es necesaria la debida cautela al interpretar estos coeficientes,
pero, no obstante, Excoffier et al. (1992). Se pueden indicar como resimenes
convenientes del empaquetamiento de la informacidén genética dentro y entre las

poblaciones, siendo uno por uno con los componentes de la varianza.

2.2. Andlisis de conglomerados, distancia Dice, agrupacion Ward y

dendrograma

El método de agrupacién o analisis de conglomerados es un método
exploratorio de datos que se utiliza para entender la estructura y agrupacion de
los individuos de una poblacién y puede ser descrito como un algoritmo de
clasificacion jerarquico. Este método permite generar categorias 0 grupos,

maximizando su similitud, pero perdiendo informacion de forma inevitable.

El algoritmo genera niveles de agrupacién que dependen de la medida de
distancia empleada y la seleccion de las variables analizadas. En este analisis se

construye una matriz nxp, donde p son las variables en cada n individuo.
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Posteriormente se genera una matriz de distancias nxn donde el i,j-ésimo
elemento es la distancia entre los pares de individuos. El método de medicién de
la similitud o distancia depende de distintas caracteristicas, por ejemplo, si la
variable es cualitativa binaria, como en el caso de la ausencia o presencia de un

gen (0= ausencia 1=presencia), expresandose dicha matriz de la siguiente forma.

Figura 3. Caélculo de distancias de variables cualitativa binaria
Individuo j
Presencia (1) Ausencia (0)
. . Presencia (1) a b a+b
Individuo 1 Ausencia (0) C d c+d
a+c b+d a+b+c+d

Fuente: elaboracion propia.

En la figura 3, podemos definir a, como el nimero de caracteres comunes,
b el nimero de caracteres presentes en el individuo i pero ausentes en el
individuo j, c los ausentes en el individuo i pero presentes en el individuo j y por

tltimo d los ausentes en ambos individuos.

Existen varias medidas de distancia o similitud dentro de la cual se

2a
2a+b+c’

encuentra la de Dice, la cual esta dada por la expresion basado en la

figura 3, que se caracteriza por no verificar las propiedades de simetria, emplear
variable vinaria, la matriz de distancias es semidefinida positiva o0 mayor a cero,

y las distancia d;; es Euclidea.

Las distancias entre pares permiten posteriormente, como parte del
algoritmo de conglomerados, generar agrupaciones. Un método semejante al
método de centroide es el Ward o método de minima varianza, el cual se
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caracteristica, por hacer ponderaciones respecto al tamafio de cada grupo, por
el cual esta constituida la poblacién. Este método lo podemos describir como la
distancia entre dos grupos como la suma de las sumas de cuadrados del analisis
de varianza entre los dos grupos sobre todas las variables. Se usa con datos de

distribucion normal y matrices de covarianza esférica, homogéneas entre grupos.

Por ultimo, el algoritmo que integra la estimacion de las distancias y el
método de agrupacion puede representarse en un grafico de arbol de dos
dimensiones o dendrograma, que expresa una agrupacion jerarquica (Balzarini
et al., 2006). Con un grupo de ramas que representan los conglomerados y estas
se unen en un nodo cuya posicion a lo largo del eje de distancia indica el nivel en
el cual la funcion ocurre. El nodo donde todas las entidades forman un anico

conglomerado, se denomina nodo raiz.

2.3. indices de diversidad genética, heterocigosidad insesgada de Nei
y comparacion de medias de Friedman

Una caracteristica del indice de diversidad genética es su adecuacion a
poblaciones donde hay pocos individuos heterocigotos con muchos diferentes
alelos que se encuentran en homocigosis. Este indice se calcula empleando la

suma de cuadrados de las frecuencias alélicas con la expresion:
1 2 .,
D=1- ;Z}llz?ﬂplj (Ecuacion 8)

En la ecuacion 8 pjj es la frecuencia del alelo i en el locus j, para un locus
de diversidad genética se calcula como D =1-Y._,p? , este indice permite
entender la cantidad de alelos heredables o que pueden pasar a la siguiente
generacion. Expresando la heterocigosidad entre grupos de una misma
poblacion.
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Otro indice utilizado para interpretar la variabilidad o la heterocigosis entre
grupos es el indice de heterocigosis insesgada de Nei, la que puede utilizarse
cuando hay un numero alto de alelos y la distribucion de las frecuencias alélicas
no sea uniforme, entendiendo di dos poblaciones o grupos han evolucionado
independientemente entre si. Se recomienda el construir una matriz de similitud
o distancia entre los diferencies pares de grupos de forma paralela, para realizar
andlisis de agrupamiento por métodos como comparacion de medias de
Friedman, permitiendo comparar dos o mas grupos controlando por el efecto de
otros factores que generan variabilidad sistematica dentro de los grupos, como

por ejemplo distintos loci.

2.4. Bases de mejoramiento genético de cafia de azUcar

El avance acelerado, con intervencion del hombre, de los procesos de
evolucion natural de las plantas, con fines de interés antropogénico, se denomina
fitomejoramiento y el mejoramiento genético de plantas se basa en la cruza de
individuos del mismo acervo genético, para lograr individuos de caracteristicas
superiores en la distribucion poblacional (Rosales et al., 2011). El recurso

filogenético o germoplasma se fundamenta en la diversidad genética.

La obtencion de los mejores caracteres de los progenitores es el principio
de un cruzamiento, que busca el vigor hibrido o también llamado heterosis, por
lo que contar con una base amplia de variabilidad genética entre padres es de

importancia.

En cafia de azucar las cruzas interespecificas, fue el hito que marcé la
base para los programas modernos de mejoramiento en dicho cultivo (Quemé et
al.,, 2016). Con el criterio de crear variabilidad genética por medio de

cruzamientos y seleccion de las mejores progenies de dichos cruzamientos, se
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trabaja en los programas de mejoramiento de cafia, para lo cual se necesita un
banco de germoplasma de donde se toman parentales para realizar las cruzas,
las caracteristicas del germoplasma representan la amplia diversidad genética de
la poblacién, por lo que todo programa de mejoramiento busca obtener

variedades muy diversas entre si.

Todos los programas de mejoramiento de cafia han logrado obtener
variedades en su mayoria tolerantes a condiciones locales y a enfermedades,
pero poco han logrado mejorar significativamente en caracteristicas de
productividad, como la cantidad de biomasa o toneladas de cafia por hectarea y
el contenido de azucar o kilogramos de azucar por tonelada de cafia (Rosales et
al., 2011). Lo anterior se debe a la estrecha base genética a nivel mundial de los
bancos de germoplasma utilizados, reduciendo la frecuencia de seleccion y

variedades superiores.

2.5. Marcadores moleculares

Los métodos tradicionales de mejoramiento en la actualidad se asisten por
técnicas novedosas, como el uso de la biotecnologia y el enfoque de emplear
marcadores moleculares, que permiten definir la variabilidad genética en la
poblacién y la seleccion mas objetiva de los parentales (Molina et al., 2005). La
utilizacién de microsatélites es una técnica que se emplea para la identificacion
de polimorfismos 0 secuencias semejantes de genes entre un grupo de
individuos, considerando que mientras mas polimorfismos existan entre dos

individuos mas semejantes genéticamente son.

La similitud genética puede ser relacionada a la falta de heterocigosis
esperada, al momento de cruzar dos individuos. (Molina et al., 2015)
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En Brasil reportan la asociaciéon de marcadores moleculares a procesos
metabdlicos de concentracion de azucar, Creste et al. (2009) lograron discriminar

genéticamente el potencial de concentracion de azlcar de una variedad.

En Estados Unidos utilizaron marcadores moleculares asociados a la
enfermedad raya roja, Singh et al. (2011) selecciono variedades tolerantes a la

enfermedad para parentales en las cruzas.

Para definir la diversidad genética total de los bancos de germoplasma,
Arro (2005) en Louisiana y Tena et al. (2016) en Etiopia han trabajado utilizando
marcadores moleculares en los programas de mejoramiento genético y a nivel

comercial.

Con la utilizacién de tres marcadores moleculares, Molina et al. (2015)
compararon variedades de cafia de azicar de CENGICANA, permitiéndole
generar indices de similitud entre ellas. Dicho autor recomienda dichos
marcadores para la seleccion de progenitores para el proceso de cruzamientos,
siendo estos CV29, CV37 y CV38 (Maccheroni et al., 2007).
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3. PRESENTACION DE RESULTADOS

Acorde con los objetivos propuestos se presentan los siguientes
resultados:

3.1. Objetivo 1. Determinacién de la distancia genética entre 375
variedades de la coleccion nacional, utilizando tres marcadores

moleculares, para comparar genéticamente las variedades

El total de variedades analizadas es de 375 generando un total de 29
grupos correspondiente al origen y serie (afio seleccion), los grupos V1 'y V2
corresponden a variedades de diversos origenes por lo que se agruparon al no

tener mas variedades con las cuales asociarlas.

Tabla Il. Numero de variedades por grupo
Grupo Nl’Jr_nero de Grupo NL’Jr_nero de
variedades variedades
B 5 CP93 9
CG 17 CP94 5
CP 35 CP96 16
CPOO 34 CP97 2
CPO1 18 CP98 5
CP02 33 CP99 15
CPO3 19 CP-L 13
CP0O4 9 Ho 8
CP86 7 Mex 8
CP87 3 POJ 2
CP88 15 PR 7
CP89 17 SP 6
CP90 7 Vi1 6
CP91 28 V2 3
CP92 23

Fuente: elaboracion propia.
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El mayor grupo de variedades corresponde a las CP (canal point) por lo
gue se agruparon por serie de seleccion de las variedades al ser un grupo grande

del mismo origen.

Se realizaron estadisticas a la base de datos, analizandose un total de 375
variedades y eliminandose las dos muestras duplicadas detectadas. El total del
analisis se basé en 26 bandas, correspondiente a tres marcadores moleculares,
no encontrando ningun padron duplicado. Y el total de bandas monomorficas es

0 % y bandas polimorficas 100 %.

Tabla lll. Estadisticas de analisis de la base de datos de marcadores

moleculares

Resumen Cantidad de casos
NUmero de muestras 375
Muestras duplicadas 2
Bandas (nimero) 26
Patron bandas duplicadas 0
Bandas monomorficas 0
Bandas polimérficas (%) 100

Fuente: elaboracion propia.

Se realizé el analisis de conglomerados o Cluster, para conformar grupos
de variedades, utilizando el indice Dice para estimar la distancia entre grupos y
agrupandolos por medio de la metodologia Ward. Se definieron un total de 5

grupos, utilizando el criterio de la linea de corte en el 50 % de la distancia total.
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Figura 4. Dendrograma de variedades del banco de germoplasma

Ward
Distancia: (Dice (sqrt(1-5)))
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Fuente: elaboracion propia, realizado con InfoGen version 2016.

Utilizando el indice de diversidad genética y de heterocigosidad insesgada
de Nei, se realiz6 una comparaciéon de medias de Friedman, encontrando
diferencias estadisticas utilizando la diversidad genética (p-valor<0.0001) y el
indice de heterocigosidad insesgada de Nei (p-valor=0.0016). Donde los grupos
mas distintos entre si respecto a los dos indices anteriores son CP91 y CP97. La
distancia genética promedio es de 37.5 % (0.375), el grupo de mayor variacion
presento una distancia de 0.464 (CP91) y el grupo de menor 0.192 (CP97).
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Tabla IV. Comparacion de medias de indices de diversidad genéticay

Heterocigosidad insesgada de Nei

Diversidad genética Friedman Hgter'omgosmad insesgada de
Grupos p-valor < 0.0001 Nei Friedman p-valor
= 0.0016
Medias Medias

CP91 0.464 A 0.472 A
CP92 0.434 A B 0.447 A B
CP89 0.433 A B 0.446 A B
CPOO 0.433 A B 0.444 A B
CP-L 0.430 B 0.444 A B
CPO3 0.427 B 0.444 A B
CP96 0.422 B C 0.439 A B
CPO02 0.422 B C 0.439 A B
CP 0.421 B C 0.435 A B
CP99 0.410 B C 0.428 A B
CPO1 0.408 B C 0.428 A B
CP0O4 0.405 B C 0.427 A B
CP88 0.401 B C 0.424 A B
CP98 0.400 B C 0.420 A B
CP94 0.400 B C 0.419 A B
CP93 0.391 B C 0.415 A B
CP90 0.389 B C 0.414 A B
CG 0.387 B C 0.399 A B
Mex 0.373 B C 0.397 A B
Vi 0.363 B C 0.396 A B
Ho 0.353 B C 0.385 A B
CP86 0.342 B C 0.377 A B
B 0.326 B C 0.369 A B
SP 0.310 B C 0.369 A B
CP87 0.308 B C 0.362 A B
PR 0.305 B C 0.338 A B
POJ 0.288 B C 0.328 A B
V2 0.256 C 0.308 A B
CP97 0.192 C 0.256 B

“Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p-valor > 0.05)”

Fuente: elaboracion propia.
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3.2. Objetivo 2. Determinacién de la variabilidad entre los distintos
grupos de variedades y dentro de ellos, por medio del analisis
AMOVA, para definir la diversidad genética total de la coleccion
nacional.

Se realizé el analisis molecular de la varianza para la poblacién total,
encontrandose que existe diferencia significativa entre los grupos (p-valor
=0.0025) integrando un 1.47 % de la variabilidad total y un 98.53 % de variabilidad

lo aportan los grupos a lo interno existiendo diferencias significativas (p-
valor<0.0001).

Tabla V. Analisis molecular de la varianza, utilizando distancia Dice
F.V. SC gl CM  p-valor Iter.# Comp.Var. Porcentaje
Grupo 7.35 28 0.26 0.0025 400 3.30E-03 1.47
Dentro 76.36 346 0.22 <0.0001 400 0.22 98.53
Total 83.7 374 0.22 0.22 100

Fuente: elaboracion propia.

Los valores de los coeficientes Phi_ST (Total) y Phi_Grupo son
semejantes, por lo que no hay reduccion de la heterosis dentro de los grupos por
lo que no Nohay una estructuracion de la poblacion total.

Tabla VI. Coeficientes Phi del AMOVA

Coeficientes Estimacioén
Phi_ST 0.01
Phi_Grupo 0.01

Fuente: elaboracion propia.

25



3.3.

Objetivo 3. Generacion del procedimiento de analisis con AMOVA
utilizando datos producto del analisis de marcadores moleculares
del area de biotecnologia, por medio del presente documento, para
su uso en el programa de variedades de CENGICANA

Se esquematizo en tres pasos el proceso de analisis de datos, generados

del analisis de marcadores moleculares, considerandose los siguientes pasos:

Paso 1: conformar la base de datos, la cual consiste en una matriz
digitalizada por la variable de presencia (1) o ausencia (0) del polimorfismo
en el individuo. La base de datos debe de estar conformada por lineas
donde se expresa cada observacion de cada variable en el individuo.
Colocando el cédigo unico de la variedad, a que grupo de pais de origen
o0 serie de cruzamiento pertenece, y la secuencia de presencia o ausencia

de cada marcador.

Paso 2: realizar un andlisis de conglomerado, para formar grupos de
variedades, utilizando el indice Dice para estimar la distancia entre grupos
y agrupandolos por medio de la metodologia Ward, empleando el criterio

de la linea de corte en el 50 % de la distancia total.

Paso 3: realizar el analisis molecular de la varianza para la poblacion total,
encontrando si existe diferencia significativa entre grupos o a lo interno de
ellos, como herramienta para validar la segmentacion de los grupos
generados en el paso 2, desde una evidencia determinativa para

evidenciar si dichas distancias son significativas estadisticamente.

Paso 4: asistidos por el dendrograma generado en el paso 2, identificar los

grupos o series de cruzamientos mas alejados de cada conglomerado y
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apoyarse utilizando el indice de diversidad genética y de heterocigosidad
insesgada de Nei, y comparacion de medias de Friedman, encontrando
diferencias estadisticas utilizando la diversidad genética y el indice de
heterocigosidad insesgada de Nei.

3.4. Objetivo General. Determinar la variabilidad genética entre y
dentro de grupos de variedades utilizando el analisis AMOVA, para
conocer si existe distancias genéticas significativas en la

coleccién nacional

Existe variabilidad genética en la colecciobn nacional, identificando
diferencias significativas entre grupos de origen o series de cruzamientos (p-valor
=0.0025), y alta diferencia significativa (p-valor<0.0001) a lo interno de cada
grupo de origen o serie, identificando tres agregados, respecto a su variabilidad
interna un primer grupo que tienen una mayor diversidad a lo interno (CP89,
CP91, CP92, CP00) y un grupo de baja diversidad (V2 y CP97) el resto es muy
semejante (no hay diferencias estadisticas) entre si respecto a su diversidad, lo
anterior fue validado al utilizar el indice de heterocigosidad insesgado de Nei para

hacer la comparacion de medias con la misma prueba.
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4. DISCUSION DE RESULTADOS

La presente investigacion implementé el analisis AMOVA, como
herramienta para complementar la caracterizacion fenotipada, con informacion
de la variabilidad genética entre los distintos grupos de variedades de la coleccién
nacional. Tomandose la base de datos, del andlisis con tres marcadores
moleculares en 375 variedades, entendiendo la composicion y variacion genética
y Si esta es estadisticamente significativa entre los distintos grupos de

importacion o series de cruzamientos y a lo interno de ellos.

4.1. Andlisis interno

A través del analisis de los datos se generaron 5 conglomerados,
contrastando la distancia genética como referencias de la variabilidad que puede
haber en la poblacion en base a los tres marcadores moleculares utilizados, lo
anterior a pesar de estar soportado como marcadores generales para entender
la variabilidad, pueden ser un limitante para caracterizar a mayor profundidad la
coleccién, pues dichos marcadores no estan asociados a algun caracter

especifico como tolerancia a alguna enfermedad o sequia.

La comparacion de medias utilizando el andlisis no paramétrico de
Friedman, usando los indices de diversidad genética, genera tres grandes grupos
con diferencias estadisticas, permitiendo encontrar las significancias de las
distancias en la composicion de la coleccion nacional, pero no genera un analisis
de la variabilidad a lo interno de cada grupo de origen, por lo que la utilizacion del
AMOVA, permite alcanzar dicho entendimiento de forma complementaria, al ser

un modelo jerarquico.
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Con el AMOVA, se logro generar el entendimiento de la variabilidad interna
de los grupos, con la siguiente caracteristica, un primer grupo que tienen una
mayor diversidad a lo interno del grupo (CP89, CP91, CP92, CP0O0) y un grupo
de baja diversidad (V2 y CP97) el resto es muy semejante (no hay diferencias
estadisticas) entre si respecto a su diversidad, lo anterior fue validado al utilizar
el indice de heterocigosidad insesgado de Nei para hacer la comparacién de
medias con la misma prueba. EI AMOVA debe de ser complementada con las
herramientas  indicadas  anteriormente,  permitiendo  hacer dichas
diferenciaciones, indicando el AMOVA las significancias de las diferencias, pero

no cuales grupos son los que distan entre ellos.

Lo que es interesante es que la mayoria de los grupos (23 en total)
presenta una diversidad genética semejante entre ellos (un gran ndamero
cercanos al promedio de la distancia general) al emplear el indice de diversidad
genética o el indice de Nei, lo que no es detectado por el AMOVA, pues al hacer
dos grupos muy distantes entre ellos, no se logra detectar que el resto son muy
semejantes entre si. A nivel mundial la variabilidad genética es muy semejante
entre las principales variedades comerciales de cafia de azlcar, Rosales et al.
(2011), hace referencia a lo anterior al estudiar los reportes de diversidad
genética de los principales programas de cruzamientos de cafia.

4.2. Andlisis externo

Los distintos programas a nivel mundial tienen una base estrecha
genética, Creste et al. (2009) indica que al menos se utilizaron dos especies de
Saccharum en la generacion de las primeras variedades de cafia de azlcar, no
presentando mucha variabilidad entre programas y observando la mayor
variabilidad dentro de cada programa de mejoramiento 0 en este caso series,

debido al proceso de seleccién de parentales, dicho principio es evidenciado en
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la distancia promedio baja encontrada en las 375 variedades (0.375) y de igual
forma rangos estrechos entre los grupos mas distantes entre si, 0.464 (CP91) y
el grupo de menor 0.192 (CP97).

En el estudio de tolerancia de variedades de cafia a patdgenos, Singh et
al. (2011) concluye de forma semejante a Selvi et al. (2006) al no encontrar una
gran variabilidad entre grupos respecto a los marcadores utilizados por estos

autores.

El AMOVA realizado indica una baja variabilidad encontrada entre grupos
(1.47 %), reforzando los resultados anteriores, pero dicha variabilidad si es
significativa, Creste et al. (2009) al estudiar 53 variedades de cafa de azlcar,
indica que, a pesar de existir una baja distancia genética entre dichas variedades,
si se identificd por medio del analisis AMOVA, diferencias significativas entre el

grupo de variedades tolerantes a la sequia y el resto.

La mayor variabilidad (98.53 %) esta dada dentro de los grupos, por lo
que hay algun grupo que presenta alta variabilidad entre sus series de cruzas,
mostrando diferencias estadisticas (p<0.0001), unido a los resultados de los
indices de diversidad, los grupos CP89, CP91, CP92 y CP0O0 son mucho mas
diversos dentro de ellos, existiendo variedades muy distintas entre ellas,
generando un grado de confianza alto en los resultados, Arro (2005) que estudié
63 variedades de origen CP y L encontrando que no habia variabilidad entre
grupos de variedades anterior a la serie 80, la mayor variabilidad se daba a lo

interno de las series CP generadas después de las series 80.

El coeficiente Phi ST es de 0.01 indicando que la pérdida de heterémida
entre grupos es muy pequeia, por lo que no hay una estructuracion jerarquica

de la poblacion, si no que la estructura de la poblacién es plana, pues la mayor
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cantidad de series 0 grupos estan muy cercano entre si, Khan, Pandey, Kumary
Lal (2011) al comparar 30 variedades (en India) encuentran una variabilidad
promedio de 52.5 %, indicando que las variedades susceptibles eran las mas
variables con 86 %, pero entre las medianamente tolerantes y las muy tolerantes
no encontraron diferencia, y al realizar el AMOVA mostrd variacion entre los
grupos, marcando dicha distancia del grupo de las variedades susceptibles con

el resto.

En la presente investigacion, el analisis de conglomerados distinguio
claramente agrupaciones, pero con distancias promedio cercanas a 37 %,
marcando una baja variabilidad o significancia entre grupos, mostrando el analisis
del AMOVA una significancia entre las diferencias de dichos grupos, semejante
con el trabajo realizado en India, a pesar de que en general las estructuras de las
poblaciones en ambos casos son poco variables, y un namero reducido de

variedades o grupos son lo que aportan la mayor diversidad total a la poblacion.
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CONCLUSIONES

Se determina la distancia genética promedio de 375 variedades de la
coleccion nacional, en 0.375, el grupo de mayor variacion presentd una
distancia de 0.464 (CP91) y el grupo de menor 0.192 (CP97).

Se identifica alta diferencia estadistica significativa entre los grupos de
origen o series de cruzamientos (p-valor 0.0025) y a lo interno de dichos

grupos(p-valor<0.0001).

El procedimiento utilizado en el presente trabajo puede implementarse
como un proceso para el entendimiento y fortalecimiento de la

caracterizacion del banco de germoplasma de CENGICANA.

Al utilizar la herramienta AMOVA, se logra determinar las diferencias
significativas entre las distancias genéticas de cada grupo y a lo interno de
cada grupo de variedades de la colecciébn nacional, evidenciando la
existencia de variabilidad genética de la misma, garantizando un buen

recurso genético para realizar cruzamientos y obtener nuevas variedades.
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RECOMENDACIONES

Continuar con el andlisis de mas variedades, utilizando marcadores
moleculares (CV29, CV37 y CV38), para incrementar la caracterizacion

de la CN con la diversidad genética.

Correlacionar el fenotipado de la CN con los grupos y datos generados

en la presente investigacion.

Utilizar el anadlisis molecular de la varianza (AMOVA) como una

herramienta anual en el andlisis de marcadores moleculares.

Continuar con la determinacion de la variabilidad genética entre y dentro
de los grupos de la CN con el AMOVA al incrementar el nimero de
variedades analizadas por el laboratorio de biotecnologia de
CENGICANA.
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APENDICE

Apéndice 1. Matriz de coherencia.
Preguntas
Qe : .. | Objetivos Metodologia [Resultados Conclusion | Recomendacion
investigacio es es
n
Se realizé un Se determin6
analisis de Se generaron la distancia
conalomerado 29 grupos con enética Avanzar en el
Determinarla | s ’ (método las 375 gromedio de analisis molecular
distancia wards) se variedades, 275 con mas
" y segun el . variedades de los
) genética obtuvo la|”"> variedades !
¢Los  datos entre 375 | estadistica origen o la de |a | 9TUPOS de paises
obtemdo;_ .| variedades |descriptiva de sene de coleccion de_lmportamon 0
del analisis de laleste analisis cruzamiento, nacional de | S€Mes de cruzas
de coleccién enerando ur; generando 5 CENGICAN de interés, como
marcadores . 9 conglomerado ; parte del
moleculares nacional, dendrograma S, con una A, siendo entendimiento
' |utilizando con la| > : esta
nos permite tres distancia distancia estimada en desde la
deterrr_unar la marcadores | Dice. También promedio 0.375, el perspectiva de
variabilidad de37.5%. Al variabilidad
o moleculares, | comparando " grupo de o
genética en para las distancias utilizar el mayor genética de Ila
Ir?ac?oorlgfg " comparar por medio de :jr:\c/j;;dad e variacion ﬁglceigﬂglnal contar
' genéticamen |los indices de enética  se presenté una con un ’14% de
te las | diversidad I% 6 distancia de caracterizacion
variedades. |genética Y| dgntificar 0.464 (CP91) con  marcadores
heterocigosid grupos  mas y el grupo de moleculares
ad incestada distantes menor 0.192 '
de Nei ' (CP97).
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Continuacién apéndice 1.

PAR:)
incorporacion
de
variedades
de diversos
lugares de
origen
genera valor
y cuales de
estos lugares
incrementa
mas
variabilidad
genética de
la coleccion
nacional?

la

Determinar
la
variabilidad
entre  los
distintos
grupos de
variedades
y dentro de
ellos, por
medio del
analisis
AMOVA,
para definir
la
diversidad
genética
total de la
coleccién
nacional.

Del
375
variedades
analizadas con
tres
marcadores
moleculares,
se
conglomeraron
en 29 grupos
con un origen
comun o serie
de
cruzamiento
comun, para
generar un
analisis
molecular de la
varianza
(AMOVA),
permitiendo
identificar,
diferencias
significativas

total de

las

de las
distancias
genéticas
entre los 29
grupos y
dentro de
estos.

Se realizé el

analisis
molecular de
la varianza
para la
poblacién

total,
encontrandose
que existe
diferencia
significativa
entre los
grupos (p-

valor =0.0025)
integrando un
1.47% de la
variabilidad
total 'y un
98.53% de
variabilidad lo
aportan los
grupos a lo
interno
existiendo
diferencias
significativas
(p-
valor<0.0001).

Se
determinaron
deferencias
significativas
(p-valor
0.0025) entre
los grupos de
importacion o
series de
cruzamientos,
identificandose
que los
grupos: CP89,
CP91, CP92 y
CPO0O0, son los
mas diversos
entre ellos. Y
alta diferencia
significativa a
lo interno de
dichos grupos

p_
valor<0.0001).
Existe
diferencia
significativa
entre  grupos
de variedades,
pero esta es
muy baja, la
mayor
diferencia se
da dentro de
cada  grupo,
siendo estos
CP89, CP91,
CP92 y CPO0O.
Por lo anterior
estos  grupos
son los que
representan
mayor
variabilidad

Utilizar el
fenotipado de
las variedades
dentro de los
grupos CP89,
CP91, CP92y
CPOO, para
explorar
correlaciones
entre las
distancias
genéticas y
sus
caracteristicas
respecto a
caracteristicas
morfolégicas,
tolerancia a
enfermedades
y .z
concentracion
de azlcar.
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Continuacién apéndice 1.

,Cémo se
puede
incorporar
el analisis
con
marcadores
moleculares
de nuevas
variedades,
al estudio
de
diversidad
genética de
la coleccién
nacional?

Generar el
procedimiento
de analisis
con AMOVA
con datos
producto del
analisis de
marcadores
moleculares
del area de
biotecnologia,
por medio del
presente
documento,
para Su uso
en el
programa de
variedades de
CENGICANA.

Se
esquematizé
los pasos
I6gicos, para
replicar los
resultados
obtenidos en
la presente
investigacion,
agregando
nuevos datos
a la base
original  de
375
individuos.

Se
esquematizé
en tres
pasos el
proceso de
andlisis de
datos,
generados
del anélisis
de
marcadores
moleculares

El
procedimiento
utilizado en el
presente
trabajo, puede
implementarse
como un
proceso para el
entendimiento
y
fortalecimiento
de la
caracterizacion
del banco de
germoplasma,
empleando la
informacion
generada por

medio de
marcadores
moleculares,
permitiendo
entender el
fenotipo y
variabilidad
genética de la
coleccion
nacional y el
proceso de
recurso
genético, con
los siguientes
pasos a
seguir: pasol:

conformar la
base de datos,
paso 2: realizar
un andlisis de
conglomerados
paso 3: realizar
el analisis
molecular de la
varianza para
la  poblacion
total (AMOVA),

paso 4:
identificar los
grupos o]
series.

Utilizar el
analisis
molecular de la
varianza

(AMOVA) como
una
herramienta
rutinaria en el
analisis de
marcadores
moleculares,
como
complemento
de
herramientas
como
dendrograma y
andalisis de
conglomerados,
para la
cuantificacion
de la
significancia
entre
distancias
genéticas.

las
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Continuacién apéndice 1.

¢ La variabilidad
genética de la
coleccién
nacional
presenta
heterocigosida
d para ser
usada como
banco de

germoplasma?

Determinar
la
variabilidad
genética
entre y
dentro de
grupos de
variedades,
utilizando un
andlisis
AMOVA,
para
conocer  Si
existen
distancias
genéticas
significativa
s en la
coleccion
nacional.

Utilizando el
AMOVA, se
definié las
diferencias
significativas
entre las 29
agrupaciones
por lugar de
origen o serie
de
cruzamiento y
la
significancia
de las
distancias
genéticas
entre
variedades
dentro de
cada uno de
las 29
agrupaciones

las

Existe
variabilidad
genéticaenla
coleccién
nacional,
identificando
deferencias
significativas
entre grupos
de origen o
series de
cruzamientos
(p-valor
=0.0025), vy
alta
diferencia
significativa
(p-
valor<0.0001
) a lo interno
de cada
grupo de
origen o]
serie,
identificando
tres
agregados,
respecto a su
variabilidad
interna un
primer grupo
que tienen
una  mayor
diversidad a
lo interno
(CP89, CP91,
CP92, CPO0O0)
y un grupo de
baja

Al utilizar la
herramienta
AMOVA, se
logré
determinar las
diferencias
significativas
entre las
distancias
genéticas de

cada grupo de
variedades de
importacion o
serie de
cruzamiento y
dentro de estos
grupos de la
coleccion
nacional de
CENGICANA,
al ser el
analisis de
conglomerado
s una
herramienta
descriptiva se
complementa
con los
resultados
cuantitativos
del AMOVA,
encontrando
que existen
diferencias
tanto entre
grupos como a
lo interno,
evidenciando
la variabilidad

diversidad genética de la
(V2 y CP97) | coleccion

el resto es|nacional, que
muy es una de las
semejante caracteristicas
(no hay | deseadas en
diferencias un banco de
estadisticas) | germoplasma.

Continuar con
la
determinacion
de la
variabilidad
genética entre
y dentro de
cada grupo de
variedades,
utilizando el
AMOVA, al
evidenciarse
como una
herramienta de
caracterizacio
n desde la
visién genética
de la coleccién
nacional.

Fuente: elaboracion propia.
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