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En el marco del programa de desarrollo de germoplasma ornamental nativo del INTA se incluy6 el estudio del género
Mecardonia. El género en cuestion se caracteriza por su forma compacta, la variabilidad en el tamafo y color de sus
flores, su largo periodo de floracion y su facil propagacion. Con la finalidad de estimar la diversidad genética presente en
veinticinco individuos pertenecientes a dos especies del género Mecardonia, se emplearon siete microsatélites anclados,
los cuales generaron un total de 557 loci polimérficos, con un promedio de 80 loci por iniciador. Los valores de Rp
variaron entre 11,923 y 25,231; el promedio del PIC fue de 0,130 y el Ml varié de 5,875 a 12,160. A partir de la matriz de
similitud genética entre individuos, obtenida mediante la aplicacion del coeficiente de Dice y el andlisis de agrupamiento
(UPGMA) se construyd un fenograma que permitié separar a los 25 individuos en 3 grupos bien definidos, uno de los
cuales incluye a los individuos de M. procumbens var. tenella, otro agrupa a los individuos de M. procumbens var.
flagellaris, mientras que el ultimo incluye a los individuos de Mecardonia sp junto a individuos de M. procumbens var.
Flagellaris. Se calculé un valor de coeficiente de correlacion cofenética de r=0,99 entre la matriz de similitud y el
fenograma generado. Los resultados obtenidos en este trabajo permitieron diferenciar inequivocamente la totalidad de
los individuos analizados, pudiéndose inferir un alto grado de variabilidad en la poblacion bajo estudio. Los ISSRs
constituyen una herramienta molecular eficaz cuando se requiera una manipulacion simple, confiable y de bajo costo.
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Pérez de la Torre, Mariana, Patricia Zirilli, Noelia Ulrich, Lorena Setten, Alejandro Escanddn (2010) Molecular
characterization of Mecardonia genus using ISSR markers. Rev.Fac.Agron. Vol 109 (1): 23- 29

Twenty five individuals of Mecardonia Ruiz & Pav. genus (Plantaginaceae, ex-Scrophulariaceae) were selected for their
ornamental traits into the context of the native ornamental germplasm breeding program of INTA. Seven Inter-Simple
Sequences Repeats primers (ISSRs) were used for fingerprinting diagnosis. The molecular marker used revealed high
levels of polymorphism, and they generated 557 loci. The average number of loci per primer was 80; Rp values ranged
from 11.923 to 25.231, the average of PIC value was 0.130, whereas MI values varied from 5.875 to 12.160. Similarity
matrix was constructed with Dice coefficient, following UPGMA cluster analysis. ISSR showed an “r’ value of 0.99 for
similarity and cophenetics matrixes comparison. These results allowed the genetic discrimination between the accessions
analyzed, inferring a high variability degree. In the same way, the obtained results suggested that ISSRs are a good
choice for molecular analysis in Mecardonia when simple, reliable and low cost manipulation is required.
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INTRODUCCION

Mecardonia Ruiz & Pav., es un género americano
perteneciente a la familia Plantaginaceae, el cual esta
compuesto por siete especies, siendo cuatro de ellas
nativas de Argentina. Las mismas se encuentran
distribuidas principalmente en la region noreste del pais
(Rossow 1987; Souza 1997). Las caracteristicas
ornamentales de las especies de Mecardonia incluyen
la forma compacta, asi como también, la diversidad en
el tamafo y color de sus flores (diferentes tonalidades
de amarillo, blanco, lila y beige), un largo periodo de
floracién y una relativamente facil propagacion por
esquejes.

Tanto el conocimiento de la diversidad, asi como de las
relaciones genéticas entre individuos, permiten
complementar las estrategias empleadas en los
programas de mejoramiento y conservacion. Un
programa de mejoramiento comienza a partir de una
caracterizacion adecuada del germoplasma, tomando
conocimiento de la base genética de la cual se dispone
y de la variabilidad existente en la misma (Cubero,
2003).

Los marcadores moleculares en base a ADN fueron
rapidamente utilizados por genetistas y mejoradores
vegetales como herramientas para la caracterizaciéon y
diferenciacion entre genotipos. Su neutralidad, debido a
que no se encuentran influenciados ni por las
condiciones fisioldgicas como ambientales, es su
principal ventaja sobre los marcadores morfoldgicos
(Gupta et al., 1999; Nuez et al.,, 2000; Azofeifa-
Delgado, 2006), asi como su poder de resolucion, la
celeridad en la obtencion de la informacién y la
determinacion de los criterios de distinguibilidad,
homogeneidad y estabilidad establecidos por las
directrices de la UPQV para las nuevas variedades, son
algunas de las ventajas que ofrecen estas herramientas
(Weising et al., 2005). Algunos marcadores (AFLP)
cubren amplias regiones del genoma permitiendo la
generacion de una gran cantidad de datos factibles de
ser analizados mediante programas bioinformaticos
(Zelener et al., 2005).

Los microsatélites son secuencias cortas de ADN
constituidas por motivos de 1 a 6 nucleétidos repetidos
en tandem. Esta clase de secuencias simples de ADN
se encuentran en forma abundante y uniforme en los
genomas de la mayoria de los organismos eucariotas
(Garcia-Mas et al., 2000), como procariotas (Rakoczy-
Trojanonska & Bolibok, 2004). La técnica de ISSRs
(Inter Simple Sequence Repeat) (microsatélites
anclados) consiste en la amplificacién de segmentos de
ADN, cuya longitud puede variar entre 100 pb y 3000
pb, presentes entre dos regiones idénticas de
microsatélites orientadas en sentido opuesto. Los
iniciadores para esta técnica son disefiados a partir de
las secuencias de microsatélites, a las que se les
incorpora  un numero variable de nucleétidos,
generalmente de 2 a 5, sélo en uno de los extremos 5°
6 3%, y cuya funcion es minimizar la hibridacion
inespecifica del iniciador en diferentes sitios dentro del
microsatélite, incrementando la reproducibilidad del
método (Zietkiewicz et al, 1994).

Entre los métodos que generan marcadores
dominantes de ADN multiloci (Spooner et al., 2005,
Weising et al., 2005), los ISSRs han revelado un alto
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grado de polimorfismo (Zietkiewicz et al., 1994)
generando informacion confiable para el analisis de
ADN, debido a la reproducibilidad del método (Nuez et
al., 2000; Nybom 2004). Ademas, la técnica se
caracteriza por una gran simplicidad y economia de
manejo y por poseer la sensibilidad necesaria para
distinguir entre individuos genéticamente muy préximos
(Hundsdoerfer & Wink, 2005; Sudupak, 2004; Pérez de
la Torre et al.,, 2003). Esta técnica fue aplicada
satisfactoriamente en la identificacion de cultivares de
diferentes especies: papa (Solanum tuberosum L.)
(Prevost & Wilkinson 1999); arroz (Oryza sativa L.) (Bao
et al., 2006) y en especies del género Vigna umbellata
(Thumb.) Ohwi & H. Ohashi (Muthusamy et al., 2008),
como asi también en especies ornamentales, i.e.
crisantemo (Chrysanthemum indicum L.) (Yang et al,,
2006), Jacaranda Juss. (Escandon et al., 2005b y Pérez
de la Torre et al.,, 2003) y Nierembergia linariaefolia
Graham (Escandon et al., 2007b y Pérez de la Torre et
al., 2006). En estos ultimos, permitid determinar la
variabilidad genética en poblaciones de ambos
géneros. Asimismo, han sido utilizados para analizar la
distribucién geografica de poblaciones (Sica et al.,
2005; Xue-Jun Ge et al., 2005), demostrar la estabilidad
genética de materiales obtenidos por cultivo in vitro,
como son los casos de gerbera (Gerbera jamesonii
Bolus) (Bhatia et al., 2009), Evolvulus (Maritano et al.,
2010) y Glandularia (Vaccaro et al., 2008).

El presente trabajo se encuentra en el contexto de un
programa de mejoramiento, aplicando herramientas
clasicas y biotecnolégicas, que incluyen a Mecardonia
(Alderete et al., 2006 y Escanddn et al., 2007a) y a
otros géneros de la familia Plantaginaceae como
Scoparia L. (Escandon et al., 2005a) y Bacopa Aubl.
(Escandodn et al., 2006). Los genotipos de Mecardonia
incluidos en este estudio fueron seleccionados en base
a sus caracteristicas ornamentales, tales como tamano
de la planta, color y forma de las flores.

En el presente trabajo se obtuvieron los perfiles
moleculares con la finalidad de complementar la
informacion requerida sobre descriptores clasicos en el
género y se estimd, ademas, la diversidad genética
entre 25 individuos pertenecientes a las especies M.
procumbens var. tenella (Cham. & Schitdl.), M.
procumbens var. flagellaris (Cham. & Schitdl.) y de tres
individuos del género que todavia no pudieron ser
clasificados, que fueron denominados como
Mecardonia sp. Este estudio constituye el primer
reporte de una descripciéon del género Mecardonia
mediante marcadores moleculares.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Se estudidé un total de veinticinco individuos del género
Mecardonia identificados como Mec1 a Mec25 de
acuerdo a la siguiente distribucién: Mec1 a Mec3:
Mecardonia sp; Mec4 a Mec8 y Mec20 a Mec25: M.
procumbens var. flagellaris (Cham. & Schltdl.); Mec9 a
Mec19: M. procumbens var. tenella (Cham. & Schitdl.).
Como control de la técnica se utilizé un individuo de
Calibrachoa linearis (Hook.) Wijsman (Solanaceae)
(Cal).
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Las plantas fueron cultivadas bajo condiciones
estandares de invernaculo en el Instituto de Floricultura
(CNIA — INTA) (34°36’S, 58°40'W, 26 msm).

Extraccién y cuantificacién de ADN

La extraccion de ADN total se realiz6 a partir de 30 mg
de hojas jovenes liofilizadas siguiendo el método del
CTAB: “Small-Scale Extraction of High Quality DNA”
segun los protocolos de CIMMYT (2005), con las
siguientes modificaciones: tiempo de incubacion a 65°C
durante 120 minutos, velocidad de centrifugacion
13.000 RPM a una temperatura de 4°C. Se realizé la
precipitacion con medio volumen de isopropanol frio. El
precipitado se resuspendio en 250 yL de TE 1X, el cual
fue tratado con una solucion de RNasa (1%). EI ADN
asi obtenido fue purificado mediante extraccion con
solventes orgéanicos (fenol:cloroformo:alcohol isoamilico
25:24:1); posteriormente y luego de una doble
extraccion acuosa, el sobrenadante fue tratado con
cloroformo:octanol (24:1). La precipitacion final se
realiz6 con un 5% de NaCl y medio volumen de
isopropanol frio. El precipitado se lavé 2 veces con
etanol 70%. La calidad y cantidad de ADN obtenido se
determin6é por comparacién con el marcador de peso
molecular A cortado con la enzima Hind Il (Pb-L, UNQ)
sobre un gel de agarosa (TAE 1X) al 0,8% tefiido con
bromuro de etidio (0,01 mg/mL).

Generacion de ISSRs

Se utilizaron 7 iniciadores ISSR (Tabla 1), descriptos
por la UBC (Universidad de la Columbia Britanica,
Canadad) (Jain et al., 1999, Blair et al., 1999 y Pérez de
la Torre et al, 2003). Las reacciones de PCR
(Polymerase Chain Reaction) se llevaron a cabo en un
volumen final de 25 pl, conteniendo 30 ng de ADN; 0,5
U de Taq polimerasa; 2,5 ul de buffer de reaccion 10X;
2,0 mM de MgCl; (Kit Inbio Highway); 0,2 mM de cada
dNTP (Inbio Highway) y 0,8 uM de iniciador (Qiagen
Operon). La amplificacion de fragmentos se llevo a
cabo en un termociclador Bio Rad, bajo las siguientes
condiciones: desnaturalizacion preliminar, 10 minutos a
94°C, seguida de 40 ciclos a 94°C durante 40
segundos, temperatura de hibridacién segun iniciador

(Tabla 1) durante 45 segundos, 72°C durante 90
segundos y extension final de 10 minutos a 72°C. Los
productos de PCR se sembraron en un gel de agarosa
al 2,5% (TAE 1X), tefiidos con bromuro de etidio (0,05
mg/mL), documentado con el sistema de fotografia
Doclt® de UVP. Los fragmentos de ADN amplificados
fueron estimados (en pares de bases —pb-) por
comparacién con marcadores de peso molecular (100
bp y 50 bp ladder, PB-L, UNQ).

Para evaluar la reproducibilidad del perfil de bandas
obtenido se llevaron a cabo tres repeticiones tanto de la
extraccion de ADN como de las reacciones de PCR,
considerando para el analisis s6lo aquellas bandas
claramente definidas. Las bandas con igual migracion
fueron consideradas como fragmentos idénticos,
independientemente de su intensidad. El analisis de los
perfiles de amplificacion se realizé visualmente con
ayuda del soporte bioinformatico “Gel-Pro Analyzer”
version 3.1 (Media Cybernetics).

Andlisis de datos

Cada fragmento amplificado se consider6 como un
alelo dominante para cada locus, clasificando su
presencia o ausencia como 1 6 0, respectivamente,
permitiendo la generacién del perfil de identificacion
molecular para cada individuo. La matriz binaria de
datos resultante del analisis se usd para calcular el
coeficiente de similitud de Dice (1945) (S5 =
2a/(2atb+c), donde a es el numero de bandas
presentes tanto en i como en j, b es el numero de
bandas presentes en i y ausentes en j y c es el numero
de bandas presentes en j y ausentes en i, entre todos
los posibles pares de entradas. Con los coeficientes de
similitud estimados, se construyé el fenograma
mediante el método UPGMA (Unweighted Pair Group
with Arithmetic Averages). Los anadlisis se llevaron a
cabo con el programa NTSYS-pc vs. 2.02 (Rohlf, 1998)
y se aplico el test de Mantel (1967) a fin de determinar
el coeficiente de correlacion cofenética (r) para verificar
el grado de ajuste entre los datos obtenidos en la matriz
de similitud y el fenograma generado.

Tabla 1: Resumen de los datos obtenidos con los 7 iniciadores utilizados. T°: temperatura de hibridacion, TL: loci totales,
P%: porcentaje de polimorfismo, Rp: Resolving power, PIC: contenido de informacién polimoérfica, MI: marker index.
Table 1: Summary of the data obtained with the 7 used primers. T annealing temperature, TL: total loci, P%: percentage
of polymorphism, Rp: Resolving power, PIC: polymorphic information content, MI: marker index.

Iniciador Secuencia (5’-3) T° TL P% Rp PIC Ml Referencias

5CT CCGGATCC(CT)s 62 76 100 25231 0,160 12,160 ;‘)O‘ée la Torre et al.,
3'GA (GA)oT 52 84 100 21,769 0,121 10,164 Blair et al., 1999

5'CA CCCGGATCC(CA)g 62 86 100 23,462 0,126 10,836 Blair et al., 1999

3'AC (AC)sG 52 81 100 22,000 0,131 10,614 UBC

5'GA CCCGGATCC(GA)g 62 104 100 25,231 0,113 11,752 Blair et al., 1999

3'AG (AG)sC 52 79 100 22,385 0,135 10,665 UBC

3TG (TG)sA 52 47 100 11,923 0,125 5,875 UBC

TOTAL 557 100 21,714 0,130 10,295
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El poder de discriminacién de cada iniciador ISSR fue
evaluado a fin de caracterizar su capacidad para
detectar loci polimoérficos entre los genotipos
analizados, para lo cual se calcularon los siguientes
parametros: porcentaje de polimorfismo  (%P),
contenido de informacién polimérfica (PIC) (Powell et
al.,, 1996; Smith et al., 1997), “marker index” (Ml) y el
Resolving Power (Rp) (Prevost & Wilkinson, 1999). El
PIC de cada iniciador se estimé segun la formula: PIC =
1% pi2, donde “pi” es la frecuencia del alelo i™. El Ml se
calculé como: MI = PIC x n° de bandas polimérficas. El
Rp es definido por iniciador como: Rp= X Ib, donde “Ib”
es la informacion de cada banda, la cual toma los
valores de: 1-(2x[0.5-p]), siendo p la proporcién de cada
individuo que contiene la banda.

RESULTADOS

La Figura 1 muestra, a modo de ejemplo, los perfiles de
bandas obtenidos de los individuos de Mecardonia con
el iniciador 3'AC (Figura 1a, Mec1 a Mec8) y con el
iniciador 5’CA (Figura 1b, Mec9 a Mec25).

La Tabla 1 describe los iniciadores usados y resume los
datos obtenidos a partir de ellos: numero de loci totales
(LT), porcentaje de polimorfismo (%P), el Rp, el PIC y el
MI. Los 7 iniciadores utilizados revelaron un total de
557 loci polimérficos, con un promedio de 80 loci por
iniciador. ElI mayor valor de Rp (25,231) fue para los
iniciadores 5'CT y 5'GA, mientras que 3'TG fue el
iniciador menos informativo del conjunto utilizado, con
un valor de Rp de 11,923 (Tabla 1). El PIC vari6 entre
valores de 0,113 (5GA) a 0,160 (5°CT), con un
promedio de 0,130; mientras que para el Ml se
determinaron valores que oscilaron entre 5,875 para el
iniciador 3TG y 12,160 para 5’CT, con un promedio de
10,295 para los 7 iniciadores utilizados, entre los
cuales, en este contexto, 5CT, 5°'GA y 5'CA fueron los
mas informativos.

El fenograma obtenido mediante el coeficiente de Dice
y el método de agrupamiento UPGMA, se muestra en la
Figura 2. Se observé una alta correlacion (r=0,99) entre
la matriz de similitud y la matriz derivada del
fenograma.

Los 25 genotipos se separaron en 3 grupos bien
definidos, uno de los cuales incluye a los individuos de
M. procumbens var. tenella, otro agrupa a los individuos
de M. procumbens var. flagellaris, mientras que el
ultimo incluye a los individuos de Mecardonia sp junto a
individuos de M. procumbens var. flagellaris. Por su
parte, en el control utilizado como fuera de tipo (C.
linearis) manifiesta bajo indice de similitud,
separandose claramente de los grupos
correspondientes al género Mecardonia

DISCUSION

La caracterizacion e identificacion genética del
germoplasma, mediante marcadores moleculares,
constituyen un area de aplicaciéon de creciente
importancia dentro de la produccion vegetal. En
particular el empleo de técnicas moleculares adquiere
relevancia en los cultivos ornamentales, ya que la
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mayoria de éstos carecen de estudios genémicos sobre
la base de dichas herramientas (Escandén et al., 2010).
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Figura 1: Perfil de bandas obtenido con los iniciadores
3'AC (a) y 5'CA (b). M 50 pb, M?: 100 pb. Mecl a
Mec3: Mecardonia sp; Mec4 a Mec8 y Mec20 a Mec25:
M. procumbens var. flagellaris (Cham. & Schitdl.); Mec9
a Mec19: M. procumbens var. tenella (Cham. & Schitdl.)
Figure 1: Band profile obtained with 3'AC (a) and 5’'CA
(b) primers. M* 50 bp ladder, M% 100 bp ladder. Mec1
to Mec3: Mecardonia sp; Mec4 to Mec8 and Mec20 to
Mec25: M. procumbens var. flagellaris (Cham. &
Schitdl.); Mec9 to Mec19: M. procumbens var. tenella
(Cham. & Schitdl.)
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Mecardonia sp
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Figura 2: Fenograma ISSR basado en el método UPGMA con el coeficiente de distancia de DICE, mostrando las
relaciones genéticas entre los 25 individuos de Mecardonia.
Figure 2: ISSR based UPGMA phenogram of DICE’s genetic distance showing genetic similarity among 25 Mecardonia

accessions.

En lo que respecta a la técnica de ISSRs, si bien se
trata de marcadores denominados universales o de
muy amplio rango de aplicacion (Blair et al., 1999;
Rakoczy-Trojanonska y Bolibok, 2004; Weising et al.,
2005), en el presente trabajo, con tres de los iniciadores
utilizados por Escandén et al. (2005c) -5'CA, 3'AG y
3'GA- y siete de Escandon et al. (2007b) -5°CT, 3'GA,
5GA 5CA, 3AC, 3AG y 3ITG, fue posible la
caracterizaciéon molecular de los veinticinco individuos
de Mecardonia, asi como su agrupamiento por
especies, discriminando M. procumbens var. flagellaris
de M. procumbens var. tenella. Asimismo, algunos de
los iniciadores aqui analizados se utilizaron con éxito en
otros géneros, en el caso de Oryza L., Blair et al. (1999)
utilizé los iniciadores 3'GA, 5GA y 5'CA (entre otros),
comunes a este trabajo, con el fin de determinar el nivel
de polimorfismo existente en el genoma de arroz,
tomando al %P como parametro de comparacion, en
arroz el mismo fue de: 94,5% para 3'GA; 90,9% para
5'GAy 81,8% para 5°CA, si bien muy altos, se muestran
entre un 5% y 20% menores en relacion a los obtenidos
para Mecardonia (100%).

En el presente trabajo, al igual que en Manimekalai &
Nagarajan (2006), se utilizaron los iniciadores 3’AG
(UBC 808) y 3’'AC (UBC 827). Estos autores, evaluaron
mediante ISSRs, las relaciones genéticas en 33
entradas de coco (Cocos nucifera L.). El iniciador 3’'AG
resultd menos polimorfico (80%) en C. nucifera versus
el 100% obtenido en Mecardonia. También se observan
diferencias con relacién al MI, el mismo fue de 3,147
para coco y de 10,665 en nuestro caso. Dichos valores
resultaron de los mas altos en ambos estudios. Para el
iniciador 3'AC, los porcentajes de polimorfismo fueron
los mismos (100%), y en contraposicién con nuestro
estudio, donde el Ml fue uno de los mas altos (10,610),
en coco resultd de los valores mas bajos. Lo que
estaria indicando la diversidad existente entre los
materiales estudiados en uno y otro caso, reafirmando,
ademas, la versatilidad de la técnica.

Para las combinaciones genotipos/iniciadores llevadas
a cabo en el presente estudio, los iniciadores 5°CT vy
5’GA mostraron los mayores valores de Rp, siendo las
combinaciones 3TG y 3'GA las menos informativas
segun este parametro (ver Tabla 1).

El alto polimorfismo observado (100%) con los ISSRs
empleados en el presente trabajo, indican un alto nivel
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de variacion genética existente entre los individuos
analizados.

El andlisis del fenograma obtenido muestra que los
individuos analizados se distribuyeron en 3 grupos, uno
que incluye a los individuos M. procumbens var.
flagellaris y los 3 individuos designados como
Mecardonia sp (Mec1a Mec8) (Grupo 1, Fig. 2), M.
procumbens var tenella (Mec 9 a Mec 19) (Grupo 2, Fig.
2) y por ultimo el grupo de M. procumbens var.
flagellaris (Mec20 a Mec25) (Grupo 3, Fig. 2). La
separacion detectada entre los individuos clasificados
como M. procumbens var. flagellaris (Mec4 a Mec8 y
Mec20 a Mec25), agrupados en dos grupos diferentes
mostrando baja similitud, coincide con el hecho que los
individuos denominados como Mec20 a Mec25 fueron
anteriormente considerados como parte de otra especie
del género, denominada M. montevidensis (Dawson,
1979). En este contexto, es importante aclarar que por
mas que los indices de similitud sean bajos no implica
que los individuos pertenezcan a diferentes taxas. A los
efectos de definir si existen, o no, diferencias de
especie entre estos individuos y aquellos del grupo
Mec4 a Mec8, seria necesario el andlisis con un mayor
nimero de iniciadores, como asi también estudios
filogenéticos mas profundos (i.e.: analisis de
secuencias de ADN de mitocondria o cloroplasto).

Por su parte, los individuos Mec4d a Mec8 (M.
procumbens var. flagellaris) (Figura 1a) mostraron bajos
indices de similitud (0,13 a 0,29) (Figura 2), a este
mismo grupo se une el conjunto denominado como
Mecardonia sp (Mec1:0,18; Mec2 y Mec3: 0,14) de
clasificacion incierta, pero, tal como se menciona en el
parrafo anterior, se deberia realizar un estudio que
involucre un mayor numero de iniciadores, de analisis
morfolégicos, ademas de filogenéticos, a fin de obtener
datos mas concluyentes para clasificar a estos
individuos correctamente.

Por otro lado, la Figura 1b muestra una relaciéon
genética mas estrecha entre las M. procumbens var
tenella (Mec 9 a Mec 19), este hecho se ve sustentado
en los altos indices de similitud que se muestran en la
Figura 2 (0,95 a 0,79) y esto se debe a que este grupo
particular de individuos, tomado en forma aislada,
mostré bandas monomoérficas (Figura 1b) con un
promedio de 38,95% de bandas polimdrficas.
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La utilizacién de C. linearis como control resultd
efectiva, con un indice de similitud de 0,08. Es
importante destacar que los datos obtenidos tuvieron la
misma distribuciéon se incluya, o no, C. linearis en el
calculo del fenograma (dato no mostrado).

En relaciéon a la cobertura del genoma, siguiendo el
criterio adoptado por Bhatia et al. (2009), y bajo las
condiciones aplicadas en este estudio, los iniciadores
basados en los motivos poli(GA), mostraron una mayor
produccién de bandas respecto del resto, siendo el
iniciador con motivo poli(GT) con el cual se obtuvo el
menor numero de bandas. Resultados similares,
respecto de la capacidad de cobertura del genoma de
los iniciadores con motivo poli(GA), por ejemplo, se han
reportado tanto en arroz (Blair et al., 1999) como en
Gerbera (Bathia et al., 2009).

Uno de los aspectos que genera controversias entre
diferentes autores es la capacidad de cobertura del
genoma por parte de los diferentes iniciadores
disponibles en el mercado segun estén anclados o no, y
si ese anclaje es en 3’ 0 5 (ver Bathia et al., 2009;
Pradeep Reddy et al., 2002; Joshi et al., 2000 y Blair et
al., 1999). En referencia a los iniciadores anclados, en
el presente estudio no se detectaron diferencias
relevantes entre ellos, observandose un promedio de
fragmentos amplificados de 72,80+17,29 para los 3’ y
uno de 88,70+14,20 para los 5. Lo que estaria
reafirmando la fuerte influencia de la interaccién
genomaliniciador para la generacion de perfiles y el
analisis de la variabilidad.

CONCLUSION

Este trabajo representa el primer estudio de
marcadores moleculares en el género Mecardonia; en
el cual la combinacién entre genomasl/iniciadores
utilizados resulté altamente sensible, generando un alto
nivel de polimorfismo por lo que fue posible distinguir
cada uno de los 25 individuos de la coleccién analizada,
de manera rapida, sencilla y confiable.

Se generé un PIM para cada uno de los materiales
analizados, con un promedio de 80 loci por entrada,
incrementando el numero de caracteres a considerar en
la descripcién de una nueva variedad, y proporcionando
otra herramienta eficaz para asegurar tanto los
derechos de obtentor como, eventualmente, los del
productor.
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