CARACTERIZACION GENETICO MOLECULAR DE LINEAS NO
COMERCIALES DEL GUSANO DE SEDA Bombyx mori L.
MEDIANTE POLIMORFISMO DE LONGITUD DE FRAGMENTOS
AMPLIFICADOS (AFLP)

ADRIANA PATRICIA ARTEAGA OROZCO
HEIDY CATALINA NAVIA MOROCHO

UNIVERSIDAD DEL CAUCA
FACULTAD CIENCIAS NATURALES, EXACTAS Y DE LA EDUCACION
DEPARTAMENTO BIOLOGIA
POPAYAN
2005



CARACTERIZACION GENETICO MOLECULAR DE LINEAS NO
COMERCIALES DEL GUSANO DE SEDA Bombyx mori L.
MEDIANTE POLIMORFISMO DE LONGITUD DE FRAGMENTOS
AMPLIFICADOS (AFLP)

ADRIANA PATRICIA ARTEAGA OROZCO
HEIDY CATALINA NAVIA MOROCHO

Trabajo de Grado presentado como requisito
para optar el titulo de Bi6logas

Directora
PATRICIA EUGENIA VELEZ VARELA
M.Sc.

UNIVERSIDAD DEL CAUCA
FACULTAD CIENCIAS NATURALES, EXACTAS Y DE LA EDUCACION
DEPARTAMENTO BIOLOGIA
POPAYAN
2005



Director

Jurado

Jurado

Fecha de sustentacion:

Popayan, 11 de Marzo de 2005

Nota de aceptacion:

M.Sc. PATRICIA E. VELEZ VARELA

M.Sc. MARTHA |. ALMANZA P.

M.Sc. NELSON ROJAS MARTINEZ



Esta tesis es una parte de nuestras vidas y comienzo de otras etapas por esto
y mas, la dedicamos a Dios y a nuestros padres por permitirnos realizar este

suefio.

"El éxito debe medirse, no por la posicién a la que ha llegado una persona, sino
por su esfuerzo por triunfar" Booker Tallaferro.



AGRADECIMIENTOS

Los autores expresan sus agradecimientos a:

Patricia Eugenia Vélez Varela, Biologa y Directora del trabajo de grado de la
Universidad del Cauca, por su orientacion y direccion en el trabajo de grado.

Ph.D Alvaro H. Alegria, Director del Centro de Biologia Molecular y
Biotecnologia de la Universidad Tecnologica de Pereira. Por darnos la
oportunidad de realizar el trabajo de grado en el laboratorio y proporcionarnos
el material biologico y reactivos necesarios para realizar el trabajo.

Enriqgue Aguilar Fernandez, Bidlogo y asesor del trabajo en el Centro de
Biologia Molecular y Biotecnologia de la Universidad Tecnologica de Pereira
Por su apoyo y colaboracion para la realizacién de esta investigacion.

Duverney Gaviria Arias, Bidlogo Genetista e investigador del Centro de Biologia
Molecular y Biotecnologia de la Universidad Tecnolégica de Pereira. Por
transmitirnos sus conocimientos y orientarnos para lograr el objetivo del trabajo.

Martha Almanza, Bi6loga y Jefe de departamento de Ciencias Agropecuarias
de la Universidad del Cauca. Por su orientacion en el trabajo de grado.

Universidad del Cauca. Por su formacion durante el transcurso de nuestra
carrera.

Universidad Tecnolégica de Pereira. Por su apoyo econdémico y soporte
institucional dado para la realizacién de este trabajo.

Y a todas aquellas personas que de una u otra forma, colaboraron o
participaron en la realizacion de esta investigacién, hacemos extensivo nuestro
mas sincero agradecimiento.



CONTENIDO

RESUMEN

INTRODUCCION

1. MARCO TEORICO

1.1 CADENA PRODUCTIVA DE LA SERICULTURA EN COLOMBIA

1.2  CLASIFICACION TAXONOMICA DEL GUSANO DE SEDA
Bombyx mori L.

1.3 ESPECIES DE GUSANOS DE SEDA

1.3.1 Caracteristicas de razas de Bombyx mori I. segun el voltinismo

1.3.1.1 Univoltino

1.3.1.2 Bivoltino

1.3.1.3 Polivoltino

1.3.2 Clasificacién de razas de Bombyx mori L. segun el origen geogréfico

1.3.2.1 Razajaponesa

1.3.2.2 Raza china

pag.

18

19

21

21

22

22

23

24

24

24

24

25



1.3.2.3 Raza tropical

1.4 CARACTERISTICAS GENERALES DEL GUSANO DE SEDA,
Bombyx mori L

1.4.1 Caracteristicas bioldgicas vy fisiol6gicas

1.4.2 Morfologia general de la larva

1.4.3 Morfologia vy fisiologia de la glandula sericigena del gusano de seda

1.4.4 Caracteristicas genéticas

1.5 MARCADORES MOLECULARES

1.5.1 Longitud de Fragmentos de Restriccion Polimorficos (RFLP)

1.5.2 ADN Polimérfico Amplificado al Azar (RAPD)

1.5.3 Polimorfismo de Longitud de Fragmentos Amplificados (AFLP)

1.5.3.1. Digestion del ADN con dos endonucleasas de restriccion

1.5.3.2. Adaptadores y Iniciadores de AFLP

1.5.3.3 Reacciones de Amplificacién

1.6 MARCADORES MOLECULARES EN GUSANO DE SEDA,
Bombyx mori L.

1.7 ANALISIS ESTADISTICO

1.7.1 Diversidad genética

25

25

25

27

28

29

29

30

30

30

32

32

33

33

34

35



1.7.2

1.7.3

1.7.4

1.75

2.1

2.2

2.3

2.4

2.5

251

25.2

2.5.3

254

2.5.5

Matriz de similaridad genética

Métodos de agrupamiento

Distancia genética

Estructura de poblaciones

MATERIALES Y METODOS

MATERIAL BIOLOGICO

EXTRACCION DE ADN

ESPECTROFOTOMETRIA

ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA PARA EL CONTROL
DE CALIDAD DEL ADN

POLIMORFISMO DE LONGITUD DE FRAGMENTOS
AMPLIFICADOS (AFLP)

Digestion con endonucleasas de restriccion

Ligacion de adaptadores

Amplificacidn pre-selectiva

Amplificacién Selectiva

Separacion de los fragmentos de ADN mediante electroforesis de
gel denaturalizante de poliacrilamida.

35

36

36

36

38

38

41

41

41

41

42

42

42

42

43



2.6 ANALISIS ESTADISTICO

2.6.1 Diversidad genética

2.6.2 Matriz de similaridad genética

2.6.3 Andlisis de agrupamiento

2.6.4 Distancia genética

2.6.5 Estructura de poblaciones

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 EXTRACCION DE ADN

3.2 PERFILES DE AFLP

3.3 ANALISIS ESTADISTICO

3.3.1 Diversidad genética.

3.3.1.1. Loci polimérfico y heterocigosidad

3.3.1.2. Matriz de similaridad genética

3.3.2 Correlacion cofenética

3.3.3 Correlacion de matrices

3.3.4 Similaridad genética

43

43

43

44

44

44

45

45

47

48

49

49

50

51

51

52



3.3.5 Distancia genética

3.3.6 Estructura de poblaciones

4. CONCLUSIONES

5. RECOMENDACIONES

BIBLIOGRAFIA

ANEXOS

54

56

57

59

60

62



LISTA DE CUADROS

Cuadro 1. Especies de gusano de seda que producen fibras naturales.

Cuadro 2. Caddigos asignados a cada una de las lineas de gusano de
seda utilizadas para el andlisis con marcadores AFLP.

Cuadro 3. Parametros de diversidad genética obtenidos de las 11
lineas de gusano de seda analizadas con las cuatro pares de
combinaciones de iniciadores de AFLP (152 bandas polimérficas).

Cuadro 4. Estimadores de similaridad genética con cuatro marcadores
AFLP en lineas de gusano de seda entre genotipos de una misma
linea que conforman las poblaciones no comerciales, comerciales y
poblacién total.

Cuadro 5. Coeficientes de correlacion cofenética obtenidos a partir de
la comparacién de la matriz de similaridad de la poblacion total
con los métodos de agrupamiento.

Cuadro 6. Coeficientes de correlacion cofenética obtenidos a partir de
la comparacion de la matriz de similaridad de las lineas
comerciales, no comerciales y la poblacibn total a partir de
UPGMA con los cuatro marcadores de AFLP.

Cuadro 7. Correlacion de las matrices de las cuatro pares de
combinaciones de iniciadores de AFLP con la poblacion total.

Cuadro 8. Correlacion de las matrices de las cuatro pares de
Combinaciones de AFLP’s con la matriz total.

Cuadro 9. Fuentes de varianza de la estructura poblacional de las 11
lineas de gusano de seda. Analisis de Varianza Molecular dentro
y entre poblaciones de las muestras de gusano de seda Bombyx
mori L. a partir de datos de los cuatro pares de combinaciones de
AFLP.

Cuadro 10. Parametros estadisticos de la estructura poblacional de las
11 lineas de gusano de seda, obtenidos de las cuatro pares de
combinaciones de iniciadores de AFLP.

pag.

38

49

50

51

51

52

52

56

56



LISTA DE TABLAS

pag.

Tablal. Resumen de caracteristicas segun voltinismo del gusano de 24
seda.

Tabla 2. Matriz de distancia (Nei, 1972) del dendograma de poblaciones 55
de las lineas de gusano de seda.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Ciclo de vida del gusano de seda. Muestra el crecimiento del
gusano de seda en su tamafio y duracion larval para cada instar.

Figura 2. Morfologia de la larva del gusano en el quinto instar. Ca:
Cabeza, es: espiraculos, me: marca estelar, mc: marca creciente, mo:
marca ocular, pa: patas abdominales, pt: patas toracicas, ptr: patas
traseras, rc: remo caudal.

Figura 3. Estructura de la glandula sericigena en el quinto instar del
gusano de seda. as: glandula anterior, F: glandula de Filippi, ms:
glandula media, ph: pezon hilador, ps: glandula posterior.

Figura 4. llustracién de la técnica de AFLP.

Figura 5. Larvas de lineas no comerciales de Gusanos de Seda Bombyx
mori L. Fotografia digital (camara NIKON).

Figura 6. Dendograma de lineas comerciales de gusano de seda
(Bombyx mori) de origen japonés (J) y chino (C). Los recuadros
muestran las lineas seleccionadas como control para el presente
estudio.

Figura 7. Ensayo de digestion negativo con la endonucleasa de
restriccion Mspl en muestras de ADN de la parte posterior de la glandula
de lineas no comerciales de gusano de seda. Gel de agarosa al 1%, se
observa el ADN control (carriles 1,3,5,7,9) y muestras no digeridas
(carriles 2,4,6,8,10).

Figura 8. Muestras de ADN extraidas de la parte posterior de la glandula
sericigena de las nueve lineas no comerciales con el protocolo de Andy
Brower (1998). Gel de agarosa 1%. Fotografia digital (cAmara NIKON).

Figura 9. Ensayo de digestidon positivo con la endonucleasa de
restriccion Mspl, comparando lineas comerciales (Japonesas y Chinas) y
no comerciales. Gel de Agarosa 1%. Fotografia digital (camara NIKON)

Figura 10. Perfil parcial de 16 individuos de gusano de seda analizados
con marcadores AFLP; se observa el patrén de bandas obtenido con el
par de iniciadores de AFLP, EcoRI AGG y Msel CAC. La flecha indica
el grado de homologia entre las bandas de la linea Multilunar.

Gel denaturalizante de poliacrilamida (6%).

pag.

26

27

28

31

39

40

45

46

46

47



Figura 11. Dendograma de lineas comerciales de gusano de seda a
partir de las cuatro combinaciones de iniciadores de AFLP EcoRl
ACG/Msel CAA, EcoRI ACG/Msel CAC, EcoRI ACG/Msel CAT y EcoRl
AGG/Msel CAC. Lineas japonesas: K10, K20 y SG3, y chinas: SC1,
CAy CTS.

Figura 12. Dendograma de subpoblaciones de lineas de gusano de seda
a partir de las cuatro combinaciones de iniciadores de AFLP EcoRI
ACG/Msel CAA, EcoRIl ACG/Msel CAC, EcoRIl ACG/Msel CAT y EcoRl
AGG/Msel CAC. Los individuos aparecen con cédigos segun la linea y
el nimero de individuo: no comerciales: ClsxK03 (1), Multilunar (2),
Daizo (5), Transparente (6), Cebra (8), Capullo verde (12), Z (15), YP
(16), YM (17), y comerciales K10, K20, SG3, SC1, CTS y CA.

Figura 13. Dendograma de subpoblaciones de lineas no comerciales de
gusano de seda a partir de las cuatro combinaciones de iniciadores de
AFLP EcoRI ACG/Msel CAA, EcoRI ACG/Msel CAC, EcoRI ACG/Msel
CAT y EcoRI AGG/Msel CAC. Los individuos aparecen con codigos
segun la linea y el niamero de individuo: CIsxK03 (1), Multilunar (2),
Daizo (5), Transparente (6), Cebra (8), Capullo verde (12), Z (15), YP
(16), YM (17).

Figura 14. Dendograma de poblaciones de lineas de gusano de seda
basado en la matriz de distancia de Nei a partir de las cuatro
combinaciones de iniciadores EcoRI ACG/Msel CAA, EcoRI ACG/Msel
CAC, EcoRIl ACG/Msel CAT y EcoRI AGG/Msel CAC. Cada poblacion
corresponde a lineas no comerciales ClsxK03, Multilunar, Daizo,
Transparente, Cebra, capullo verde, Z, YP y YM, y comerciales K10,
K20, SG3, SC1, CTS y CA del gusano de seda.

48

53

54



LISTA DE ANEXOS

Anexo A. Protocolo de extraccion de ADN gendémico de insecto.
Reportado por Andy Brower (1998) y desarrollado en el laboratorio
de Rick Harrison en 1980, con contribuciones de Steve Bogdanowicz,
Ben Normark, Bernie Crespi y Andy Brower.

Anexo B. Matriz de similaridad de lineas de gusano de seda. Generado
por el programa NTSYSpc version 2.02.

Anexo C. Dendograma de subpoblaciones de lineas de gusano de seda
a partir del par de iniciadores de AFLP EcoRlI ACG/Msel CAA. Los
individuos aparecen con cédigos segun la linea y el nimero de individuo:
no comerciales: CIsxK03 (1), Multilunar (2), Daizo (5), Transparente (6),
Cebra (8), Capullo verde (12), Z (15), YP (16), YM (17) y comerciales
K10, K20, SG3, SC1, CTS y CA].

Anexo D. Dendograma de poblaciones de lineas de gusano de seda
basado en la matriz de distancia de Nei (1978), a partir de la
combinacion de iniciadores EcoRI ACG/ Msel CAA. Este dendograma
esta basado en la matriz de distancia de Nei (1978) usando el algoritmo
UPGMA. Cada poblaciéon corresponde a lineas no comerciales ClsxK03,
Multilunar, Daizo, Transparente, Cebra, capullo verde, Z, YP y YM, vy
comerciales K10, K20, SG3, SC1, CTS y CA del gusano de seda.

Anexo E. Dendograma de subpoblaciones de lineas de gusano de seda,
a partir del par de iniciadores de AFLP EcoRI ACG/Msel CAC. Los
individuos aparecen con codigos segun la linea y el numero de individuo:
no comerciales: ClsxK03 (1), Multilunar (2), Daizo (5), Transparente (6),
Cebra (8), Capullo verde (12), Z (15), YP (16), YM (17) y comerciales
K10, K20, SG3, SC1, CTSy CA].

Anexo F. Dendograma de poblaciones de lineas de gusano de seda
basado en la matriz de distancia de Nei (1978), a partir de la
combinacion de iniciadores EcoRI -ACG/ Msel CAC . Cada poblacion
corresponde a lineas no comerciales ClIsxK03, Multilunar, Daizo,
Transparente, Cebra, capullo verde, Z, YP y YM, y comerciales K10,
K20, SG3, SC1, CTS y CA del gusano de seda.

pag.

62

63

64

65

66

67



Anexo G. Dendograma de subpoblaciones de lineas de gusano de seda
a partir del par de iniciadores de AFLP EcoRlI ACG/Msel CAT. Los
individuos aparecen con codigos segun la linea y el nimero de individuo:
no comerciales: ClsxK03 (1), Multilunar (2), Daizo (5), Transparente (6),
Cebra (8), Capullo verde (12), Z (15), YP (16), YM (17) y comerciales
K10, K20, SG3, SC1, CTSy CA].

Anexo H. Dendograma de poblaciones de lineas de gusano de seda
basado en la matriz de distancia de Nei (1978), a partir de la
combinacion de iniciadores EcoRlI ACG/ Msel CAT. Cada poblacion
corresponde a lineas no comerciales ClIsxK03, Multilunar, Daizo,
Transparente, Cebra, capullo verde, Z, YP y YM, y comerciales K10,
K20, SG3, SC1, CTS y CA del gusano de seda.

Anexo |I. Dendograma de subpoblaciones de lineas de gusano de seda
a partir del par de iniciadores de AFLP EcoRl ACG/Msel CAt. Los
individuos aparecen con codigos segun la linea y el nimero de individuo:
no comerciales: ClsxK03 (1), Multilunar (2), Daizo (5), Transparente (6),
Cebra (8), Capullo verde (12), Z (15), YP (16), YM (17) y comerciales
K10, K20, SG3, SC1, CTSy CA].

Anexo J. Dendograma de poblaciones de lineas de gusano de seda
basado en la matriz de distancia de Nei (1978), a partir de la
combinacion de iniciadores EcoRl AGG/ Msel CAC. Cada poblacion
corresponde a lineas no comerciales ClIsxK03, Multilunar, Daizo,
Transparente, Cebra, capullo verde, Z, YP y YM, y comerciales K10,
K20, SG3, SC1, CTS y CA del gusano de seda.

68

69

70

71



GLOSARIO

BLASTOCINESIS: movimiento del embribn en el huevo como en ciertos
insectos y cefalépodos.

DEVANABILIDAD: proceso por el cual se procesa el hilo de la seda,
simbolizandose en porcentaje.

FIBROINA: proteina principal de las fibras de seda, producida a partir del
fibroin6geno.

GLANDULA DE FILIPPI: glandulas de la seda, pares, accesorias, de las
larvas de los lepidépteros.

HEMOLINFA: fluido del celoma de los insectos, que se considera equivalente
a la sangre y a la linfa de las formas superiores.

INTEGUMENTO: Envoltura del cuerpo compuesta por uno omas tejidos que
sirve para aislar y proteger el cuerpo del medio ambiente. Ejemplos son la
cuticula y la piel.

MARCADOR CODOMINANTE: marcador que permite la identificacion de alelos
homologos y permite registrar estados homocigotos y heterocigotos.

MARCADOR DOMINANTE: marcador que se registra como presencia
(dominante) o ausencia (recesivo), y de esta manera no permite la
identificacion del genotipo heterocigoto (Aa).

MARCADORES MULTILOCUS: marcadores que explora muchos loci en el
genoma, como los RAPD (ADN Polimorfico Amplificados al Azar) y AFLP
(Polimorfismos de Longitud de Fragmentos Amplificados) entre otros.

MUSCARDINA: enfermedad del gusano de seda causada por hongos.

POLIMORFICO: presencia de mas de un alelo para un locus dado en la
poblacion.

REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR): método por el cual un
fragmento de ADN puede ser amplificado in vitro para producir millones de
copias.

SERICINA: proteina adhesiva que es secretada por la division posterior de la
glandula sericigena 'y que recubre la fibroina del filamento.



RESUMEN

Este estudio evalla y compara la diversidad genética de 9 lineas no
comerciales de gusano de seda pertenecientes al Centro de Desarrollo
Tecnoldgico de la Sericultura (CDTS) mediante marcadores moleculares
como AFLP. La muestra la componen 45 individuos de 9 lineas no
comerciales (Cls x K03, Multilunar, Daizo, Transparente, Cebra,
Capullo Verde, Z, YP,y YM) y 6 lineas comerciales (K10, K20, SG3,
SC1, CTS y CA) utlizadas como muestra control para tener
confiabilidad de los resultados. Los parametros de diversidad genética
muestra una gran diversidad de alelos en la poblacién total que entre las
lineas no comerciales y comerciales, aportando la mayoria de esta
diversidad genética las lineas no comerciales. Los valores de
similaridad y distancia genética evidencian un componente genético
compartido entre las lineas de gusano de seda, sin presentar nodos
definidos entre las lineas comerciales y no comerciales Finalmente la
variabilidad entre y dentro de las lineas, sugiere la existencia de un
anico y amplio pool de genes compartidos con separaciones genéticas
limitadas entre grupos.

Palabras claves: lineas comerciales y no comerciales de gusano de
seda, AFLP, CDTS, UPGMA, correlacion cofenética (r), matriz de
similaridad.



INTRODUCCION

La sericultura es el conjunto de practicas necesarias para la produccion de
capullos de seda, que combina la produccion de huevos y cria de gusanos de
seda con el cultivo de morera, para lograr la formacion de capullos de gusanos
de seda, Bombyx mori L.

Colombia cuenta con cerca de tres décadas de historia en sericultura, los
cuales se dividen en dos etapas: evaluacion del comportamiento de la morera 'y
del gusano de seda, y el segundo, la consolidacion de la produccién sericola
gracias al establecimiento de un Banco de germoplasma con hibridos de
gusanos colombianos. Para mantener el desarrollo tecnolégico y cientifico de
este sector en Colombia, se crea el Centro de Desarrollo Tecnoldgico de la
Sericultura (CDTS), ubicado en la granja “El pilamo”, vereda la Honda,
Municipio de Pereira y por lo tanto, sede principal de las actividades en
sericultura del pais. Esta granja que conserva el banco de germoplasma de
Bombyx mori L., es la Unica que produce los hibridos de gusanos de seda que
se crian y distribuyen en toda Colombia. Asi mismo, esta corporacion mixta
sin animo de lucro, cumple con cuatro funciones basicas: investigacion,
transferencia de tecnologia, promocion de la actividad y capacitacion de
sericultores.

Para la realizacion de estas actividades el CDTS ha buscado la cooperacion de
entidades como CENICAFE, CORPOICA y la Universidad Tecnoldgica de
Pereira (UTP), entre otras, las cuales han facilitado sus instalaciones para
desarrollar proyectos encaminados a mejorar la produccion de seda en
Colombia.

En un banco de germoplasma la variedad de individuos sirven como fuentes
genéticas para mantener la variabilidad de la especie como un todo o para
crear variacion en nuevas lineas. Sin embargo, la restriccion legal por los
gobiernos de algunos paises y la dificultad en el intercambio de fuentes
genéticas, implican que este deba ser conformado por fuentes propias, por el
aislamiento de lineas puras a partir de variedades hibridas, por los materiales
promisorios y los hibridos desarrollados mediante mejoramiento genético. Lo
gue indica que el mantenimiento del banco de germoplasma contribuye con el
desarrollo continuo de la sericultura en un pais. Para lograr este propésito los
marcadores moleculares han mostrado gran ventaja en relacion a los
morfolégicos por caracterizar y evaluar a nivel de ADN las diferencias entre
individuos.
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De esta manera, el CDTS ha centrado sus esfuerzos en caracterizar a nivel
molecular las lineas de gusano de seda que conforman su banco de
germoplasma para determinar la variabilidad genética, generar perfiles de ADN
anicos, evaluar su banco de germoplasma para seleccionar lineas promisorias
y ampliar el nimero de lineas productivas. Por esto, la caracterizacion
genética aunque es un paso preliminar es muy importante para establecer
programas de mejoramiento genético.

La caracterizacion de estas lineas comerciales y no comerciales de gusano de
seda con marcadores moleculares como los AFLP ha sido realizadas en el
Centro de Biologia Molecular y Biotecnologia de la UTP. Los AFLPs fueron
seleccionados por su capacidad de realizar un escrutinio de muchas regiones
de ADN distribuidas al azar a lo largo del genoma, vy su utilidad en proveer
diferencias genéticas entre individuos y poblaciones.

Finalmente, el objetivo del presente trabajo fue caracterizar a nivel molecular
lineas no comerciales de gusano de seda con el propdsito de generar
informacion que permita realizar estudios de genética de poblaciones dada la
carencia de informacion biologica y morfologica de estas lineas. Ademas, con
estos resultados se espera contribuir al conocimiento preliminar de su
diversidad genética, las relaciones genéticas entre las diferentes lineas y su
identificacion a nivel molecular.
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1. MARCO TEORICO

1.1 CADENA PRODUCTIVA DE LA SERICULTURA EN COLOMBIA

La red andina de la seda! informa, que a partir del afio 2.000 el proyecto de
Sericultura en Colombia se viene desarrollando bajo el concepto de “cadena
productiva”, en el cual se involucraron los cuatro sectores de la economia
(Primario, Secundario, de Servicios y del Conocimiento). Este modelo se inicia
con la produccion de los hibridos (larvas) por parte del CDTS, Unico centro en
Colombia que cuenta con Banco de Germoplasma de gusano de seda para la
produccion de hibridos. Esta entidad vende las larvas a los sericultores del
pais, quienes terminan el proceso de cria y obtienen el capullo fresco que lo
venden a la planta industrial (SEDACOL) 6 a los mismos grupos artesanales.
Cuando el capullo es vendido a SEDACOL, esta industria produce hilo de seda
que le vende también a los grupos artesanales para que estos produzcan
tejidos que llegan al consumidor final. La produccion de capullo en Colombia en
el 2002 alcanzé las 34.9 toneladas, de las cuales el 82% fueron vendidas en
forma oficial a la planta industrial de Pereira y el 18% fue dejado para uso
artesanal en Risaralda, Caldas y Cauca.

En el sector primario de la cadena se encuentran mas de 200 campesinos
productores de capullo en cinco departamentos colombianos (Caldas,
Risaralda, Cauca, Valle y Quindio), que cultivan la morera y producen la
materia prima para la produccion de hilos y prendas de seda. En el sector
secundario se encuentran participando hoy en Colombia la ONG “Vida y
Futuro” con su proyecto “Seda Natural de Colombia” - SEDACOL y un grupo de
cerca de 400 artesanos de la seda en el Eje Cafetero, Cauca y Valle, que
transforman los capullos en seda cruda, hilos y prendas. SEDACOL recibe las
cosechas de capullos de los sericultores colombianos y transforma el capullo
en hilo para las artesanas.

En el sector terciario, el CDTS con el respaldo de la Gobernacion de Risaralda,
Gobernacion de Caldas, Ministerio de Agricultura y otras entidades brinda
servicios de capacitacion, asistencia técnica, transferencia de tecnologia y
suministro de hibridos (gusanos) para los sericultores del pais. Y en el sector
del conocimiento (cuaternario), igualmente el CDTS con la colaboracion de su

'Red Andina. redandina.com
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Comité Técnico y Cientifico en donde ha participado CENICAFE, CORPOICA y
las Universidades de Caldas, UTP y UNISARC ha generado la tecnologia y el
conocimiento suficiente y adecuado para el desarrollo de la sericultura en
Colombia y para que esta pueda ser competitiva a todos los niveles. Es decir,
que la tecnologia y el conocimiento generado se transmite a través de los
servicios de asistencia técnica y capacitacion en forma directa a los sericultores
y artesanos, los sericultores producen capullo para la industria y para los
procesos artesanales y los artesanos a su vez obtienen productos para ser
comercializados en los mercados internos y externos.

En el Departamento del Cauca, tanto sericultores como artesanos se
encuentran agremiados en la Corporacion para el Desarrollo de la Sericultura
del Cauca — CORSEDA. Colombia tiene un potencial excelente e infinito para
el desarrollo de la industria de la sericultura en el mundo, basado en las
siguientes ventajas: condiciones agro-climaticas favorables, condiciones
socioecondmicas y disponibilidad de recursos genéticos superiores.

Colombia es capaz de preservar sus propios recursos genéticos de gusano de
seda y producir huevos libres de enfermedades. Asi mismo la calidad del
capullo de Colombia es reconocida como de Optima calidad, el peso y longitud
del capullo alcanzan 2.2 a 2.5 gramos y 1500 m, dando como resultado un 30
% mas de beneficio para los sericultores colombianos. El CDTS de Colombia
tiene una capacidad instalada y técnica para la produccién de un maximo de
35.000 cajas de huevos hibridos de gusanos de seda bivoltinos por afio.

1.2 CLASIFICACION TAXONOMICA DEL GUSANO DE SEDA
Bombyx mori L.

Reino: Animalia

Philum: Artrépoda

Subfilum : Hexapodo
Clase: Insecta

Orden: Lepidoptera
Superfamilia: Bombycoidea
Familia: Bombycidae
Género: Bombyx

Especie: mori

1.3 ESPECIES DE GUSANOS DE SEDA

Existen varias especies en la clase Insecta que producen fibras o sedas
naturales, como se muestra en el Cuadro 1. De ellos, el gusano de seda,
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Bombyx mori L. el cual se alimenta con morera (Morus alba) es el mas
importante y contribuye con mas del 95% de la produccion mundial de seda. El
porcentaje restante lo producen especies silvestres, que no se alimentan de
morera y que pertenecen a la familia Saturniidae. Por lo tanto, el término
"seda" se refiere, en general, a la seda producida por las larvas que se
alimentan de morera 2.

Cuadro 1. Especies de gusano de seda que producen fibras naturales.

Familia Nombre Clase de | Voltinismo Etapa |Origen| Referencia
cientifico comida hibernacién
Bombycidae|Bombyx mori| Morera |Univoltino,| Huevo | China |Domesticado
bivoltino
polivoltino
Bombyx
mandarina Morera | Bivoltino, Huevo |[China,| Silvestre
polivoltino Japon
Saturniidae |Antheraea Roble | Univoltino, Pupa China,| Capullo
pernyi bivoltino India moreno
Antheraea Roble Univoltino Huevo | Japén Capullo
yamamai verde
Antheraea Terminalia | Univoltino, Pupa India Capullo
mylitta bivoltino grande
polivoltino
Antheraea Magnolia | Polivoltino - India Capullo
assama dorado
Philosomia | Ricino(Eri) | Polivoltino - India 4 muda,
cynthia ricini 20 dias

Fuente: Yoshitake, 1984

1.3.1 Caracteristicas de razas de bombyx mori |. segun el voltinismo. El
caracter genético que determina el numero de generaciones en un afio bajo
condiciones naturales, se denomina voltinismo. Segun el caracter del gusano
de seda, se presentan tres tipos de voltinismo (univoltino, bivoltino vy
polivoltino) 3:

2 CIFUENTES CORREA, Cesar Augusto y WOOK SOHN, Kee. Manual técnico de la
sericultura. Pereira: convenio Sena-CDTS, 1998. p.109.

31bid., p. 113 -116.
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1.3.1.1 Univoltino. Los gusanos univoltinos producen solamente una
generacion en un afio bajo condiciones naturales. Estas variedades son
adecuadas para regiones frias, su duracion larval es larga y el cuerpo larval es
grande en tamafo. El filamento del capullo es de muy buena calidad, pero
estas razas no son apropiadas para condiciones de temperatura y
humedadalta, debido a que no son resistentes a condiciones ambientales
desfavorables.

1.3.1.2 Bivoltino. Los gusanos bivoltinos tienen dos generaciones bajo
condiciones naturales y son adecuadas para regiones templadas. EIl periodo
larval es corto comparado con la raza univoltina y las larvas son relativamente
mas resistentes a condiciones de temperatura y humedad alta. Aunque la
calidad del capullo es inferior a la del univoltino.

1.3.1.3 Polivoltino. Los gusanos polivoltinos tienen varias generaciones y son
aptas para regiones tropicales. Se caracterizan por presentar un periodo larval
muy corto y larvas muy resistentes a condiciones adversas como a la
temperatura alta. Sin embargo, su capullo es muy pequefo, con porcentaje y
cantidad de seda cruda baja y filamento delgado (Tabla 1).

Tabla 1. Resumen de caracteristicas segun voltinismo del gusano de seda.

Caracter Univoltino Bivoltino Multivoltino
Resistencia del gusano Baja Intermedia Alta
Calidad del capullo Buena Intermedia Mala

Fuente: Cifuentes y Wook, 1998.

1.3.2 Clasificacién de razas de Bombyx mori L. segun el origen geogréfico.
Diferentes climas y regiones produjeron diversas razas del gusano de seda con
diferentes caracteristicas, debido al aislamiento geogréfico por muchos siglos.
Segun el origen geografico, el gusano de seda es clasificado en razas
Japonesa, China, Europea, Tropical y Coreana. Pero se destacan las
caracteristicas de las razas geograficas japonesa, china y tropical®.

1.3.2.1 Raza japonesa. Esta raza presenta tres marcas larvales; la ocular, la
creciente y la estelar, las cuales en su conjunto son llamadas marcas
normales. Generalmente las larvas de raza japonesa son fuertes y resistentes
a un medio ambiente desfavorable, pero el periodo larval es comparativamente

#4Ibid., p. 111 -113.
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largo. Estas razas forman capullos con cintura en forma de mani y color
usualmente blanco, aunque en algunas razas son verdes o amarillos. Esta
raza tiende a producir un mayor numero de capullos dobles e hilos cortos y
gruesos. El caracter univoltino y bivoltino se hacen presentes en este grupo.

1.3.2.2 Raza china. Las larvas de esta raza comen activamente hojas de
morera y su crecimiento es comparativamente rapido y uniforme. La mayoria
de estas razas no tienen las marcas larvales y no son muy sensibles a la
temperatura y humedad alta y a la muscardina. La forma del capullo es
ovalada (eliptica) o esférica, y el color del capullo es en general blanco,
ademas presentan el color amarillo dorado, rosado y rojo. El filamento del
capullo es delgado y largo con buena devanabilidad. Se encuentra univoltino,
bivoltino y polivoltino en estas razas..

1.3.2.3 Razatropical. Estas razas se originaron en India y el sudeste Asiatico.
Los huevos de estas razas son pequefos y livianos con corteza brillante. En
este grupo son muy comunes las razas polivoltinas, las cuales producen
huevos no hibernados. Las larvas son tolerantes a alta temperatura y
humedad, y la duracion larval es muy corta. El tamafio de las larvas es el mas
pequefio de las razas y producen capullos pequefios en forma eliptica con
colores verde, amarillo o blanco. La corteza de los capullos es suelta y liviana,
con mucha borra y filamento delgado. Estas razas producen poco capullos
dobles, el porcentaje de seda es muy bajo.

1.4 CARACTERISTICAS GENERALES DEL GUSANO DE SEDA, Bombyx
mori L

1.4.1 Caracteristicas biologicas y fisiologicas. El gusano de seda es mondéfago
naturalmente, que se alimenta Unicamente de la hoja de morera (Morus alba)
durante la etapa larval. Ademas, es holometabolo presentando una
metamorfosis completa desde huevo hasta la etapa de adulto. Su ciclo de vida
dura alrededor de 50 a 55 dias y presenta cuatro etapas bien definidas: huevo,
larva, pupa o crisélida y polilla (Figura 1). Asi mismo, su etapa larval
comprende 5 edades o instares, en los que muda su cuticula anterior por una
nueva mas grande. El primer instar comprende desde el nacimiento de la larva
hasta su primera muda. La larva del gusano de seda recién nacida es de color
negro, con muchas setas o pelos y tiene una longitud de 3mm, en esta etapa
solo se alimenta de hojas tiernas de morera. Después de 3 o0 4 dias le gusano
de seda realiza su primera muda que dura 20 a 24 horas, alcanzando una
longitud de 7 mm. Al iniciar su crecimiento comienza a cambiar rdpidamente
de color, y casi al final de su tercera edad el gusano de seda es blanco o tiene
rayas grises y mide 25 mm. En la cuarta edad, se empieza a distinguir el
macho de la hembra alcanzando una longitud de 40mm, sin embargo la
hembra es mas grande que el macho. En esta etapa se alimenta de todo tipo
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de hojas de morera y su apetito es insaciable. Finalmente, el gusano de seda
en el quinto instar ingiere mas o menos 88% de la morera y su longitud llega a
70mm con un peso de 4 o 5 gramos, aumentando su peso 10.000 veces
durante los 23 a 25 dias de su etapa larval.

Figura 1. Ciclo de vida del gusano de seda. Muestra el crecimiento del gusano
de seda en su tamafio y duracion larval para cada instar.
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S° instar
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Capullo

Polilla

La glandula de seda crece rapidamente durante el quinto instar y finalmente
alcanza cerca de un 40% del peso larval. Cuando el gusano esta desarrollado
completamente y deja de comer, el integumento larval se ve como
transparente y comienza a buscar el lugar de encapullado. El gusano de esta
etapa se llama gusano maduro, el cual empieza a formar capullos por mas o
menos dos dias en 23 a 25°C. El capullo est4 conformado por 5 partes: la
borra, la corteza, la pupa, el forro de la pupay la piel del gusano, el filamento
de seda de la corteza puede llegar hasta 800 a 1.400 m de longitud. Dentro del
capullo de seda, el gusano hacen dos mudas para convertirse en crisélida o
pupa, proceso que dura alrededor de dos dias. La etapa de crisalida o pupa
dura alrededor de 10 a 15 dias dependiendo de la variedad y la temperatura, y
finalmente se transforma en polilla. Las polillas copulan y la hembra pone méas
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o menos 500 huevos terminando su ciclo de vida. Los huevos recién puestos
son de color amarillo, al cabo de un par de dias empiezan a ponerse marrén
claro y poco a poco se oscurecen.

1.4.2 Morfologia general de la larva. La morfologia exterior de la larva se
observa claramente en el quinto instar, por el tamafio de la larva y sus
caracteres distintivos. Al igual que otros insectos, el cuerpo de la larva esta
formado de cabeza, térax y abdomen. Los tres segmentos seguidos a la
cabeza conforman el térax y la parte comprendida entre el cuarto y el décimo
tercer segmento el abdomen (Figura 2). La cabeza esta cubierta por quitina, la
cual es un protector duro de color negro marrén, mientras que el térax y el
abdomen esta cubierta por la cuticula, la cual es mas flexible®.

Figura 2. Morfologia de la larva del gusano en el quinto instar. Ca: Cabeza, es:
espiraculos, me: marca estelar, mc: marca creciente, mo: marca ocular, pa:
patas abdominales, pt: patas toracicas, ptr: patas traseras, rc: remo caudal.

Entre cada segmento larval hay una membrana inter-segmental, la cual facilita
el movimiento del gusano. Del primer al tercer segmento encontramos 3 pares
de patas toracicas, del sexto al noveno segmento 4 pares de patas
abdominales, y en el ultimo segmento se encuentra una pata trasera. Las
patas toracicas le sirven para sostener las hojas de morera durante la
alimentacion, mientras que las patas abdominales y las patas traseras sirven
para el movimiento. Generalmente los gusanos comerciales que crian los
sericultores tienen tres tipos de marcas larvales: marca ocular en el segundo
segmento, marca creciente en el quinto segmento, y marca estelar en el
octavo segmento. Hay otros tipos de marcas larvales como cebra, cebra
negra y multilunar, que son controlados por otros tipos de genes. Aparte de
las marcas larvales, existen otros mutantes morfolégicos, tales como el
integumento transparente, los colores del cuerpo y de hemolinfa, y las formas
corporales diferentes °.

5bid., p.146
6 Ibid., p.147
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1.4.3 Morfologia y fisiologia de la glandula sericigena del gusano de seda. La
larva del gusano de seda tiene un par de glandulas de seda, situadas en
ambos lados ventrales del intestino medio y posterior, y se dividen en tres
regiones diferentes: anterior, media y posterior (Figura 3). La region anterior
esta cerca de la cabeza, abierta al pezon hilador que es una parte del labio.
Es un tubo estrecho abierto en la parte frontal que no secreta sustancia
particular, sino que es el lugar donde el filamento de seda es formado con la
ayuda de la glandula de Filippi. La region media es la mas grande de las tres
regiones y tienen tres divisiones bien definidas formando una figura en S. Esta
regién no es solamente un lugar de reserva para la maduracién de la fibroina,
sino que también secreta sericina, la proteina viscosa que encierra dos pares
de fibroina para formar el flamento de seda. La region posterior de la glandula
sericigena es muy larga con muchas curvas y secreta exclusivamente la
fibroina, la proteina principal del hilo de seda que compone entre el 75 a 85%
de la seda. La fibroina consta de varios aminoacidos, entre ellos glicina,
alanina, serinay tirosina, son los componentes principales que ocupan el 90%
de la fibroina’.

Figura 3. Estructura de la glandula sericigena en el quinto instar del gusano de
seda. as: glandula anterior, F: glandula de Filippi, ms: glandula media, ph:
pezon hilador, ps: glandula sericigena posterior.

S

Fuente : Cifuentes y Wook, 1998.

La glandula sericigena se deriva del ectodermo y se presenta 36 horas antes
de la blastocinesis en la etapa embrionaria. Desde su aparicion, realizan
division celular por 60 horas, terminando la division 24 horas después de la
blastocinesis. El numero de células de las glandulas sericigenas es
determinado en la etapa embrionaria llegando hasta aproximadamente 1000
células y difieren segun la variedad de gusano, pero no difieren entre las
glandulas derecha e izquierda, entre sexos ni segun las condiciones de
incubacion o de cria. El nimero de células en un par de glandulas de seda es
aproximadamente 600 en la region anterior, 500 en la regién media y 1000 en
la region posterior®.

7 Ibid., p.165-166

8 SHIMURA K. The physiology and biology of spinning in Bombyx mori, citado por CIFUENTES
CORREA, Cesar Augusto y WOOK SOHN, Kee. Manual técnico de la sericultura. Pereira:
convenio Sena-CDTS, 1998. p.167.
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1.4.4 Caracteristicas genéticas. El niumero total de cromosomas en Bombyx
mori L. es 56 (2n), son holocentricos, altamente condensados con
centromeros difusos y no presentan caracteristicas especiales que permitan
identificarlos®.

El gusano de seda, Bombyx mori L. es un sistema modelo para estudios
genéticos por su gran tamafio, facilidad de cria en el laboratorio y su
importancia econdmica en la produccion de seda. La glandula de la seda es el
tejido mas usado como modelo para estudiar la regulaciébn génica y la
diferenciacion celular en el gusano de seda. La caracteristica mas importante
de este tejido es su estructura simple, con una sucesion de areas que
comprenden un numero fijo de células, cada una expresando un conjunto
especifico de genes que codifican proteinas de la seda'®.

1.5 MARCADORES MOLECULARES

El analisis molecular de la variabilidad del ADN permite determinar puntos de
referencia en los cromosomas, conocidos como "marcadores moleculares".
Estos Ultimos se definen como cualquier fenotipo molecular proveniente de un
gen expresado o bien de un segmento especifico de ADN correspondiente a
regiones expresas o no del genoma. Estos marcadores pueden ser utilizados
en diversas aplicaciones, tanto en estudios basicos de genética como en la
practica del mejoramiento, al generar perfiles moleculares caracteristicos de
cada individuo estudiado. Las ventajas que representan los marcadores
moleculares en relaciéon a los morfolégicos se pueden resumir en cuatro
aspectos: mayor nivel de polimorfismo para cada locus estudiado; neutralidad
con respecto a efectos fenotipicos, con un nivel nulo o minimo de interacciones
entre locus (epistasis y pleiotropia); generalmente son codominantes (pueden
distinguirse heterocigotos de los homocigotos); y pueden estudiarse en
cualquier estadio de la especie!l. Ademas para maximizar su utilidad debe
tener una buena distribucion a lo largo del genoma, alto grado de
polimorfismos y buena repetibilidad de los ensayos*.

® Nagaraju, J. Recent advances in molecular genetics of the silk moth, Bombyx mori [online].
India: Center for DNA fingerprinting and diagnostics, 1999 [cited 30 august 1999]. Disponible
en internet: www.cdfd.org.in/jnagcs.html.

10 |bid., Disponible en internet: www.cdfd.org.in/jnagcs.html.

RAMIREZ, Hernando. Biotecnologia |. Palmira: Universidad Nacional de Colombia, 2000.

12 CHENG, H.H. and CRITTENDEN, L.B. Microsatellite markers for genetic mapping in the
chicken, citado por ARANGUREN MENDEZ, José Atilio. Caracterizacion y relaciones
filogenéticas de cinco razas asnales espafiolas en peligro de extincion mediante la utilizacion
de marcadores microsatélites: su importancia en los programas de conservacién.Bellaterra,
2002, p.20. Trabajo de grado de (Doctor en Veterinaria). Universidad Autonoma de Barcelona.
Facultad de Veterinaria.
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1.5.1 Longitud de Fragmentos de Restriccion Polimérficos (RFLP). Es una de
las primeras técnicas descritas y consiste en detectar las diferencias en la
secuencia del ADN de diferentes individuos, basandose en el uso de enzimas
de restriccion que cortan el ADN en sitios donde se encuentra una secuencia
especifica de nucledtidos. La identificacion de los fragmentos requiere del uso
de geles de electroforesis que permitan separar los fragmentos de diferentes
tamafios y transferirlos a una membrana de nitrocelulosa (0 nylon) por
capilaridad o vacio a través de un proceso denominado Southern Blotting. La
técnica de RFLP produce marcadores codominantes, permitiendo detectar
estados alélicos, es decir el genotipo heterocigoto del homocigoto. La
limitacion de esta técnica es que identifica pocos loci, por lo que la variabilidad
obtenida es reducida®.

1.5.2 ADN Polimérfico Amplificado al Azar (RAPD). La técnica involucra la
amplificacion de un ADN molde con iniciadores cortos (alrededor de 10 pb) de
secuencia aleatoria pero con un minimo contenido de guanina y citosina de
50%. La amplificacion con estos iniciadores se caracteriza por temperaturas de
alineamiento bajas de 37 a 40°C, que generan una serie de fragmentos de
diferente tamafio a partir del ADN molde. Los fragmentos amplificados,
pueden ser separados en geles de poliacrilamida o agarosa, Yy visualizados por
tincion con nitrato de plata o bromuro de etidio respectivamente!4.

Esta técnica requiere un ADN de Optima calidad, libre de proteinas,
polisacaridos o compuestos fendlicos que disminuyan la actividad de la Taq
polimerasa. La principal limitacion de los ensayos RAPD es la baja repetibilidad
de los analisis, asi mismo, dado que es un marcador de tipo dominante, no
discrimina la existencia de heterocigotos*®.

1.5.3 Polimorfismo de Longitud de Fragmentos Amplificados (AFLP). El
analisis de AFLP representa la tecnologia mas reciente para la obtencién de un
gran numero de marcadores moleculares en genomas procariotes y eucariotes.
Es una técnica de andlisis molecular multilocus de tipo dominante que combina
la especificidad de las endonucleasas de restriccion con la velocidad vy
practicidad de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). La técnica
involucra cinco pasos (Figura 4), digestion del ADN con dos enzimas de
restriccion, ligacion de adaptadores especificos, amplificacion pre-selectiva de
los fragmentos de restriccion, amplificacion selectiva y separacion de los
fragmentos de ADN mediante electroforesis en gel de poliacrilamida?®.

13 |bid., p. 20

14RAMIREZ, Op. cit.

15 ARANGUREN, Op. cit., p.20-21.

16 VOS, Pieter et al. AFLP: a new technique for DNA fingerprinting. En: nucleic Acids
Research. Vol. 23, No. 21. (1995); p. 4407-4414
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Figura 4. llustracion de la técnica de AFLP.
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1.5.3.1 Digestién del ADN con dos endonucleasas de restriccion. ElI ADN es
digerido por dos endonucleasas de restriccion EcoRl con un sitio de
reconocimiento de seis pares de bases (G'*AATTC) y Msel con un sitio de
reconocimiento de cuatro pares de bases (T*TAA). En la digestién con EcoRl
(corte raro) y Msel (corte frecuente) se obtienen tres clases de fragmentos de
restriccion: fragmentos grandes EcoRI-EcoRI, fragmentos pequefios Msel-Msel
y fragmentos de tamafio intermedio EcoRI-Msel que seran amplificados de
manera eficiente por la Tag polimerasa. Por lo tanto estas enzimas generan
fragmentos de ADN de un rango de tamafio éptimo (< 1 Kb) y extremos
cohesivos requeridos para la ligacién de adaptadores especificos!’.

1.5.3.2 Adaptadores e iniciadores de AFLP. La amplificacion de los
fragmentos de restriccion se logra por la union de adaptadores especificos de
doble hebra que poseen terminales complementarios a los extremos de los
sitios de restriccion resultantes de la digestidon con las endonucleasas. Por
ejemplo, los adaptadores EcoRI especificos se unen a los extremos cohesivos
producidos por la EcoRI, mientras que los adaptadores Msel se unen
especificamente a los extremos resultantes del corte con la enzima Msel. Las
secuencias de los adaptadores que flanquean las secuencias de ADN
gendmico sirven como un sitio de enlace para el alineamiento de los iniciadores
de AFLP. Usando esta estrategia, es posible amplificar muchos fragmentos de
ADN sin tener conocimiento de la secuencia'®. Los adaptadores de AFLP
consisten de una secuencia central y una secuencia especifica de la enzima®®.
La estructura del adaptador de EcoRI es:

5-CTCGTAGACTGCGTACC
CATCTGACGCATGGTTAA-5

La estructura del adaptador de Msel es:

5-GACGATGAGTCCTGAG
TACTCAGGACTCAT-5

Los iniciadores utilizados en la PCR consisten de una secuencia especifica de
20 a 25 nucleétidos complementarios a la secuencia de los adaptadores, y de 1
a 3 nucledtidos adicionales de secuencia arbitraria en su extremo 3 que
pueden mostrar mayor o menor nivel de polimorfismo para un organismo
determinado®°.

17 1bid., p. 4406.
18 |bid., p. 4407.
19 |pid., p.4408.
20 |pid., p. 4410.
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La estructura de los iniciadores de AFLP consiste de tres partes, una
secuencia central (NUCLEO), una secuencia especifica de la enzima (ENZ) y
una extension selectiva (EXT).

NUCLEO ENZ EXT
EcoRl 5-GACTGCGTACC AATTC N-3
Msel 5-GATGAGTCCTGAG  TAA N-3

1.5.3.3 Reacciones de amplificacion. La seleccion de los fragmentos que
seran amplificados se realiza en dos etapas consecutivas. En la primera
reaccion llamada preamplificacion, el ADN molde es amplificado con
iniciadores de AFLP que contienen solo un nucleotido selectivo adicional. En
una segunda etapa de mayor intensidad de seleccién, el producto de PCR de la
reaccion de preamplificacion es diluido y usado como molde para la
amplificacion selectiva, con iniciadores de AFLP que poseen en su extremo 3°
tres nucledtidos selectivos adicionales. Asi, solamente los fragmentos de
restriccion que tengan secuencias flanqueadoras complementarias a los tres
nucleodtidos selectivos de los iniciadores de AFLP seran amplificados.

Tipicamente, 50 a 100 fragmentos de restriccion son coamplificados en cada
reaccion de AFLP y visualizados en un gel denaturalizante de poliacrilamida.
Asi, el perfil molecular obtenido de los individuos analizados permite identificar
polimorfismos de ADN entre individuos, poblaciones y especies, por las
diferencias en el modelo de bandas. Aunque esta técnica analiza
simultdneamente varios loci no permite diferenciar el estado homocigoto del
heterocigoto por ser un marcador de tipo dominante.

1.6 MARCADORES MOLECULARES EN GUSANO DE SEDA,
Bombyx mori L.

Los estudios con marcadores moleculares han permitido obtener perfiles
moleculares caracteristicos de las diferentes lineas de gusano de seda
estudiadas. Entre estos, la prueba minisatélite, Banded Krait Minor satellite
DNA-derived probe (Bkm) permitié caracterizar 13 lineas del gusano de seda,
seis bivoltinas (Huzos, KA, NBi1, NB7, NBsD2y NBis) y siete polivoltinas (C.
Nichi, Gungnong, Moria, Nistari, Pure Mysore, Diazo y Sarupat). Este
estudio gener6 bandas especificas para las variedades bivoltinas y polivoltinas,
ademas revel6 alto grado de relacion genética entre las lineas NBsD2 y NB1g?!.
Estudios posteriores con RAPD en estas lineas, permitieron amplificar 13
genotipos con 40 iniciadores de secuencia aleatoria originando 216 productos

2INAGARAJU, Javaregowda et al. DNA fingerprinting in silkworm, Bombyx mori, using banded
krait minor satellite DNA-derived probe. En : Electrophoresis. N0.16. (1995); p.1639-1642.
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amplificados. Finalmente, los resultados mostraron dos nodos definidos, uno
con seis genotipos bivoltinos y otro con siete genotipos polivoltinos??.  Asi
mismo, se usaron técnicas como RFLP y tres técnicas basadas en PCR:
RAPD, ISSR-PCR (Repeticiones de Secuencia Inter-Simple) y SSR
(Secuencias Simples Repetidas) para determinar el porcentaje de polimorfismo
detectado con cada una. Asi, RFLP produjo 180 bandas de las cuales 97%
son polimorficas, SSR 15 loci de los cuales el 86% son polimorficos, SSR-PCR
39 fragmentos de los cuales el 76.98% son polimérficos y RADP generd 74.4%
de fragmentos polimorficos. Indicando que ISSR-PCR (0.957) revela alto grado
de diversidad y RAPD (0.744) baja diversidad. Las pruebas de RAPD, ISSR-
PCR y RFLP claramente separan las variedades bivoltinas y polivoltinas del
gusano de seda??.

Estudios recientes reportan la caracterizacion molecular de 23 lineas (12 lineas
de origen japonés y 11 lineas de origen chino) de gusano de seda Bombyx mori
L. con el marcador molecular AFLP, revelando dos grupos definidos que
corresponden a las lineas de origen japonés y chino. Ademas., el andlisis de
la estructura poblacional evidencié que aunque las dos variedades no son muy
diferentes entre si, existe diferenciacion genética en la poblacion 24,

1.7 ANALISIS ESTADISTICO

Existe una gran diversidad de estadisticos para cuantificar la variabilidad
genética y resumir la informacion a términos mas manejables. Los estadisticos
mas empleados son: porcentaje de loci polimérficos, heterocigosidad
insesgada, similaridad genética, distancia genética y estructura poblacional.
Sin embargo, para el andlisis de |datos obtenidos con marcadores dominantes
tales como AFLP, Lynch y Milligan® desarrollaron la teoria general para
estimar pardmetros insesgados de genética de poblaciones con un ajuste
estadistico que se limita al analisis de aquellos loci con una frecuencia menor a
1-(3/N), es decir bandas que su frecuencia sea 0.94 para N = 50.

22 NAGARAJA, Ganachari M. and NAGARAJU, Javaregowda. Genome Fingerprinting of the
silkworm, Bombyx mori, using random arbitrary primers. En : Electrophoresis. No0.16. (1995);
p.1633-1638

22 NAGARAJU, J. et al. Comparison of multilocus RFLPs and PCR-based marker systems for
genetic analysis of the silkworm, Bombyx mori. En : Heredity 86. (jan 2001); p.588-597.

24 ALEGRIA SOTO, Alvaro Hernan, et al. Caracterizacién molecular de lineas de Bombyx
mori mediante AFLP. En : Socolen, 2004.

LYNCH, M. and MILLIGAN, B. G. Analysis of Population Genetic Structure with RAPD
Markers. En: Molecular Ecology. No. 3. (1994); p.93.
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El andlisis con el criterio Lynch y Milligan tiene los siguientes supuestos: la
interpretacion del patron de bandas en los geles se realiza de manera
inequivoca y cada locus es tratado como un sistema de dos alelos, ausencia
(alelo recesivo) y presencia (alelo dominante) de bandas.

1.7.1 Diversidad genética. El estimador insesgado de diversidad genética es,

I—L(i): Zq(i)[l_qj (i)]+2Var[6|j(i)]

la probabilidad que dos genes, aleatoriamente escogidos de la poblacion j,
difieran en el locus i-esimo. Esta medida es equivalente a la heterocigosidad

que representa un mejor estimador de la variacion genética, ya que es
precisa. Para el andlisis de marcadores dominantes, se define como la
probabilidad de que un par de alelos escogidos al azar contengan un marcador
y un nulo 26.

El promedio sobre todos los loci observados L, la media de la diversidad
genética observada en la poblacion j-esimo es,

ol
sztzﬂ“Hj(u)

Ademas de la heterocigosidad, existe otro parametro para cuantificar la
diversidad genética y es el porcentaje de loci polimorficos. Un locus se
considera polimoérfico si el alelo mas comun presenta una frecuencia menor al
95% en la poblacion bajo estudio?’, estos parametros son obtenidos del
programa TFPGA version 1.3 (Tools for Population Genetic Analyses)?® .

1.7.2 Matriz de similaridad genética. La cuantificacion de similaridad o
diferencias entre individuos de las lineas de gusano de seda analizadas se
calculé con el coeficiente de Dice?®, proporcionado por el programa por el
programa estadistico NTSYSpc version 2.02 (Numerical Taxonomy and
Multivariate Analysis System).

26 |bid., 94

27 ARANGUREN, Op. cit., 32.

2MILLER, M.P. Tools for population genetic analysis (TFPGA) [programa de computador en
linea] version 1.3. [Arizona]: Northern Arizona University, Department of Biological Sciences.
[1 february 2000]. Disponible en internet: http://herb.bio.nau.edu/~miller.

22 NEI, Masatoshi and LI, Wen-Hsiung. Mathematical model for studying genetic variation in
terms of restriction endonucleases. En: Genetics. Vol. 76, No. 10. (oct 1979); p. 5260-5273.

30 ROHLF, F.J. NTSYSpc: numerical taxonomy and multivariable [programa de computador en
disco] version. New York: Exeter Software.

35



Comunmente el coeficiente de similaridad se considera como un “descriptor” de
bandas compartidas. Asi el coeficiente de Dice mide la proporcién de bandas
compartidas en ambas muestras dividida por el promedio de bandas presentes
en cada muestra y calculado de la siguiente manera,

2a

Dice = — <&
' (2a+b+c)

1.7.3 Métodos de agrupamiento. Las matrices de distancia genética entre
poblaciones puede ser convertida en un dendograma utilizando el método de
agrupamiento medio usando promedios aritméticos UPGMA (Unweighted Pair
Group Method using Arithmetic Averages) o los “vecinos mas cercanos”
(Neighbour Joining), el criterio de seleccidn entre estos dependera del valor
de correlacion cofenética suministrado por el programa estadistico NTSYSpc
version 2.02.

1.7.4 Distancia genética. El dendograma de distancia genética esta basado
en la matriz de distancia de Nei®!, proporcionado por el programa TFPGA
version 1.3. Esta medida de distancia entre poblaciones®?, Djk, provee una
estimacion del numero medio de mutaciones que separan los genes de dos
poblaciones.

El estimador insesgado Djk esta dado por,

J, ~ Var(FI ,—k)+ Var(I—AIj)Jr Var(FIk)

N R Y

donde ‘Jj :1_Hj es la identidad génica dentro de la poblacion j, y

Djk =—In

J jk — 1-H jk es laidentidad génica entre las poblaciones j y k..

1.7.5 Estructura de poblaciones. Este analisis, determina entre los diferentes
grupos, cuales presentan mayores diferencias. Se utiliza el programa AMOVA-
PREP para generar matrices de distancia con base en el coeficiente de DICE y
para crear archivos de distancia, grupo y poblacion. Este programa fue
disefiado para automatizar los procesos de preparacion de archivos de salida
que van a ser usados por AMOVA.

31 Nei, M. 1972. Genetic distance between populations. En : American Naturalist: (1972); p.
283-292.
32LYNCH AND MILLIGAN, Op. cit., 96.
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La diferenciacion o estructura de la poblacibn se mide por el siguiente
parametro,

Gst :(HT - HS)/HT

Donde Hs representa la diversidad genética dentro de la subpoblacion y Hr se
define como la heterocigosidad media esperada por locus en la poblacion total.
Por otra parte el valor de flujo génico (Nm) suministrado por el programa
POPGENE version 1.32, permite determinar hasta qué punto cada poblacion
local de wuna especie, es una unidad evolutiva independiente.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 MATERIAL BIOLOGICO

Las nueve lineas no comerciales de gusano de seda caracterizadas
genéticamente con AFLP, fueron suministradas por el banco de germoplasma
del Centro de Desarrollo Tecnoldgico de la Sericultura (CDTS). Para la
caracterizacion de las nueve lineas de gusano de seda (Cls x KO3, Multilunar,
Daizo, Transparente, Cebra, Capullo Verde, Z, YP, y YM) (Figura 5) se
analizaron cinco larvas por linea para un total de 45 individuos. Cabe destacar
que estas lineas no poseen informacion genealdgica, bioldgica, ni
caracteristicas cuantitativas y cualitativas de producciéon. Asi mismo, se
analizaron seis lineas comerciales de gusano de seda, 3 de origen japonés
(K10, K20 y SG3) y 3 de origen chino (SC1, CTS, CA), suministradas por el
C.D.T.S. por ser representativas en el dendograma obtenido de su
caracterizacion molecular llevada a cabo en el Centro de Biologia Molecular y
Biotecnologia de la Universidad Tecnoldgica de Pereira (Figura 6). Estas lineas
se consideraron como poblacion control para tener confiabilidad de los
resultados obtenidos. Asi, finalmente la poblacién de estudio comprendié un
total de 51 individuos designados con cédigos como se muestra en el cuadro 2.

Cuadro 2. Cddigos asignados a cada una de las lineas de gusano de seda
utilizadas para el andlisis con marcadores AFLP.

Lineas Origen Geografico| Muestra Lineas
1 Cls x KO3
2 Multilunar
5 Daizo
6 Transparente
8 Cebra
NOI DESCONOCIDO 12 Capullo Verde
Comerciales 15 7
16 YP
17 YM
10.1 K10
JAPONESAS 10.2 K20
10.3 SG3
Comerciales 11.1 SC1
CHINAS 11.2 CTS
11.3 CA
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Figura 5. Larvas de lineas no comerciales de Gusanos de Seda Bombyx mori
L. Fotografia digital (camara NIKON).

b: Multilunar

c: Daizo d: Transparente

e: Cebra f: Capullo Verde

9:Z h: YP
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Figura 6. Dendograma de lineas comerciales de gusano de seda (Bombyx mori) de origen japonés (J) y chino (C). Los
recuadros muestran las lineas seleccionadas como control para el presente estudio.

1= 014 021 07

Fuente: Alegria et al., 2004.
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2.2. EXTRACCION DE ADN

Para la extracciéon de ADN de las 45 larvas de gusano de seda a partir de la
glandula sericigena se realizdé una diseccion de los gusanos para extraer el
tejido con sus partes (anterior, media y posterior) y extraer el ADN con el
protocolo de Andy Brower, 1998 (Anexo A).

2.3 ESPECTROFOTOMETRIA

La concentracion de ADN de las muestras extraidas se determiné con la
medida de absorbancia a 260nm utilizando un espectrofotdmetro de luz visible
(UV-1601, UV-Visible Spectrophotometer SHIMADZU) y aplicando la
siguiente formula:

Abs.260nm x factor de dilucion de la muestra (1:50) x 50ug/mL

Una absorbancia de 1 corresponde a 50ug/mL para un ADN de doble cadena.

24 ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA PARA EL CONTROL DE
CALIDAD DEL ADN

Para preparar el gel de agarosa 0.8%, se disuelve 0.4 g de agarosa en 50 mL
de TBE 1X aplicando calor. Posteriormente se adiciona 1 uL de bromuro de
etidio y se deja solidificar en el molde de la cAmara de electroforesis.

Antes de servir las muestras de ADN en el gel, se adiciona a cada una 2 uL de
buffer de carga para un volumen total de 7 uL. Las muestras se sirvieron en el
gel sumergido en TBE 1X y se dejaron correr por 15 minutos a 70 voltios en la
camara de electroforesis horizontal (BIO-RAD Mini-Sub Cell GT).

2.5 POLIMORFISMO DE LONGITUD DE FRAGMENTOS AMPLIFICADOS
(AFLP)

Las lineas de gusano de seda antes mencionadas fueron analizadas con el
Sistema de Analisis de AFLP | (AFLP Analysis System, AFLP Starter Primer
Kit, GIBCOBRL®) siguiendo el protocolo descrito en este manual. Este
sistema de analisis de AFLP ha sido diseflado para genomas que se
encuentren en un rango de 5x102 a 6x10° pb. La técnica involucra cinco pasos:
digestion de ADN con endonucleasas de restriccion, ligacion de adaptadores
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de secuencia especifica, amplificacién pre-selectiva, amplificacién selectiva y
separacion electroforética de los fragmentos amplificados.

2.5.1 Digestion con endonucleasas de restriccion. ElI ADN extraido fue
digerido con dos endonucleasas de restriccion simultaneamente (EcoRI vy
Msel). La reaccion se llevo a cabo con 9 uL de ADN muestra a una
concentracion de 150 ng, 2,5 uL de buffer de reaccion 5X [50 mM Tris-HCI
(pH 7.5), 50 mM de Acetato de Magnesio, 250 mM Acetato de potasio], y 1 uL
de EcoRI/Msel. La mezcla de la reaccion se incub6 2 horas a 37°C y luegol15
minutos a 70°C para inactivar las endonucleasas de restriccion.

2.5.2 Ligacién de adaptadores. EI ADN digerido se liga con adaptadores de
secuencia especifica correspondiente a EcoRI y Msel. Al ADN digerido se le
adicionan 12uL de solucion de uniéon de adaptadores [adaptadores EcoRI/
Msel, 0.4 mM ATP, 10 mM Tris-HCI (pH 7.5), 10 mM Acetato de Magnesio, 50
mM Acetato de Potasio] y 0,5uL de T4 ADN Ligasa. La mezcla se incuba a
20°C+2°C por 2 horas, posteriormente se realiza una dilucién 1:10.

2.5.3 Amplificacion pre-selectiva. En este paso, los iniciadores de AFLP
EcoRI y Msel contienen un nucleétido selectivo. Esta reaccion se llevo a cabo
adicionando 2,5uL de ADN molde diluido (1:10), 20 uL del iniciador de
preamplificacion, 2,5 uL de buffer 10X con Magnesio [200 mM Tris-HCI (pH
8.4), 15 mM MgCI2, 500 mM KCI] y 0,5 uL Taq polimerasa (5 unit/uL). La
amplificacion se realiza en 20 ciclos durante 30s a 94°C, 60s a 56°C y 60s a
72°C utilizando un termociclador (Perkin-Elemer 9700). El producto de PCR se
diluye 1:5.

2.5.4 Amplificacion Selectiva. En este paso, los iniciadores de AFLP EcoRI
y Msel contienen tres nucledtidos selectivos. Asi, las cuatro pares de
iniciadores recomendadas por ser las mas polimérficas en la caracterizacion
genética de 23 lineas comerciales de gusano de seda Bombyx mori L. fueron:

EcoRl ACG - Msel CAA
EcoRlI ACG - Msel CAC
EcoRl ACG - Msel CAT
EcoRIl AGG - Msel CAC

Para la amplificacion selectiva se prepararon dos soluciones por separado. La
solucion 1 contiene 0,5 puL de Primer EcoRIl y 4,5 uL Primer Msel (contiene
dNTPs). La solucion 2 contiene 7,9 uL de agua destilada, 2 uL de buffer 10X
con Mg y 0,1uL de Taq polimerasa ADN, suficientes para una reaccion de
AFLP. Esta reaccion se llevé a cabo adicionando 5 puL de ADN diluido (1:5),

42



5 uL de la Solucion 1y 10 uL de la Solucién 2 para un volumen total de 20uL.
La amplificacién se realiza en 36 ciclos de PCR con el siguiente programa de
temperaturas: un ciclo a 94°C por 30 segundos, 65°C por 30 segundos y 72°C
por 60 segundos. La temperatura de alineamiento baja 0.7°C durante 12 ciclos
y finalmente se realizan 23 ciclos: 30s a 94 °C, 30s a 56°C y 60s a 72°C.

2.5.5 Separacion de los fragmentos de ADN mediante electroforesis de gel
denaturalizante de poliacrilamida. Para preparar el gel denaturalizante de
poliacrilamida 6% se disuelve 31,23 g de Urea, 5,7 g de Acrilamida, 0,195 g de
Bis-acrilamida con 3,25 mL de TBE 20X en 65 mL de TBE 1X aplicando calor y
para lograr el proceso de polimerizacion se adiciona 325 uL de Persulfato de
Amonio (APS 10%) y 32,5 pL de TEMED.

El gel polimerizado se coloca en la cAmara de electroforesis vertical (HOEFER
SQ3 sequencer) y se adiciona TBE 1X hasta sumergirlo completamente.
Antes de servir las muestras de ADN en el gel, se adiciona 10uL de solucion
de parada y se desnaturalizan a una temperatura de 95°C durante 2 minutos.
Se sirven 5 uL de la muestra y se corren a una potencia de 87W con una
temperatura de 55°C.

Para visualizar los fragmentos de ADN separados en el gel se realiza una
tincion con plata siguiendo el protocolo descrito en el Sistema de
Secuenciamiento de DNA (Promega, TM 023)

2.6  ANALISIS ESTADISTICO

El andlisis del gel se llevd a cabo de manera visual sefialando las bandas
intensas y claramente definidas. Asi mismo, las bandas se registran en una
matriz binaria como un sistema de dos alelos, es decir, presencia 0 ausencia
de bandas de 1 y 0O, respectivamente. Sin embargo, el analisis estadistico se
restringe a aquellas bandas con una frecuencia menor a 1-(3/N) segun el
criterio de Lynch y Milligan (1994) por medio de paquetes estadisticos.

2.6.1 Diversidad Genética. La diversidad genética se evalud a través de la
heterocigosidad y porcentaje de loci polimérficos. Estos parametros fueron
estimados a partir de la matriz de datos usando la expansion de Taylor
suministrada por el programa estadistico TFPGA version 1.3.

2.6.2 Matriz de similaridad genética. Para estudiar el conjunto de individuos
se parti6 de la definicion de similaridad de Nei-Li (1979), también conocida
como similaridad de DICE.
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El coeficiente de DICE omite la consideracién de pares negativos (0-0) y da
doble peso a los pares positivos (1-1), lo que lo hace muy util en términos de
similaridad a nivel del ADN, en la que la ausencia compartida de una banda no
es necesariamente una indicacion de similaridad entre dos aislamientos. La
matriz de similaridad se construyé con el programa SIMQUAL del paquete
NTSYSpc version 2.02, para determinar la asociacion genética de las lineas del
gusano de seda.

2.6.3 Andlisis de agrupamiento. A partir de la matriz de similaridad se
construy6 un agrupamiento con el programa SAHN de NTSYS-pc. El método
utilizado fue el de unién media UPGMA que es el més usado y el que produce
menor distorsién al compararse con la matriz original de similaridad. A partir de
las matrices se construyeron dendogramas de subpoblaciones (Anexo C, E, G,
I) con el programa TREE de NTSYS-pc. Sin embargo, para este analisis se
tuvo en cuenta Unicamente el dendograma de subpoblaciones generado a
partir de la matriz de similaridad de los datos corregidos segun el criterio de
Lynch y Milligan.

2.6.4 Distancia Genética. La matriz de distancia genética de Nei obtenida a
partir de cada una de las combinaciones de iniciadores, se representdé en
dendogramas de poblaciones (Anexo D, F, H, J) por medio del programa
TFPGA versiéon 1.3. Del mismo modo, se generé un dendograma de
poblaciones a partir de la matriz genética de Nei de los datos corregidos segun
el criterio de Lynch y Milligan. Sin embargo, el andlisis de diferenciacién
genética de las lineas se basa en este ultimo dendograma.

2.6.5 Estructura de Poblaciones. EIl analisis de la estructura poblacional, se
llevé a cabo con las fuentes de varianzas y el coeficiente de diferenciacion
poblacional Gst suministrados por los paquetes estadisticos AMOVA-PREP vy
WINAMOVA. Para calcular las fuentes de varianza dentro y entre poblaciones
y el coeficiente de diferenciacion genética (Gst) a partir del programa
estadistico WINAMOVA version 1.55, los datos son previamente transformados
con el programa PRE-AMOVA version 1.01. Ademas, para complementar el
analisis se calcula la tasa de migracion mediante el flujo génico (Nm)
proporcionado por el programa estadistico POPGENE versién 1.32.

Se realiza la prueba de significancia a los diferentes estadisticos mediante
remuestreos y andlisis permutacionales del tipo bootstrapping de 1000
replicaciones para cada programa estadistico anteriormente mencionado.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 EXTRACCION DE ADN

Primero, se establecié un banco de germoplasma con muestras de tejido de la
parte anterior, media y posterior de las glandulas sericigenas de las lineas no
comerciales de gusano de seda (45 individuos). Segundo, se realiz6 la
extraccion de ADN de estos tejidos con el protocolo “Extraccion de ADN de
gusano de seda a partir de glandula” para establecer cual de las tres partes
(anterior media y posterior) de la glandula sericigena contenia mayor cantidad
de ADN. Los resultados sefialaron que la parte posterior presenta mayor
cantidad de ADN y requeria menor tiempo para la extraccion. Sin embargo, el
ADN de la parte posterior presentd resultados negativos en la digestion con la
endonucleasa de restriccion Mspl (Figura 7), lo que condujo a probar el
protocolo salting out y, pruebas de purificacion de las muestras de ADN con
sales y solventes organicos, con resultados negativos en la calidad de ADN.
Finalmente, con el protocolo reportado por Andy Brower (Anexo A) se extrajo
ADN de buena calidad y se obtuvo resultados positivos de digestion con Mspl
(Figuras 8 y 9). Al protocolo se le realizaron las siguiente modificaciones: 5 pL
de proteinasa K con un tiempo de incubacion de 3 horas y 5 pL de RNasa; se
omitio el paso de fenol: cloroformo: alcohol isoamilico y en su lugar se adicion6
un volumen de cloroformo: alcohol isoamilico. La precipitacion del ADN se
realizd6 a —20°C toda la noche. EI ADN extraido fue de Optima calidad y en
promedio se obtuvo una concentracion de 307.64 ng/uL para todos los
individuos (Figura 8).

Figura 7. Ensayo de digestion negativo con la endonucleasa de restriccion
Mspl en muestras de ADN de la parte posterior de la glandula de lineas no
comerciales de gusano de seda. Gel de agarosa al 1%, se observa el ADN
control (carriles 1,3,5,7,9) y muestras no digeridas (carriles 2,4,6,8,10).
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Figura 8. Muestras de ADN extraidas de la parte posterior de la glandula
sericigena de las nueve lineas no comerciales con el protocolo de Andy Brower
(1998). Gel de agarosa 1%. Fotografia digital (camara NIKON).
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Figura 9. Ensayo de digestion positivo con la endonucleasa de restriccion
Mspl, comparando lineas comerciales (Japonesas y Chinas) y no comerciales.
Gel de agarosa 1%. Fotografia digital (camara NIKON).
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3.2 PERFILES DE AFLP

La calidad del ADN permiti6 obtener un patrén de bandas amplificadas
comparable entre lineas (Figura 10). Este aspecto es relevante si se considera
gue se deben cumplir exitosamente cinco etapas: digestion, ligacion de
adaptadores, pre-amplificacion, amplificaion selectiva y electroforesis.

Figura 10. Perfil parcial de 16 individuos de gusano de seda analizados con
marcadores AFLP; se observa el patron de bandas obtenido con el par de
iniciadores de AFLP, EcoRI AGG y Msel CAC. La flecha indica el grado de
homologia entre las bandas de la linea Multilunar. Gel denaturalizante de
poliacrilamida (6%).

Control
Lineas no comerciales Japonés Chino
| 1 | |
i ™
Multilunar Transparente 9 Q 3
1 2 3 45 1 2 3 4 4 5 X XN
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3.3 ANALISIS ESTADISTICO

La amplificacion de las muestras de ADN obtenido de las lineas de gusano de
seda: 9 lineas no comerciales y 6 lineas comerciales (3 lineas de origen chino y
3 lineas de origen japonés), genero6 con los cuatro pares de combinaciones de
iniciadores de AFLP (EcoRIl ACG/ Msel CAA, EcoRI ACG/ Msel CAC, EcoRl
ACG/ Msel CAT y EcoRlI AGG/ Msel CAC) un total de 156 bandas o
fragmentos de ADN. Sin embargo, para el analisis estadistico se realizé la
correccion segun el criterio de Lynch y Milligan, analizando finalmente un total
de 152 bandas con los programas estadisticos mencionados en la metodologia.
Asi mismo, la confiabilidad del estudio se comprobé al generar un dendograma
de lineas comerciales que muestra nodos definidos correspondientes a las
lineas de origen japonés y chino, con un coeficiente de similaridad promedio
de 0.51 (Figura 11).

Figura 11. Dendograma de lineas comerciales de gusano de seda a partir de
las cuatro combinaciones de iniciadores de AFLP EcoRI ACG/Msel CAA, EcoRl
ACG/Msel CAC, EcoRl ACG/Msel CAT y EcoRlI AGG/Msel CAC. Lineas
japonesas: K10, K20y SG3, y chinas: SC1, CAy CTS.
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3.3.1 Diversidad Genética.

3.3.1.1 Loci polimorfico y heterocigosidad. La diversidad de las lineas de
gusano de seda, se evallo mediante el porcentaje de loci polimorficos y
heterocigosidad insesgada. De las 152 bandas analizadas, el 96,71% fueron
polimorficas representando aproximadamente 146 fragmentos amplificados
(Cuadro 3). Las lineas que presentaron menores porcentajes de loci
polimoérficos y heterocigosidad insesgada fueron las lineas no comerciales
Multilunar y Daizo (20.39% y 21.05%; 0.1 y 0.1; respectivamente).

En contraste, las lineas que presentaron los mayores porcentajes de loci
polimérficos y heterocigosidad insesgada fueron las lineas no comerciales
ClsxK03 y YM (63.82% y 59.2%; 0.24 y 0.24; respectivamente) revelando un
alto numero de alelos diferentes. Esto es posible de explicar con base en el
origen de la linea no comercial Cls x KO3, dado que ésta es una cruza entre la
raza china y japonesa, mostrando alto grado de variabilidad genética.

Cuadro 3. Parametros de diversidad genética obtenidos de las 11 lineas de
gusano de seda analizadas con las cuatro pares de combinaciones de
iniciadores de AFLP (152 bandas polimorficas).

Lineas Heterocigosidad % Loci
insesgada Polimérfico

Cls x KO3 0,24 63,82

Multilunar 0,10 20,39

Daizo 0,10 21,05

Transparente 0,22 48,68

Cebra 0,18 43,42

No Capullo Verde 0,16 35,53
comerciales [7 0.15 34.87
YP 0,21 51,97

YM 0,24 59,21

Total 0,34 92,76

Japonesas 0,23 52,63

Comerciales |Chinas 0,19 42,11
Total 0,27 75,0

Poblacién Total 0,37 96,71
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3.3.1.2 Matriz de similaridad genética. El rango de distribucién de la matriz de
similaridad genética (Anexo B) de los datos de la poblacién total es mayor
(0.22 - 0.97) que entre las lineas no comerciales (0.38 - 0.97) y comerciales
(0.51 - 0.64) de gusano de seda (Cuadro 4). Lo que indica una gran diversidad
de alelos en la poblacion total que entre las lineas de gusano de seda, sin
embargo las lineas no comerciales aportan la mayoria de esta diversidad
genética.

El promedio de similaridad genética de los genotipos de las lineas no
comerciales (0.75) indica que estan genéticamente mas relacionados que los
genotipos de las lineas comerciales (0.59) (Cuadro 4). Esto es posible, debido
a gue las lineas comerciales son de diferente origen geografico manteniendo
su componente genético japonés y chino. En contraste, las lineas no
comerciales aunque poseen gran diversidad de alelos estos son compartidos
entre los individuos, revelando que no se ha dado un proceso de seleccion.

Es importante resaltar que los individuos que conforman las lineas genéticas
Multilunar y Daizo presentaron promedios de similaridad altos (0.92 y 0.88;
respectivamente) en comparacion con los individuos que conforman las otras
lineas, lo que indica uniformidad genética en estas lineas. Por otra parte, la
cruza Cls x KO3 como se esperaba presenta un promedio de similaridad de
0.53, debido a su componente genético japonés y chino.

Cuadro 4. Estimadores de similaridad genética con cuatro marcadores AFLP
en lineas de gusano de seda entre genotipos de una misma linea que
conforman las poblaciones no comerciales, comerciales y poblacion total.

Lineas NUmero Rango de Promedio de
de distribucion similaridad
genotipos genética
Cls x KO3 5 0.38 - 0.75 0.53
Multilunar 5 0.86 - 0.97 0.92
Daizo 5 0.77 — 0.97 0.88
Transparente 5 0.62 —0.75 0.69
No Cebra 5 0.72 - 0.83 0.76
Comerciales [Capullo Verde 4 0.65 — 0.88 0.76
Z 5 0.80 —0.85 0.82
YP 5 0.64 — 0.87 0.72
YM 5 0.60 — 0.80 0.70
Total 44 0.38 - 0.97 0.75
Japonesas 3 0.57-0.61 0.59
Comerciales |Chinas 3 0.51 — 0.64 0.58
Total 6 0.51 - 0.64 0.59
Poblacién total 50 0.22- 0.97 0.57
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3.3.2 Correlacion cofenética. Para establecer el grado de confiabilidad de los
agrupamientos se calculd el indice cofenético a partir de la comparacién entre
la matriz de similaridad (coeficiente de Dice) y el método de agrupamiento. Asi,
los resultados indican que el agrupamiento por UPGMA representa mejor los
datos de la poblacion estudiada que el método Neighbor-joining (0.84 y 0.42;
respectivamente)(Cuadro 5).

El indice cofenético de la poblacion total fue bueno, sin embargo el indice del
dendograma de las lineas no comercial es mejor (r=0.86) demostrando que los
datos son robustos y consistentes (Cuadro 6).

Cuadro 5. Coeficientes de correlacion cofenética obtenidos a partir de la
comparacion de la matriz de similaridad de la poblacion total con los métodos
de agrupamiento.

Método Agrupamiento Correlacién Grado de
Cofenética ajuste
UPGMA 0.84 0.8<r < 0.9 Buen ajuste
Neighbor-joining 0.42 r<0.7 Mal ajuste

Cuadro 6. Coeficientes de correlacion cofenética obtenidos a partir de la
comparacion de la matriz de similaridad de las lineas comerciales, no
comerciales y la poblacién total a partir de UPGMA con los cuatro marcadores
de AFLP.

Comparaciones | No de Genotipos | indice cofenético
Comerciales 6 0.77

No comerciales 44 0.86

Poblacion total 50 0.84

3.3.3 Correlacion de matrices. El promedio de correlacién entre los cuatro
pares de iniciadores de AFLP fue bajo (r=0.35), siendo las combinaciones de
iniciadores EcoRI ACG / Msel CAC y EcoRI ACG / Msel CAT las que muestran
menor correlacion (r=0.25) indicando diferencias importantes en el escrutinio
del genoma de las lineas analizadas; recomendandola para posteriores
estudios en gusano de seda. Sin embargo, las combinaciones de iniciadores
EcoRIl ACG / Msel CAA y EcoRI ACG / Msel CAC con una alta correlacion es
medianamente informativas (Cuadro7).

Por otra parte las correlaciones de cada una de las matrices de cada
combinacion de iniciadores de AFLP con la matriz total de la poblacién fue alta
(0.67<r<0.78). En general, no hay diferencias significativas entre cada una de
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las matrices y la matriz total, indicando que estas combinaciones no son
suficientemente informativas para realizar un escrutinio apropiado(Cuadro 8).

Cuadro 7. Correlaciéon de las matrices de las cuatro pares de combinaciones de
iniciadores de AFLP con la poblacion total.

Iniciadores de | EcoRlI ACG/ | EcoRI ACG/ EcoRIl ACG/ EcoRI AGG/
AFLP Msel CAA Msel CAC Msel CAT Msel CAC
EcoRIl ACG/ 1
Msel CAA
EcoRIl ACG/ 0.46 1
Msel CAC
EcoRI ACG/ 0.40 0.25 1
Msel CAT
EcoRIl AGG/ 0.34 0.36 0.30 1
Msel CAC

Cuadro 8. Correlacién de las matrices de las cuatro pares de combinaciones
de AFLP’s con la matriz total.

Combinaciones de Iniciadores | Matriz Total
EcoRl ACG - Msel CAA 0.78
EcoRl ACG - Msel CAC 0.73
EcoRl ACG - Msel CAT 0.67
EcoRl AGG - Msel CAC 0.67

3.3.4 Similaridad genética. El analisis de similaridad genética se realizé a
partir del dendograma de subpoblaciones obtenido a partir de los cuatro pares
de iniciadores de AFLP. EI dendograma de las lineas analizadas no revel6
nodos definidos entre lineas comerciales y no comerciales, formando grupos
relacionados entre si con una similaridad promedio de 0.57 (Figura 12). Este
agrupamiento sugiriere que los individuos de las lineas de gusano de seda
tienen en comun por lo menos la mitad de su informacion genética. Por otra
parte el dendograma de lineas no comerciales muestra asociacion entre
individuos de la misma linea (Figura 13). En contraste, los individuos
pertenecientes a las lineas Cls x KO3, YM y YP presentan mayor dispersion, al
formar grupos genéticos diferentes revelando un componente genético amplio.
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Figura 12. Dendograma de subpoblaciones de lineas de gusano de seda a
partir de las cuatro combinaciones de iniciadores de AFLP EcoRl ACG/Msel
CAA, EcoRIl ACG/Msel CAC, EcoRI ACG/Msel CAT y EcoRI AGG/Msel CAC.
Los individuos aparecen con cédigos segun la linea y el nimero de individuo:
no comerciales: ClsxK03 (1), Multilunar (2), Daizo (5), Transparente (6), Cebra
(8), Capullo verde (12), Z (15), YP (16), YM (17), y comerciales K10, K20,
SG3, SC1, CTSy CA.
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Figura 13. Dendograma de subpoblaciones de lineas no comerciales de
gusano de seda a partir de las cuatro combinaciones de iniciadores de AFLP
EcoRl ACG/Msel CAA, EcoRIl ACG/Msel CAC, EcoRI ACG/Msel CAT y EcoRl
AGG/Msel CAC. Los individuos aparecen con cédigos segun la linea y el
namero de individuo: ClsxK03 (1), Multilunar (2), Daizo (5), Transparente (6),
Cebra (8), Capullo verde (12), Z (15), YP (16), YM (17).
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3.3.5 Distancia genética. El dendograma de la figura 14 basado en la matriz de
distancia insesgada de Nei (Tabla 2), muestra que el rango de distancia
genética de las lineas de gusano de seda varia entre 0.13 a 0.38. Estos valores
no evidencian una diferenciacion genética apreciable (38%), complementando
los valores de similaridad genética antes mencionados y confirmando un
componente genético compartido entre las lineas de gusano de seda.
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Tabla 2. Matriz de distancia Nei del dendograma de poblaciones de las lineas
de gusano de seda.

Nodo Distancia
0,13
0,17
0,20
0,16
0,22
0,23
0,25
0,28
0,35

0 0,38

P OoO~NOUITE WNE

Figura 14. Dendograma de poblaciones de lineas de gusano de seda basado
en la matriz de distancia de Nei a partir de las cuatro combinaciones de
iniciadores EcoRlI ACG/Msel CAA, EcoRlI ACG/Msel CAC, EcoRl ACG/Msel
CAT y EcoRIlI AGG/Msel CAC. Cada poblaciéon corresponde a lineas no
comerciales ClsxK03, Multilunar, Daizo, Transparente, Cebra, capullo verde, Z,
YPy YM, y comerciales K10, K20, SG3, SC1, CTS y CA del gusano de seda.
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3.3.6 Estructura de poblaciones. Para este analisis se tuvieron en cuenta tres
parametros estadisticos: las fuentes de varianza, el coeficiente de
diferenciacion poblacional y flujo genético

Para el andlisis de las fuentes de varianza se tuvo en cuenta la significancia de
la prueba de Barlett (p<0.000999), la cual demostr6 homogeneidad de
varianzas en los datos. Asi los datos muestran que la varianza entre lineas
(43,03%) y dentro de lineas (56,97%) es similar con un nivel de significancia de
p<0,0010 (Cuadro 9) . Lo que indica que la variabilidad es similar entre y dentro
de lineas, sugiriendo la existencia de un uUnico y amplio pool de genes
compartidos con separaciones genéticas limitadas entre grupos.

Cuadro 9. Fuentes de varianza de la estructura poblacional de las 11 lineas de
gusano de seda. Analisis de Varianza Molecular dentro y entre poblaciones de
las muestras de gusano de seda Bombyx mori L. a partir de datos de los
cuatro pares de combinaciones de AFLP.

FUENTE DE VARIACION DF |MS VC % TOTAL P B

Varianza entre lineas 10 |75,51 (12,9 43,03 <0,0010|<0,00099

Varianza dentro de|39 (17,07 |17,07 |56,97
lineas

Del mismo modo, el coeficiente Gst (0.43) no evidencia una estructura
poblacional definida, es decir que las lineas no se definen como poblaciones
individuales si no como una poblacion total. Esto es posible por el alto valor de
flujo de genes (0,45), considerando el tamafio de la poblacion (50 individuos) y
el tiempo de generacion del gusano de seda (55 dias) (Cuadro 10).

Por dltimo podemos indicar que la caracterizacion de las lineas y la variabilidad
estimada dentro y entre lineas proveen la primera evidencia molecular que
soporta las relaciones genéticas de las lineas no comerciales.

Cuadro 10. Parametros estadisticos de la estructura poblacional de las 11
lineas de gusano de seda, obtenidos de las cuatro pares de combinaciones de
iniciadores de AFLP.

Nm Gst
Poblacién Total 0,45 0,43
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4. CONCLUSIONES

La diversidad genética es mayor en la poblacion total que entre las lineas
comerciales y no comerciales de gusano de seda, aportando la mayoria de
esta diversidad las lineas no comerciales.

Las lineas no comerciales aunque poseen gran diversidad de alelos estos son
compartidos entre los individuos, revelando que no se ha dado un proceso de
seleccion.

Los individuos de las lineas Multilunar y Daizo presentaron promedios de
similaridad altos en comparaciéon con los individuos que conforman las otras
lineas, indicando uniformidad genética en estas lineas.

La correlacion entre la matriz de cada combinacion de iniciadores y la total no
es significativamente diferente, indicando que las combinaciones no son
suficientemente informativas para realizar un escrutinio apropiado del genoma
del gusano de seda.

El dendograma de las lineas analizadas no revelé nodos definidos entre lineas
comerciales y no comerciales de gusano de seda, sugiriendo que los
individuos tienen en comuan por lo menos la mitad de su informacion genética.

El dendograma de lineas no comerciales muestra asociacion entre individuos
de la misma linea. Sin embargo, los individuos pertenecientes a las lineas Cls x
K03, YMy YP presentan mayor dispersion en el agrupamiento, revelando un
componente genético amplio.

Las fuentes de varianza evidencian que la variabilidad es similar entre y dentro
de lineas, sugiriendo la existencia de un Unico y amplio pool de genes
compartidos con separaciones genéticas limitadas entre grupos.

El coeficiente de diferenciacion genética Gst no evidencia una estructura
poblacional definida.
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Por altimo podemos indicar que la caracterizacion de las lineas y la variabilidad
estimada dentro y entre lineas proveen la primera evidencia molecular que
soporta las relaciones genéticas de las lineas no comerciales.
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5. RECOMENDACIONES

Los resultados de este trabajo demuestran la necesidad de considerar un gran
namero de individuos por linea, debido a la alta variabilidad encontrada dentro
de las lineas analizadas.

La falta de informacién de las lineas no comerciales requiere trabajos de
caracterizacion bioldégica y morfologica, para fundamentar las relaciones
genéticas entre las lineas.

Es necesario complementar el analisis con otras combinaciones de iniciadores
de AFLP que permitan hacer una mayor escrutinio del genoma del gusano de
seda. Asi mismo, con otras técnicas moleculares para ampliar el
conocimiento genético de las lineas no comerciales del gusano de seda.
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Anexo A. Protocolo de extraccion de ADN gendmico de insecto. Reportado por
Andy Brower (1998) y desarrollado en el laboratorio de Rick Harrison en 1980,
con contribuciones de Steve Bogdanowicz, Ben Normark, Bernie Crespi y Andy
Brower.

Pesar 0.05 g de la glandula de seda y conservar en hielo. Adiconar 1 mL de
buffer Lifton [200mM Glucosa, 50 mM EDTA, 100mM Tris-HCI, y 0.5% SDS]
precalentado a 55°C y macerar la mezcla por 25 a 30 segundos. Afadir 5uL de
proteinasa K (100ug/mL) para impedir que las nucleasas citoplasmaticas
degraden el ADN e incubar la mezcla durante 3 horas a 55°C para que el tejido
se disolviera en la solucién. Después de cumplida la hidrdlisis de la glandula,
agregar 100 pL de acetato de potasio 8M e incubar a —20°C por 15 minutos.
Centrifugar a 14000 rpm por 15 minutos y transferir el sobrenadante a un nuevo
tubo. Adicionar 5 uL de RNasa e incubar a 37°C por 30 minutos. Separar el
ADN de las proteinas y demas componentes del lisado celular, adicionando un
volumen de cloroformo, alcohol isoamilico 24:1. Agitar y centrifugar durante 5
minutos a 14000 rpm, quedando en la fase acuosa el ADN y en la fase
organica las proteinas y deméas componentes celulares. Lavar dos veces mas
con cloroformo, alcohol isoamilico como se describe anteriormente. A este
producto extraido, adicionar dos volimenes de etanol absoluto y 1/10 de
acetato de sodio 3M para precipitar el ADN. Incubar a —20°C durante toda la
noche y centrifugar a 14000 rpm por 30 minutos a 4°C y descartar
sobrenadante. Lavar el boton resultante con 1 mL de etanol al 70% vy
centrifugar a 14000 rpm por 5 minutos a 4°C. Finalmente, secar al vacio el
precipitado de ADN y resuspender durante 1 hora a 55°C en 400uL de TE (10
mM Tris-HCIl, 1 mM EDTA, ph 8).
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11| 12| 13| 14| 15| 21| 22| 23| 24| 25| 51| 53| 54| 55| 56| 61| 62| 63| 64| 65| 81| 82| 83| 84| 85| 12 12 12| 13 15 15| 15 15 16| 16| 16 16 16| 17 17 17 7| 17 18|k10 |k20 |SG3 [sSC1 |CTS |CA
11 1
1,2 08 1
1,3| 06| 06 1
14| 05| 04| 05 1
15| 05| 05| 04| 05 1
2,11 06| 06| 06| 05| 04 1
22| 06| 06| 06| 05| 04 1 1
23| 06| 06| 06| 05| 04 1 1 1
2,41 06| 06| 06| 05| 04 1 1 1 1
25| o6 o6 06| 05| 04| 09| 09 09| 09 1
51| 04| 04| 05| 04| 03| 06| 06 06| 06| 06 1
53| 04| 04| 05| 04 ol o5] o5 05| 05| 06| 08 1
54| 04| 04| 05| 04| 03| 05| 06 05| 06| 06 1| 08 1
55| 04| 04| 05| 04| 03| 06| 06 06| 06| 06 1| 08 1 1
56| 04| 04| 05| 04| 03| 05| 06 05| 06| 06 1| 08 1 1 1
6,1 05| o5| o6| 04| 03| o7 o7 o7 o7 06| 06| 06| 06| 06| 06 1
6,2 o5 o5 o6| 04| 03| 06| 06| 06| 06| 06 06| 06| 05| 06| 05 07 1
63| o5 o6 06| 04| 03| 06| 06/ 07| 07| 06| 06| 06| 06| 06| 06 07| 07 1
64| o5 o5 06| 05| 04| 06| 06| 06| 06| 06 05 05| 05| 05| 05| 07| 07| 06 1
65| 06| o5| o6 05| 04| 07 07 o7| o8 07 05| 05| 05| 06| 05| 08| 07| 06| 07 1
81| o6 05| 05| o5 04| 07| o7 07| 0,7 o6 06| 05| 06| 06| 06| 07| 06| 06| 06| 06 1
82| o5 05| o6| o5 04| 07| o7 07| 0,7 o7 06| 06| 06| 06 06| 06| 06| 06| 06| 06| 08 1
83| 05| 06| 06| 05 04| 07| o7 07| 0,7/ o7| 06| 05| 05| o6 05| 07| 06| 06| 06| 07| 07| 08 1
84| 05| 05| o5 o5 03] o7| o6 o7 07| 06| 06| 05| 05| 06| 05| 06| 06 06| 06| 06 07 08| 08 1
85| 06| 06| 06| 05 04| 07| 07 07 0,7 o6 05| 05| 05| o5 05| 06| 06| 07| 06| 07 07| 07| 08| 07 1
121 o5| o5 o5 o5 o5/ o7 o6 o6 o6 06| 06| 05 06| 06| 06| 06| 05 05| 05| 06] 05 05| 06| 04| 06 1
12| o5| 04| o5 o6 04| 06| 06| 06| 06 06| 06| 05 06| 06| 06| 06| 05 05| 06| 06] 06| 06| 06| 05| 06| 09 1
12| 04| o5 o5 o5 04| 06| 06| 06 06 06| 05| 06 06| 06| 06| 06| 05 06| 05| 05| 05| 06| 06| 05| 06| 07 07 1
131 o5| 04| o5 o5 04| 06| 06 06 06| 06| 06| 05 o5/ o6 06| 06| 05 05| 06| 06| 05 05| 06| 05| 06| 08| 08| 07 1
15| o6| 06| 05| 04| 04| 07| 07 07 0,7 o7 05| 05| 05| o5 05| 06| 05| 06| 05| 06| 06| 06| 07 06 07 05| 06 05| 05 1
15| o6| 06| 05| 04| 04| 07| 06 07| 07| 07| 05| 05| 05| o5 o5/ 06| 05 06| 05| o7| 06| 06| 07| 05| 07/ 06| 06 06| 05| 09 1
15 o6| 05| o5| os5| o4| o7 o7 o7 o7 o7| o5/ 05| o5| o5 o5/ 06| 05 05| 05| o7| o6 07/ 07| 06| 0,7/ 06| 06 06| 05| 08 08 1
15| 05| 05| o5 o4 04| 06| 06 06 07 07| 05| 05 o5 05| 05| o7 o6 05| 05| o077 o6 06| 06| 05| 06| 05| 05| 06| 06| 08 08| 08 1
16| o6| o5 o6 o5 04| 07| O7( o7 07 07| 05| 05 o5 o5/ 05| o6 05| 06| 05| 06| 06 06| 07| 05| 07| 06| 06| 06| 06| 08 08 08 09 1
16| o6| 05| o5 o5 o5/ o6| o6 o6 06 06| 05| 04 05 05| 05| 06| o6 06| 05| 06| 06 06| 06| 06| 07 05| 06| 06| 05| 06| 06| 06| 06] 06 1
16| o6| 05| o5 o4 04| 07| 07 07 06| 06| 06| 05 o5 06| 05| o6 o5 06| 05| 06| 06 06| 07| 06| 06 06| 06| 06| 06| 06| 05| 06| 05| 06 07 1
16| o6| 05| o5 o5 o5/ o7 o7 o7 o7 07| 06| 04 05 05| 05| o6 o5 o6/ 06| 06| 07 06| 07| 06| 06| 06| 06| 05| 06| 06| 06| 06| 06| 06| 08 09 1
16| o6| 05| o5 o5 04| 07| o7 o7 07 07| 06| 04 05/ 05| 05| o6 o6 06| 06| 07| 06 06| 06| 06| 07| 06| 06| 06| 06| 06| 06 07| 06| 06| 07 07| 08 1
171 o5| 04| o4 o5 04| 06| 06 OS5 o5 06| 05| o5 o5 o5/ 05| o6 06 06| 06| 06| 06 06| 06| 05| 06| 06| 06| 06| 06| 05| 06| 06| 06| 06| 07| 06| 07| 07 1
171 o5| 05| 04| o4 04| 05| 05 o5 o6 05| 05| 04 04 05| 04| 06| 04| 05| 04 06| 06 05| 05| 05| o6 06| 06| 05| 06| 06| 06| 06| 06| 06| 05| 05| 06| 06| 06 1
171 oe6| o6| o6 o5 o5/ o6]| o6 o7 07 07| 05| 05 o5 o5/ 05| o6 o5 o6| 06| 06| 06 06| 06| 05| 06| 06| 06| 06| 06| 06| 07 07| 07| 07| o7 07| 07| 07| 07| 06 1
171 os5| 05| o5 o4| 04| 06| 06 06 06| 06| 05| 05 o5 05| 05| 05| o6 06| 05| 06| 06 05| 05| 06| 06 05| 05| 05| 05| 06| 06| 06| 06| 06 07 06| 06| 07| 07 06| 07 1
17|l os6| o6| o5 o5 o5/ o6]| o6 06| 06 06| 05| 04 05 05| 05| o6 o5 06| 05| 06| o6 06| 06| 05| 06 06| 06| 06| 06| 06| 06| 07| 06| 07 07| 07| 07| 07| 06| 07| 08| 07 1
18| o6| o6| o5 o5 o5/ 07| o7 o6 06 06| 05| 05 o5 05| 05| o6 o5 05| o5| o6| o7 o6 06| 05| o7 06| 06| 06| 06| 07| 06| 06| 07| 07| o7 07| 07| 07| 06| 07| 07| 07| 08 1
k10 05| 04| 04| 05| 04| 05| 04| 04| 04| 04| 04| 04| 03| 04| 04| 04| 04| 03| 04| 04| 04 05| 04| 04| 05 05| 05| 04| 04| 06| 06| 05| 05| 06| 04| 04| 04| 04| 04| 05| 05| 05| 05| 05 1
k20 o6| o6 o6 o5/ 05| o7| o7 o6 07| 07| 06| o05| 05| 06| 05| o6 o6 06| 05| o6 o6 06| 06| 06| 06 06| 06| 06| 06 06| 06| 06| 06| 07 06| 07| 07| 06| 06| 06| 08| 07| 07| 07| 06 1
SG3 05| o5 o6 o5/ 04| 06| 06| 06| 06| 05| 05| o5 05| 05| 05| o5 o5 05| 05| o5 o6 o6 06| 06| 05 05| 05| 05| o5 06| 05| 06| 05| 05 05| 05| 05| 06| oO5| 05| 06| 06| 06| 06| 06| 06 1
SC1 05| 04| 04| 04| 03| 06| 06 06| 06| 06| 06 05| 05| 06| 05| 06| 06 05| 06| 06 05 06| 06| 05 06 05 05| 05| 05 o5 05| 05| 05| o5 o5/ 06| 06| 06 06| 05| 05| 05| 05| 05| 04| 05| 04 1
CTs 05| 03| 05| 04 0| 04| 04| 04| 04| 04| 04| 04| 04| 04| 04| 05| 05| 05| 05| o5 04| 05| 05| 05| o5 04| 03| 04| 04 04| 04| 04| 04 04| 05| 04] 05| 04 05| 05| 04| 04 05| 04| 03| 05| 04| 06 1
CA 05| o5| o5 04| 04| 06| 06| 06| 06| 06| 05| 05| 05| 05| 05| o5 o5 05| 05| o6 o5 o6 06| 05| o6 05 05| 05| o5 o6 05| 05| 05| o5 o6 06| 06| 05| 05| 05| 05| 05| 05| 06| 04| 05| 05 06 05

Anexo B. Matriz de similaridad generada por el programa estadistico NTSYSpc versién 2.02.




Anexo C. Dendograma de subpoblaciones de lineas de gusano de seda a partir del par de iniciadores de AFLP EcoRI ACG/Msel CAA. Los
individuos aparecen con cddigos segun la linea y el nimero de individuo: no comerciales: ClsxK03 (1), Multilunar (2), Daizo (5), Transparente (6),
Cebra (8), Capullo verde (12), Z (15), YP (16), YM (17) y comerciales K10, K20, SG3, SC1, CTS y CA].
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Anexo D. Dendograma de poblaciones de lineas de gusano de seda basado en la matriz de distancia de Nei (1978), a partir de la combinacién de
iniciadores EcoRI ACG/ Msel CAA. Este dendograma esta basado en la matriz de distancia de Nei (1978) usando el algoritmo UPGMA. Cada

poblacion corresponde a lineas no comerciales ClsxK03, Multilunar, Daizo, Transparente, Cebra, capullo verde, Z, YP y YM, y comerciales K10,
K20, SG3, SC1, CTS y CA del gusano de seda.

4,000 3.000 2.000 1.000 0.000

TRANSPARENTE

CHINAS
(SC1, CTSw CA)

DAIZO

CEBRA

CLS x KD3

JAPONESAS
(K10, K20 v 5G3)

CAPULLO VERDE

MULTILUNAR
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Anexo E. Dendograma de subpoblaciones de lineas de gusano de seda a partir del par de iniciadores de AFLP EcoRlI ACG/Msel CAC. Los
individuos aparecen con cddigos segun la linea y el nUmero de individuo: no comerciales: ClsxK03 (1), Multilunar (2), Daizo (5), Transparente (6),
Cebra (8), Capullo verde (12), Z (15), YP (16), YM (17) y comerciales K10, K20, SG3, SC1, CTS y CA].

Dendograma Lineas de gusano de seda
UPGMA
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0.19 0.39 0.59 0.78 0.98
Conefiriente Similaridad (Nicea)
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Anexo F. Dendograma de poblaciones de lineas de gusano de seda basado en la matriz de distancia de Nei (1978), a partir de la combinacion de
iniciadores EcCORI -ACG/ Msel CAC . Cada poblacién corresponde a lineas no comerciales ClsxK03, Multilunar, Daizo, Transparente, Cebra,
capullo verde, Z, YP y YM, y comerciales K10, K20, SG3, SC1, CTS y CA del gusano de seda.

4,000 3.000 2.000 1.000 0.000

TRANSPARENTE

CHINAS
{SC1, CTS ¥ CA)

CAPULLO VERDE

M

JAPONESAS
(K10, K20 y SG3)

4

CLS = KO3

CEBRA

MULTILUNAR

DAIZO

67



Anexo G. Dendograma de subpoblaciones de lineas de gusano de seda a partir del par de iniciadores de AFLP EcoRI ACG/Msel CAt. Los individuos
aparecen con cédigos segun la linea y el nUmero de individuo: no comerciales: ClsxK03 (1), Multilunar (2), Daizo (5), Transparente (6), Cebra (8),
Capullo verde (12), Z (15), YP (16), YM (17) y comerciales K10, K20, SG3, SC1, CTS y CA].
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Anexo H. Dendograma de poblaciones de lineas de gusano de seda basado en la matriz de distancia de Nei (1978), a partir de la combinacion de
iniciadores EcoRI ACG/ Msel CAT. Cada poblacion corresponde a lineas no comerciales ClsxK03, Multilunar, Daizo, Transparente, Cebra, capullo
verde, Z, YP y YM, y comerciales K10, K20, SG3, SC1, CTS y CA del gusano de seda.

5.000 4.000 3.000 2.000 1.000 0.000

CLS x KO3

TRANSPARENTE

CEBRA

CAPULLO VERDE

JAPONESAS
(K10, K20 ¥ SG3)
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{SC1, CTSy CA)

DAIZO

MULTILUNAR
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Anexo |. Dendograma de subpoblaciones de lineas de gusano de seda a partir del par de iniciadores de AFLP EcoRI ACG/Msel CAT. Los individuos
aparecen con cbdigos segun la linea y el nUmero de individuo: no comerciales: ClsxK03 (1), Multilunar (2), Daizo (5), Transparente (6), Cebra (8),
Capullo verde (12), Z (15), YP (16), YM (17) y comerciales K10, K20, SG3, SC1, CTS y CA].

wnN

AN

IS

PRBRRREREP00000NOEOONNNNNRERIRRaIIOaIoE =
GIOIGITIGINNNN G MR R WO TR AWRINSOP v h ok E

ORAWNROIWAN

T 17.1

0.24 0.43 0.62 0.81 1.00
Coeficiente Similaridad (Dice)

70



Anexo J. Dendograma de poblaciones de lineas de gusano de seda basado en la matriz de distancia de Nei (1978), a partir de la combinacién de
iniciadores ECORI AGG/ Msel CAC. Cada poblacién corresponde a lineas no comerciales ClsxK03, Multilunar, Daizo, Transparente, Cebra, capullo
verde, Z, YP y YM, y comerciales K10, K20, SG3, SC1, CTS y CA del gusano de seda.

4,000 3.000 2.000 1.000 0,000

TRANSPARENTE

P

CHINAS
(5C1, CTSyCA)
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