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EVALUACION DE LA ESTABILIDAD GENETICA MEDIANTE
MARCADORES RAPD EN PLANTAS DE Ipomoea batatas

O. Gonzélez®, Arais Fernandez, Yomary Fraga, Belkis Pino,

Maria M. Hernandez y J. J. Silva

ABSTRACT. Donating plants coming from tuberous root
sprouts, belonging to a sweet potato (Ipomoea batatas (L.)
Lam.) clone, INIVIT B 93-1, were placed in flasks containing
water under the semicontrolled conditions of alaboratory to
induce bud break, aswdll asvitroplants coming from the somatic
embryos of leaf limb calluses; in both cases, leaf limbs were
used to perform themolecular studiesof RandomAmplification
Polymorphic DNA (RAPD), toidentify thematerial and evaluate
the genetic stability of plants obtai ned from somatic embryos.
The total genomic DNA was extracted from the material
mentioned before, through ahomogeneous mixture of leaf limb
tissue (1,0 g) and liquid nitrogen. DNA concentration was
determined by means of spectrophotometry and materialswere
evaluated for 10 arbitrary primers, following Operon
Technologies' protocol recommendations, which were;
OPF-15, OPF-14, OPA-13, OPF-13, OPF-04, OPF-07, OPF-01,
OPF-03, OPA-12 and OPF-05. PCR products were
electrophoretically separated at 1.5 % agarose gel in a TBE
buffer, and they were stained with etidium bromide before being
observed onan UV transiluminator. The amplification patterns
obtained were compared by evaluating bands, both for its
presence (1) and absence (0) per each of the treatments, then
observing acomplete monomorphism in the donating material
bands, compared to the one coming from somatic embryo
vitroplants.

Key words: Ipomoea batatas, vitroplants, genetic stability,
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INTRODUCCION

El boniato (Ipomoea batatas (L.) Lam.) es amplia-
mente consumido en el mundo y la obtencién de material
de siembra mediante la micropropagacion acelerada re-
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RESUMEN. Se emplearon plantas donantes provenientes de
brotes de raices tuberosas, pertenecientes a clon de boniato
(Ipomoea batatas(L.) Lam.) INIVIT B 93-1, colocadasen fras-
cos con agua en condiciones semicontroladas de laboratorio
para inducir la brotacién de las yemas, asi como vitroplantas
procedentes de embriones somaticos obtenidos a partir de ca-
Ilos de limbo foliar; en ambos casos, se emplearon los limbos
foliarespararedizar |osestudiosmolecularesdeADN Polimoérfico
deAmplificacionAleatoria(RAPD) enlaidentificacion del mate-
ria y evaluar la estabilidad genética de | as plantas obtenidas a
partir deembriones sométicos. Seextrgjoel ADN gendmicototal
a materid vegetal antesmencionado, paralo cual seempled una
mezclahomogéneadetgjido delimbofoliar (1,0 g) connitrégeno
liquido. La concentracién de ADN se determiné por
espectrofotometria y 1os materiales se evaluaron para 10
cebadores arbitrarios, seguin las recomendaciones de |l os proto-
colos de la firma comercia Operon Technologies, que fueron:
OPF-15,0P~14, OPA-13, OPF~13, OPR04, OPF07, OPF01, OPR03,
OPA-12y OPF-05. Los productosdelaamplificacion (PCR) se
separaron mediante electroforesisen gel deagarosaa 1.5%, en
solucién amortiguadora TBE y setifieron con bromuro deetidio
antes de ser visualizados en un transiluminador ultravioleta. La
comparacion delospatrones de amplificacién obtenidos serea-
liz6 evaluando las bandas de formabinariapor su presencia (1)
y ausencia(0) paracadauno delostratamientos, donde se pudo
observar un monomorfismo total en lasbandas del material do-
nante, en comparacion con el procedente de vitroplantas de
embriones sométicos.

Palabras clave: Ipomoea batatas, vitroplantas, estabilidad
genética, marcadores genéticos

presenta una alternativa para la produccién de “semilla”
de alta calidad (1); como este constituye el principal pro-
blema del cultivo, por la poca disponibilidad de material
de siembra, se emplean las técnicas in vitro para resolver
esta situacion y favorecer su multiplicacién.

Una via de multiplicacion acelerada de los cultivos
es la embriogénesis somatica, que representa hoy en dia
un gran avance en el cultivo de tejidos vegetales (2), y su
aplicacién promete ventajas, por su alto indice de multi-
plicacién y empleo en los cultivos de interés agricola (3),
aunque no ha sido sefialada en la actualidad para algu-
nas especies (4), lo cual requiere de estudio y, unido a
esto, al propagar o seleccionar una especie vegetal, se
hace necesaria su identificacion genética, paralo cual se
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emplean los marcadores morfolégicos, bioquimicos y
moleculares (5). La identificacién basada exclusivamen-
te en marcadores morfoldgicos (6), aunque es la mas
tradicional y oficialmente aceptada, no es totalmente sa-
tisfactoria, debido a su lentitud; de ahi la necesidad del
empleo de otros métodos mas modernos y novedosos,
para evaluar la estabilidad genética de las plantas regenera-
das, entre los cuales se encuentran los citogenéticos (7),
isoenziméaticos (8) y moleculares (9).

Los marcadores pueden ser empleados con éxito
para buscar diferencias en los patrones de expresion en-
tre cultivares, variedades y plantas, lo cual indica que los
patrones son especificos para cada material genético,
siendo una via que confirma que el método puede ser
usado para evaluar las variaciones genéticas en las plan-
tas (10). Los estudios de estabilidad genética constitu-
yen una técnica valida y rapida para la deteccién de la
variabilidad, ya que son marcadores de expresion y per-
miten distinguir los genotipos y establecer las relaciones
filogenéticas entre ellos (11, 12).

Por otra parte, las técnicas de los marcadores pue-
den ser empleadas para hacer mas eficiente la obtencion
de nuevas variedades y su utilidad ha sido demostrada,;
no existe dudas de que seran usadas en los arbitrajes de
propiedad intelectual en un futuro (13).

Al ser analizada la identificacion de los genotipos,
especificamente mediante RAPD, se puede plantear que
ha sido posible su empleo en varias especies, debido a
gue cada seleccién o cultivar produce un patrén reprodu-
cible de bandas de ADN amplificado (14), todo lo cual
permite expresar que aun cuando las técnicas
moleculares han sido extremadamente Utiles en la carac-
terizacion e identificacion del germoplasma, esta tecnolo-
gia debe usarse como complemento de las evaluaciones
morfol6gicas y agronémicas del material en estudio (15).

El objetivo del presente trabajo es evaluar, mediante
el uso de marcadores RAPD, la estabilidad genética de
las plantas obtenidas a partir de embriones somaticos,
en comparacioén con el material donante procedente del
clén de boniato INIVIT B 93-1.

MATERIALES Y METODOS

Se emplearon plantas donantes provenientes de rai-
ces tuberosas pertenecientes al clon INIVIT B 93-1, culti-
vadas en parcelas experimentales de investigacion, se-
gun el Instructivo técnico del boniato (16), trasladadas al
laboratorio y colocadas en frascos con agua en condicio-
nes semicontroladas, para inducir la brotacion de las ye-
mas, asi como vitroplantas procedentes de embriones
somaticos, obtenidos a partir de callos de limbos foliares
de 1 cm? (17) y sembrados con la superficie adaxial en
contacto con el medio de cultivo (18); en ambos casos
se tomaron los limbos foliares para realizar los andlisis
moleculares del ADN.

Con lafinalidad de evaluar la utilizacién de la Técni-
ca de Amplificacién Aleatoria del ADN Polimorfico (RAPD),
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para estudiar la estabilidad del material propagado, se
tomaron al azar muestras de tejido foliar de brotes de
raices tuberosas con 25 dias y vitroplantas con 20 dias
de edad. Se extrajo el ADN gendémico total, segun el
método descrito (19). La concentracion de ADN de cada
muestra fue determinada por espectrofotometria y se esti-
mé la medicion a la intensidad éptica de 260y 280 nm en
un espectrofotdémetro Ultrasepec Plus Spectrophotometer
Pharmacia LKB. La reaccién de amplificacién se realizé
en un volumen total de 25 uL que contenia: 10 mM Tris-
HCL a pH 8,3; 50 mM KCL, 2 mM MgCL,, 0,001 % de
gelatina; 100 uM de cada dNTPs, 5 pmoles de los
cebadores Kits OPAy OPF de la firma comercial Operon
Technologies Alameda California, 5 ng de ADN genémico
y 2 ude taq ADN polimerasa (Amplicen).

Se usaron diez cebadores arbitrarios que fueron los
siguientes: OPF-15, OPF-14, OPA-13, OPF-13, OPF-04,
OPF-07, OPF-01, OPF-03, OPA-12 y OPF-05; los cua-
les han sido usados con anterioridad para este tipo de
estudio en diferentes cultivos (20, 21).

La amplificacion se llevo a cabo en un termociclador
marca Techme de la firma comercial Progene y la reac-
cién de amplificacion se realiz6 durante 45 ciclos de
un minuto a 94°C, un minuto a 36°C, dos y 10 minutos a
72°C (20). Los productos de la amplificacién, separados
mediante electroforesis vertical en gel de agarosa al 1,5 %
en soluciéon amortiguadora de Tris-HCL &cido bérico EDTA
(TBE) 0,5X a 110 volts, fueron tefiidos con bromuro de
etidio (5 mg.mL™) y visualizados en un transiluminador
ultravioleta.

Se evaluaron las bandas existentes en el donante y
el regenerante de forma binaria por su presencia (1) y
ausencia (0), visualizadndose a través de fotografias. Los
resultados se expresaron en porcentajes de
monomorfismo.

RESULTADOS Y DISCUSION

De un total de 10 cebadores ensayados, siete pro-
dujeron una amplificacion aceptable en cuanto a la inten-
sidad de bandas (OPF-15, OPF-14, OPF-04, OPF-07,
OPF-01, OPA-12 y OPF-05) y los cebadores mas infor-
mativos fueron OPF-01, OPA-12 y OPF-07, al generar el
mayor numero de bandas en el donante y las vitroplantas
obtenidas a partir de embriones sométicos (Tabla 1), co-
incidiendo el total de bandas obtenidas para el donante y
las vitroplantas con todos los cebadores empleados
(Figura 1), existiendo un alto monomorfismo entre am-
bos materiales (100 %).

Referente al empleo de los marcadores
moleculares, se ha planteado que son una herramienta
eficaz para monitorear la estabilidad genética del mate-
rial vegetal (5, 22) y, por otra parte, se ha dejado claro que
estos brindan més informacion que los marcadores
morfoldgicos, pues el polimorfismo detectado es mayor y
no estan influidos por el ambiente (23, 24).
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Tabla |. Resultados del analisis de los RAPD en el
material donante y el regenerado a partir
de embriones somaticos en el clén INIVIT
B 93-1

Clon INIVIT B 93-1

Cebador Total de bandas (n) Bandas Monomorfismo
Donante  Regenerado ~ Monomoarficas (%)
OPF-15 4 4 4 100
OPF-14 2 2 2 100
OPA-13 5 5 5 100
OPF-13 1 1 1 100
OPF-04 3 3 3 100
OPF-07 5 5 5 100
OPF-01 6 6 6 100
OPF-03 2 2 2 100
OPA-12 6 6 6 100
OPF-05 6 6 6 100
- 40 40 40 100

1- Material donante
2- Vitroplantas obtenidas a partir de embriones somaticos

= i s

OPF-15 OPF-14 OPA-13 OPF-13 OPF-04

OPF-07

OPF-01 OPF-03 OPA-12 OPF-05

>
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B

Figura 1. Productos de la amplificacion por PCR del
ADN en Ipomoea batatas perteneciente al
clon INIVIT B 93-1

Las isoenzimasy los RAPD han sido extensamente
usados, para determinar la diversidad genética y relacio-
nes entre especies (25, 26). En el cultivo del boniato, los
estudios moleculares con RAPD han sido usados,
especificamente en algunos cultivares para la estimacién
de la diversidad genética, en el mapeo genético de los
clones de interés y la localizacion de genes en las raices
resistentes a nematodos (27), no existiendo informacion
en lo referente a estudios llevados a cabo en el material
propagado via embriogénesis somatica.

Al respecto, se ha planteado que los analisis de
RAPD pueden ser empleados para la identificacién de
cultivares (28), asi como para distinguir las diferencias
entre los genotipos. Mientras que, por otro lado, en el
cultivo de la yuca, al comparar plantas donantes con
vitroplantas procedentes de embriones somaticos (29),
se determind, mediante el empleo de marcadores
morfoagronémicos y moleculares (AFLP), que las plan-
tas obtenidas de los embriones somaticos fueron
genéticamente estables, lo que a su vez confirmé la posi-
bilidad de emplear la embriogénesis soméatica, como una
via de micropropagacién acelerada.

La funcionalidad de los cebadores empleados en este
trabajo, para detectar variacion genética, ha sido informada
(20, 21) en estudios de diversidad genética en diferentes es-
pecies vegetales del género Lycopersicon, que demostraron
que estos son efectivos para llevar a cabo dichos estudios y
no han sido sefialados con anterioridad para el cultivo del
boniato, por lo que deberan probarse otros cebadores antes
de hacer conclusivos los resultados de monomorfismo en-
contrados para el donante y las plantas regeneradas a partir
de embriones somaticos del clon INIVIT B 93-1.

Desde el punto de vista bioguimico y molecular, el
cultivo del boniato ha sido poco investigado, aspecto que
se hace necesario enfatizar, ya que la aplicacién de las
técnicas de cultivo de tejidos vegetales requiere como
analisis complementarios los estudios de la estabilidad
genética del material obtenido (30), a fin de conocer su
comportamiento, luego de haber sido sometido a este
proceso, representando los resultados la informacion de
la aplicacién de los andlisis moleculares RAPD, en la
determinacion de la estabilidad genética de las plantas
obtenidas via embriogénesis somatica en el boniato.

De manera general, puede plantearse que la amplifi-
cacion del ADN de los materiales con los cebadores uti-
lizados produjo un alto grado de monomorfismo, presen-
tando las plantas procedentes de embriones somaticos
patrones de bandas idénticos al donante en la region del
ADN explorada por ellos.

Los estudios de los marcadores moleculares en el
cultivo del boniato han sido muy limitados y méas ain en
la determinacion de la estabilidad genética en plantas
obtenidas a partir de embriones somaéticos; de ahi, se
puede plantear que los resultados de la presente investi-
gacién constituyen un aporte cientifico y, por primera vez
en Cuba, se informa acerca de la aplicacion de los RAPD
en plantas propagadas a través de embriones somaticos
en la especie Ipomoea batatas.
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CONCLUSIONES

Las semejanzas observadas en el ADN gendémico
de las plantas donantes y las vitroplantas obtenidas a
partir de embriones somaticos evidenciaron que no se
observo polimorfismo para los cebadores empleados, ya
gue estos no son especificos para detectar variabilidad
en el cultivo del boniato y pueden no ser lo suficiente-
mente especificos para detectar las diferencias entre los
donantesy las plantas regeneradas.

RECOMENDACIONES

Estudiar otros cebadores y marcadores moleculares
gue exploren nuevas regiones del ADN, con vistas a tener
una mayor informacién acerca de la estabilidad del mate-
rial vegetal estudiado.
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