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DE Rubus glaucus MEDIANTE MARCADORES MOLECULARES (RAPD)
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USING MOLECULAR MARKERS (RAPD)
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Resumen

Se obtuvieron plantas de Rubus glaucis mediante regeneracion in vitre de yemas con sales minerales de Murashige v
Skoog (1962) suplementadas con tiamina 0.4 mg 1", cisteina 100 mg.l", mio-inositol 100 mg1, 4cido asctrhico 100 mg.I",
sacarosa 30 gI" y phytagel 2.7 g I', y como reguladores de crecimiento bencil adenina (BA) 1.5 mgl! y écido giberélico
1.5 mg.]". Se evalud la estabilidad genética de las plantas micropropagadas durante diferentes etapas del cultivo in
vitro, mediante el uso de marcadores moleculares tipo RAPD. En total se obtuvieron dieciocho bandas que corresponden
a 1644 kb analizadas del genoma. Tres bandas resultaron polimdrficas en algunas plantas del subcultive F_ y en
plantas en condiciones de vivero. El anilisis de similitud reveld una alta homogeneidad de las plantas cbtenidas por
organogénesis a través de callo y de las plantas en los subcultivos F,, F . y P, P, Pv del proceso de multiplicacién in
vitro.
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Abstract

Rubus glaucus plants were obtained through in vitro regeneration of buds with Murashige and Skoog (1962} mineral
salts supplemented with thyamine 0.4 mg.l?, cysteine 100 mg.I", myo-inositol 100 mg1", ascorbic acid 100 mgl®,
sucrose 30 g.I", phytagel 2.7 g 1", and growth regulators bencil adenin (BA) 1.5 mg.I"* and giberelic acid 1.5 mg.I". The
genetic stability of the micropropagated plants was evaluated during different stages of the #n vitro culure using RADP
molecular markers. Eighteen bands were obtained, which correspond to 16.44 kb analyzed from the genome, three
bands were polymorphic in some plants from the F, subculture and in greenhouse plants. The similarity analysis
revealed a high homogeneity of the plants obtained through callus organ genesis and plants on subcultures F,F, and
P,P.. Pv.
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INTRODUCCION

El cultivo de tejidos es ampliamente utilizado para
la propagacion masiva de plantas en muchas espe-
cies. Algunas veces las plantas regeneradas difieren
del material original. Este fenémeno de variabili-
dad genética no seleccionado en una poblacién de
plantas propagadas in vitro se conoce como varia-
cién somaclonal y ha sido descrito en muchas espe-
cies vegetales (Larkin y Scowcroft, 1981).. La
formacién de callo y el posterior desarrollo de ye-

mas adventicias a partir de fragmentos de hoja en
contacto con el medio de cultivo puede producir un
impacto negativo en la obtencién de plantas genéti-
camente iguales a las originales (Hoepfner ef al.,
1996).

En la produccién comercial de plantas in vitro se
conocen los problemas de inestabilidad genética del
material propagado debido al ndmero de subculti-

Recibido: noviembre de 2001, aprobado para publicacidn: febrero de 2002,
U Profesora, Laboratorio de Biotecnologia Vegetal, Universidad Tecnolégica de Pereira, Percira, Colombia. E-mail:

ubioteve@andromeda utp.edu.co.

31



Actun! Biol 24 (76): 31-36, 2002

vos 0 a las concentraciones de reguladores de creci-
miento utilizados para la propagacién (Henry, 1997).
La naturaleza de la variacidén somaclonal ha sido
descrita por varios autores y se refiere a transloca-
cién de cromosomas, cambios en el mimero cromo-
sémico y movilizacién de elementos trasponibles,
entre otros aspectos, como los posibles cambios que
ocurren en plantas regeneradas in vitro y sus proge-
nies {Cloutier y Landry, 1994).

El monitoreo de las vitroplantas mediante marcado-
res moleculares puede ser un método efectivo para
evitar la introduccién en el campo de genotipos no
deseados. Existen marcadores fenot{picos disponi-
bles para este objetivo; sin embargo, los marcado-
res basados en el ADN son mas efectivos y
complementarios a los caracteres morfologicos, de-
bido a que no son afectados por el ambiente o el
desarrollo de las plantas (Newbury y Ford-Lloyd,
1993).

Entre los diferentes marcadores moleculares cono-
cidos, los RAPD (ADN polimérfico amplificado al
azar) son ltiles para el desarrollo de huellas digita-
les de ADN cuando se requiere identificar vaneda-
des dentro de una especie, determinar el parentesco
de un material de mejoramiento y caracterizar y cla-
sificar el material clonal cbtenido por el cultivo in
vitro (Karp ef al., 1997). Los marcadores molecula-
res son en la actualidad herramientas utilizadas para
detectar variacion somaclonal en procesos de pro-
duccién de plantas in vitro, via embriogénesis so-
matica, como en Allinm sativum (Zahim et al., 1999)
y Carya illinoinensis (Vendrame et al.. 1999).

Los marcadores moleculares han sido ampliamente
utilizados en la caracterizacién molecular de la di-
versidad genética presente en el género Rubus, como
los realizados por Parent y Fortin (1993), Graham y
McNicol (1995), Graham er al. (1997a y 1997b),
Parent y Page (1998) y Marulanda y Mérquez (2001).

Es importante aplicar la tecnologia de marcadores
moleculares para garantizar la estabilidad genética
de plantas de mora producidas i vitro y la calidad
genética de los clones propagados, debido a que esta
técnica permite tener un seguimiento a lo largo de
los subcultivos hasta la adaptacion del material en
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vivero, con el fin de certificar la calidad de las plan-
tas que se entregan al cultivador.

El objetivo de este trabajo fue desarrollar un proto-
colo para evaluar la estabilidad genética de las plan-
tas micropropagadas de mora, mediante la utilizacién
de marcadores moleculares RAPD.

MATERIALES Y METODOS

Micropropagacién. Para la multiplicacién in vitro
de mora se utilizaron las sales minerales de Muras-
hige v Skoog (1962) suplementadas con tiamina 0.4
mg.I", cisteina 100 mg.l!, mio-inosito] 100 mg.17,
4cido asc6rbico 100 mg.1 ™, sacarosa 30 g1 y phyta-
gel 2.7 g.I'L, y como reguladores de crecimiento ben-
cil adenin (BA) 1.5 mg.I"! v 4cido giberélico 1.5 mg.I'!
(Marulanda et af., 2000).

Para el estudio de estabilidad genética del material
propagado in vifro se analizaron las plantas mante-
nidas in vitre en dos etapas (subcultivos) del proce-
so de micropropagacién: plantas mantenidas en el
invernadero de la procedencia Pdcora (Caldas), ¥y
plantas obtenidas por organogénesis a partir de ca-
lio, de la procedencia Filandia (Quindio). Las plin-
tulas usadas para la extraccién del ADN fueron
tomadas de vitroplantas en proceso de micropropa-
gcién de subcultivos 1 y 15 del genotipo Filandia.
Se colectaron plantulas de los subcultivos 1 y 13 del
genotipo Pécora; y como control se tomaron mues-
tras de pldntulas de vivero en ambos genotipos. Las
plantulas fueron colectadas en nitrégeno liquido y
llevadas al laboratorio para la extraccién del ADN.

Extraccion de ADN. Se utilizaron los métodos de
Dellaporta (Dellaporta ef al., con algunas modifica-
ciones, 1983; Gonzales et al., 1995) y el reactivo
DNAzol® (Chomezynski et al., 1997). Los ADN se
visualizaron en geles de agarosa al 0.8% tefiidos con
bromuro de etidio. La cuantificacién de la concen-
tracién del ADN de cada clon de mora se calculd
mediante fluorometria wsando el fluorémetro TKO
100 Hoefer®.

Andlisis RAPD. Para el andlisis RAPD se escogie-
ron ocho iniciadores sintetizados por Operon Tech-
nologies (Alameda, California), reportados en
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trabajos anteriores como polimdérficos en evaluacio-
nes de la diversidad genética del género Rubus (Gra-
ham y McNicol, 1995; Graham et al., 1997ay 1997b;
Marulanda v Marquez, 2001). Las bandas de ADN
se interpretaron en una matriz binaria de presencia-
ausencia. Las estimaciones de similitud se calcula-
ron con el método de Nei v Li (1979). El anilisis
cluster se realizé por el método UPGMA y sc gene-
r6 un dendrograma utilizando el paquete estadistico
Ntsys—pc version 2.0,

RESULTADOS Y DISCUSION

La evaluacion de 1a estabilidad genética de las plan-
tas de mora micropropagadas de los genotipos Fi-
landia y Pdcora, en distintas etapas de la propagacion
invitro (F,5 y P}, obtenidas mediante la organogé-
nesis a partir de callo (F ) y plantas mantenidas en
condiciones de invernadero (Fv' Pv), se realizd con
ocho iniciadores (tabla 1) que produjeron entre una
y cinco bandas por iniciador, con un rango de tama-
fio entre 11.501 vy 0.805 kb. Los iniciadores selec-
cionados produjeron dieciocho bandas, tres de las
cuales resultaron polimoérficas, lo cual representa
16% de polimorfismo. La frecuencia de variacion
molecular por genotipos fue (.16 para Filandia y 0.11
para Picora (tabla 2).
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Con el iniciador Rubus 05 s¢ obtuvieron dos ban-
das polimérficas para dos individuos (F | y F ,)
(figura la) de las plantas mantenidas en inverna-
dero; con el iniciador Rubus 07 se cbtuvo una ban-
da polimérfica para dos individuos F_ y dos
individuos F, (figura 1£). Los demds individuos
mostraron patrones de bandeo igvales con los ini-
ciadores probados.

En el andlisis cluster del grpo formado por indivi-
duos del genotipo Filandia se observan siete plantas
con un coeficiente de similitud de 1.0. Los demds in-
dividuos F, se agruparon con tres de los individuos
F‘, y uno F0 a un coeficiente de similitud de 0.94, y
dos individuos F\r muestran un coeficiente de 0.83 (fi-
gura 2). Los datos anteriores revelan una alta homo-
geneidad de las plantas obtenidas por organogénesis
a través de callo y de las plantas en los subcultivos F,
¥ F; del proceso de multiplicacion in vitre. Se detec-
t6 variacién en algunas plantas del subcultivo F g ¥
en plantas en condiciones de vivero.

Algunos individuos del genctipo Pacora (P, y P )
mostraron dos bandas polimérficas con el iniciador
Rubus 05 (bandas D y E} (figura 1a). Con el inicia-
dor Rubus 07 se observa una banda polimérfica (A)
en individuos del subcultivo 13 (figura 15). El and-

Tabla 1. Iniciadores utilizados para la evaluacion de la estabilidad genética de vitroplantas de Rudnues

glaucus
Iniciador Secuencia N* de handas totales N* de bandas polimérficas
Rubus 01 GGTCCTCAGG 2 -
Rubus 05 AGCCAGCGAA 5 2
Rubus 06 AATCGGGCTG 2 -
Rubus 07 CCACCGCCAG 4 1
Rubus 13 TCGGAGTGGC 2 -
Musa 06 GTCCTGOATG | -
Musa 07 GTGCGTATGG 1 -
OPP 12 AAGGGCGAGT 1 -

Tabla 2. Estimacidn de la frecuencia de variacién molecular por genotipo, en plantas micropropagadas de Rubis

glaucus
N° de plantas evaluadas | Genotipos N* total de bandas | Bandas polimérficas Frecuencia
fgenotipo de polimorfismos
18 Filandia 3 0.16
13 Picora 2 0.11
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Figura 1. a. Marcadores RAPD obtenidos con el iniciador Rubus 05. b Marcadores obtenidos

con el iniciador Rubus 07
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Figara 2. Andlisis de similitud en vitroplantas del genotipo
Filandia

lisis cluster revela una alta homogeneidad de] mate-
rial del genotipo Picora propagado in vitre, con un
coeficiente de similitud de 0.8 (figura 3).

En total se obtuvieron dieciocho bandas, correspon-
dientes a 16.44 kb analizadas del genoma total que
tiene un tamafio de 280 Mpb (Arumuganathan y
Earle, 1991). Este célculo se hizo con base en el
mimero de fragmentos amplificados y sus tamafios.
Dado el tamafio del genoma de Rubus (280 Mpb),
se estima que el andlisis realizado en este estudio
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cubre 0.057% del genoma. Aunque la porcién del
genoma estudiado es muy pequeiia, el andlisis
RAPD tiene el potencial de una cobertura al azar de
todo el genoma, debido a la utilizacién de iniciado-
res muy polimérficos, como lo demostraron Gra-
ham y McNicol (1995), Graham et al. (1997a ¥
1997b), y tal como se evidencié en un andlisis de
diversidad genética de los cultivares de mora utili-
zados para la micropropagacién (Marulanda y Mér-
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Figura 3. Andlisis de similitud en vitroplantas del genotipo
Picora
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quez, 2001), donde los mismos iniciadores produje-
ron 82.6% de polimorfismo frente a 16% obtenido
en ¢l andlisis de estabilidad. Cambios en el ADN
que producen mutaciones puntuales, como sustitu-
cion de bases, deleciones e inserciones cortas, no
resultan en polimorfismos detectables a menos que
éstos ocurran en la regién de apareamiento de los
iniciadores (Taylor et al., 1995),

El polimorfismo de tres bandas, encontrado en el
andlisis de la estabilidad genética, de las plantas
mantenidas en condiciones de vivero, no se vio re-
flejado en ninguna medida en su fenotipo; no se de-
tectd ninguna planta aberrante después de producir
in vitro y sembrar en vivero 100.000 plantas. En otros
trabajos de estabilidad de plantas de Rubus propa-
gadas in vitro no se ha encontrado variacién soma-
clonal. Hoepfner et al. (1993) no encontraron plantas
variantes en un programa de multiplicacion in vitro
de yemas terminales de red raspberry, y Gebhardt et
al. (1993) tampoco encontraron variactones morfo-
l6gicas en evaluaciones de campo de raspberries
propagadas por meristemos. Sin embargo, si se co-
nocen ejemplos de variacién en Rubus por efecto
del cultivo in vitro, como lo reportan Swartz et al.
(1983), que encontraron una planta aberrante
{0.05%) en una poblacién de blackberries propaga-
das por meristemos. Por su parte, Hoepfner et ali.
(1996} encontraron variacidn somaclonal en la es-
pecie R. idaeus asociada a la concentracién de regu-
ladores de crecimiento en la obtencién de yemas
adventicias a partir de segmentos de hojas.

La variacidn genética detectada en este trabajo po-
drfa deberse a una variacidn en el patrén de metila-
¢ion del ADN, tal como lo describen Angel ez al.
(1996). La metilacion como causa de los cambios
en los perfiles de ADN por estrés inducido durante
el cultivo de tejidos in vitro, efecto hormonal y des-
balances en los nucleétidos, ha sido descrita por
Brown (1989) y Kaeppler y Philips (1993). Brown
et al. {1991) encontraron altos niveles de metilacién
en plantas de maiz regenerados por cultivos de teji-
dos. Mueller et al. (1990) también los encontraron
en plantas de arroz obtenidos a partir de callo, y
Harding (1994) reporté metilacién en plantas de papa
recuperadas después de conservacion in vitro bajo
condiciones de crecimiento lento.
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Otros awutores, como Angel er al. (1996), no encon-
traron variacion en los perfiles de ADN de plantas
de yuca después de conservacién in vitre durante
diez afios en condiciones de crecimiento lento. A su
vez, Hoepfner et al. (1996) describen los cambios
ocurrides en el ADN que no inciden en el fenotipo
de plantas después del cultivo in vitre, como desvia-
cién genética. Estos cambios ocurridos en los genes
algunas veces no pueden ser observados a nivel
morfolégico y fisioldgico, debido a que las diferen-
cias estructurales en los genes no necesariamente
alteran su actividad biolégica, de tal manera que re-
sulte o se refleje en genotipos alterados. Estas mu-
taciones silenciosas a nivel morfoldgico o fisioldgico
son importantes porque permiten estimar la frecuen-
cia de los cambios gendémicos como resultado del
cultivo in vitro.

El aumento en la frecuencia de aparicion de varian-
tes somaclonales ha sido relacionado con la multi-
plicacién de los explantes durante muchos ciclos de
propagacién. Se recomienda renovar los explantes
cada cierto niimero de multiplicaciones o después
de obtener una determinada cantidad de plantas, con
el fin de minimizar los riesgos de variacion genética
en el material propagado (Orellana, 1998). Estable-
cer el ndmero de subcultivos y el ndmero de plantas
obtenidas a partir de cada yema estd muy relaciona-
do con cada especie, clon o variedad, por lo que se
debe definir este aspecto para cada caso.

CONCLUSIONES

El analisis RAPD de la estabilidad genética de las
vitroplantas de mora mostré tres bandas polimérfi-
cas de un total de dieciocho bandas obtenidas con
ocho iniciadores, lo que sugiere que el método de
propagacién masiva de Rubus por cultivo de tejidos
in vitro na induce cambios genéticos significativos
que incidan en las caracteristicas fenotipicas de las
plantas. Con base en estos resultados, se recomien-
da emplear los marcadores RAPD para estudiar la
estabilidad genética durante la micropropagacién
masiva de R. glaucus y efectuar hasta diez subculti-
vos de multiplicacion in vitro, sin peligro de intro-
ducir variacién somaclonal de acuerdo al fenotipo.
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