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Resumen

Se estudiaron 44 accesiones de Rubus glaucus y 15 de Rubus sp., mediante marcadores RAPD, cen el fin de calcularlos
indices de similitud entre las dos especies y analizar la variabilidad intraespecifica. Los doce cebadores seleccionados
produjeren 38 bandas polimétficas con pesos meleculares entre 0.805 y 11.501 Kb. El andlisis RAPD permiti6 diferenciar
las dos especies, las cuales evidencian 55% de similitud. El grupo formada por R. glarcus presenta indices de similitud
altos; fue posible agrupar las procedencias por regiones geogrificas, lo que evidencié también que hay variacién entre
individuos dentro de las procedencias.
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Abstract

Fourty four accesions of Rubus glancus and fifteen of Rubus sp. were examined with RAPD markers, in order to
calculated the similarity coefficients between the two species and to evaluate the intraspecific variability. The twelve
primers used for the evaluation gave thirty eipth polymorphic bands with malecular weigths between 0.805 and 11.50]
Kb. The RAPD analysis allowed to diferenciate the two species which a similarity of 55%. The group formed by R.
glaucus showed high similarity, it was possible to grupe the provenances by geographic areas, and was clear that there is
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variation between individuals within the provenances.
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INTRODUCCION

El género Rubus es uno de los més diversos del
reino vegetal. Comprende cerca de 500 especies
altamente heterocigotas, su nivel de ploidia va
desde diploides hasta dodecaploides y la mayo-
ria son apomicticas. Ha sido subdividido en doce
subgéneros y sélo algunos de ellos han sido do-
mesticados. Al subgénero Idaeobatus pertenecen
los “raspberries”, que se distribuyen en Europa y
Norteamérica {Graham y McNicol, 1995), y al
subgénero Rubus pertenecen los blackberries, que
se distribuyen en el centro y el norte de Europa
(Nybon y Kraft, 1995).

La mora de Castilla (Rubus glaucus), nativa de
los Andes tropicales, es una especie que combi-
na caracteristicas de los subgéneros Idaeobarus
y Rubus, y es ademds un anfidiploide fértil (Jen-
nigs, 1988).

El desarrollo de la biologia molecular ha dado
como resultado mayor entendimiento de las rela-
ciones entre especies del género Rubus, acertada
clasificacién taxonémica y mayor habilidad para
identificar especies y cultivares. Estas técnicas
también permiten entender y utilizar mejor la di-
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versidad genética por parte de los mejoradores
(Graham y McNicol, 1995).

La clasificacidn de especies y cuitivares del gé-
nero Rubus, basada en caracteres morfolégicos,
puede ser dificil debido a las caracteristicas botd-
nicas de la especie, Técnicas como las isoenzi-
mas no han sido una herrarmenta tl (Cousineau
y Donelly, 1989). Otros marcadores, como las
sondas de ADN de cloroplastos, tampoco fuercn
eficientes en detectar la variacién en cultivares
de raspberry (Waugh et al., 1990), v los minisa-
télites de ADN y los RFLP, aunque son marcado-
res muy informativos, requieren el uso de
radioisétopos (Nybom y Kraft, 1995; Graham y
McNicol, 1995).

Entre los diferentes marcadores moleculares co-
nocidos, los RAPD (ADN polimérfico amplifica-
do al azar) son muy dtiles para desarrollar huellas
digitales de ADN cuando se requiere identificar
variedades dentro ‘de una especie, determinar el
parentesco de un material de mejoramiento, y ca-
racterizar y clasificar el material clonal obtenido
por el cultivo in vitro (Karp et al., 1997). Se cono-
cen varios trabajos sobre la caracterizacién mole-
cular en el género Rubus con marcadores RAPD,
como los realizados por Parent y Fortin (1993},
quienes estudiaron quince genotipos de R, idaeus
del programa de certificacién de la provincia de
Quebec utilizando diecinueve cebadores seleccio-
nados al azar, y Parent y Page (1998), que estudia-
ron trece cultivares de R, idaeus y dos de R.
occidentalis empleando cinco cebadores, con los
cuales obtuvieron marcadores RAPD polimérficos.

Graham v McNicol (1995} realizaron una revi-
sion de la clasificacién taxondmica del genéro,
para lo cual utilizaron veinticuatre accesiones
pertenecientes a trece especies de tres subgéne-
ros (fdaeckatus, Eubatos, Anoplobatus), y todos
los cebadores empleados fueron polimérficos.
Graham et al. (1997a, 1997b) analizaron la va-
riabilidad genética presente en poblaciones culti-
vadas de R. idaeus y las compararon con la
variabilidad en poblaciones naturales en Escocia,
utilizando cinco cebadores arbitrarios.
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La mora de Castilla es una especie que se distri-
buye en Colombia y Ecuador y ha side objeto de
un creciente interés por parte de la industria de
jugos en Colombia. La Corporacion de Investi-
gacién Agricola Colombiana (Corpoica) viene
realizando esfuerzos de colecta y estudio del ger-
moplasma presente en nuestro pais, vy en ia Re-
gional 9 en el departamento de Caldas se tiene
establecido un banco de germoplasma de R. glau-
cus gue cuenta con accesiones colombianas, pro-
venientes de diferentes localidades.

Esta investigacion se desarroll6 con el fin de apli-
car modernas técnicas de biologfa molecular al
estudio de la diversidad genética de la mora, para
tener mejor aprovechamiento de la especie y su
futura conservacion,

MATERIALES Y METODOS

Para el estudio de diversidad genética del banco
de germoplasma de R. glaucus de Corpoica Cal-
das, se seleccionaron 40 accesiones de ocho pro-
cedencias, colectadas en municipios de los
departamentos de Risaralda (Guatica y Quinchia);
Caldas (Riosucio, Anserma, Manzanares y Pdco-
ra) y Antioquia (Guarne y San Antonio) (figura 1),
¥ quince accesiones de tres procedencias de R
sp. sin espinas (Thornless) ¢v Jumbo, Evergreen
y Black satin. Se colectaron muestras de cinco
individuos o accesiones por procedencia.

Extraccion del ADN

Para la extraccién de ADN se usé el protocclo de
Dellaporta er al. (1983), modificado por Gonza-
les et al. (1995). Los ADN totales se visualizaron
en un gel de agarosa 0.8% teiiidos con bromuro
de etidio para constatar su calidad. La cuantifica-
cién de la concentracidon del ADN de cada acce-
sidn se determiné mediante fluorometria.

RAPD

Se utihizé el protocolo para RAPD de Gonzales et
al. (1993). La mezcla de reaccidn de PCR de 25 pl
se preparé con buffer de reaccién 1X, MgCl,
1.7 mM, dNTPs 0.12 mM, Taq polimerasa 1U/ul,
cebador 0.48 mM y ADN genémico 5 ng/pl.
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Figura 1, Localizacién de fos sitios de coleccién de accesiones de

morade Castilla

Se evaluaron 71 cebadores sintetizados por Ope-
ron Technologies (Alameda, California). En cada
amplificacién se incluyeron controles positivos,
con ADN de Gibco® y controles negativos. Para
la electroforesis se tomaron 25 pl de cada mues-
tra y se cargaron en geles de agarosa al 1.0%,
tefiidos con bromurc de etidio 0.5 pg/ml. Las
bandas de ADN se visualizaron con luz ultravio-
leta y las fotos de los resultados se tomaron con
camara digital y se archivaron en el programa
Molecular Analysis. Para la identificacién de lag
bandas se utiliz6 el marcador de peso molecular
ADN del fago tambda cortado con la enzima de
restriccion Pstl.

Analisis estadfstico

Las bandas de ADN se evaluaron en forma bina-
ria (presenciafausencia). Se calculd la similitud
entre cada par de genotipos y la matriz de distan-
cias gendticas con el indice de Mei v Li (1979).
El agrupamiento de los genotipos se efectué me-

diante el método UPGMA, con el paquete esta-
distico Ntsys, versién 2.02.

Con la matriz de distancias se realizd una corre-
lacidn simple entre atributos y un analisis de com-
ponentes principales con el paquete estadistico
Statgraph 3.1.

RESULTADOS Y DISCUSION

Para la evaluacién de la diversidad genética del
género Rubus se seleccionaron doce cebadores
(tabla 1), que produjeron 38 bandas polimérficas
que reflejan 86.6% de polimorfismo. Cada ceba-
dor produjo entre una y siete bandas, con pesos
moleculares entre 11.501 y 0.805 kilobases (fi-
gura 2),

El andlisis RAPD diferencié las dos especies es-
tudiadas R. glaucus y R. spp. Todos los grupes se
encuentran a un nivel de similitud de 0.55, lo cual
evidencia un importante flujo de genes entre ellos.
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Tabla 1, Cebadores utilizados para la evaluacidn de diversidad

genética en Rubues

Secuencia 5°-3° No. de bandas | No. de bandas
totales polimdrficas

GGTCCTCAGG* 5 4
AGCCAGCGAAF 4 3
AATCGOGGCTG™ 3 3
CCACCGCCAG* 3 3
GTGCGTATGG 3 1

1+ AAGGGCGAGT 3 2
ACATCGCCCA 5 5
TCGGCACGCA 3 2
CTG ATACGCC 7 7
CACAGAGGGA 4 4
AATGCCGCAG 3 4

* Cebadores recomendados por Graham y McNicol (1993} v

McNicol et al. (19972 v 1997b).

JPP i

Figura 2. Marcadores obtenidos con el primer OPP 03. Las letras cormesponden a las
procedencias. El marcador de peso molecular es DNA del fago lambda cortado con la

enzima Pst[

En el dendrograma (figura 3) se observan dos
grupos grandes, uno compuesto por R. glaucus y
otro de sdlo individuos de R. sp. La especie R.
glaucus pertenece al subgénero Idaeobatus, y
combina caracteristicas tanto de los black rasp-
berries como de los blackberries. La especie K.
spp. ha sido descrita por Oliger et al. (1995) y
Norton y Skirvin (1997) como blackberry. Basa-
dos en la similitud encontrada entre las dos espe-
cies en el presente estudio, y en los resultados
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obtenidos por Graham y McNicol (1995), en los
que al 50% de similitud se agrupan las especies
pertenecientes al mismo subgénero, v al 25% y
35% se¢ separan las especies de diferente subgé-
nero, se puede suponer que R. glaucus y R. sp.
pertenecen al subgénero /daeobatus.

Las variedades Black Satin, Jumbo y Evergreen,
pertenecientes a la especie R sp. sin espinas, po-
drian corresponder a la descripcidon de Norton y
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Figura 3. Dendrograma de Rubus sp., basado en 42 marcadores pelimérficos. Las letras corresponden a las diferentes

procedencias

Skirvin (1997) para R. laciniatus procedentes de
Estados Unidos.

Es importante recalcar que cuatro de los cebado-
res recomendados por Graham y McNicol (1995)
¥ McNicol et al. (1997a v 1997b) fueron utiliza-
dos en este estudio por ser altamente polimnérfi-
cos en evaluaciones de diversidad en el género
Rubus. La similitud encontrada entre las dos es-
pecies estudiadas es importante para futuros tra-
bajos de mejoramiento de R. glaucus. La especie
R. sp. posee la caracteristica de no tener espinas,
y la introduccién de este gen en la especie R. glau-

cus podria lograrse por métodos tradicionales o
biotecnolégicos.

El andlisis intraespecifico con marcadores RAPD
diferéncié las procedencias de mora (R. glaucus)
y las agrupd por regiones geogrificas, indicando
que hay diferencias entre las accesiones de acuer-
do con 1a wbicacién geogréfica donde fueron co-
lectadas, 1o que hace suponer que la variabilidad
de la especie R. glaucus ha sido mantenida den-
tro de cada procedencia por los agricultores. Se
evidencié que hay poca variacién entre indivi-
duos dentro de las procedencias (figura 3}, la cual
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fluctéa entre 85 y 100% de similitud para los doce
cebadores utilizados.

Debido a la importancia comercial de R. glau-
cus, ésta ha sido propagada clonalmente entre los
agricultores tradicionales de la regién andina du-
rante décadas, lo que puede estar causando una
disminucién de la variabilidad genética en el
material utilizado para cultivo, disminucién que
se refleja en altos niveles de similitud. Otro as-
pecto por resaltar para el futuro mejoramiento de
la especie, es que el andlisis molecular permitié
detectar posibles accesiones duplicadas en el ban-
co de germoplasma, como los individuos A, y A,
de procedencia de Anserma, M; y M, de Manza-
nares y P, y P, de Pacora. Seria de gran interés
incluir en un estudio futuro ofras especies de Ru-
bus silvestres con el fin de caracterizarlas, anali-
zar su diversidad genética y ampliar la base
genética de las variedades comerciales.

En la figura 4 se observa el resultado obtenido
con el andlisis de componentes principales. Los
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individuos de la especie R. sp. se agrupan fuerte-
mente entre ellos v muy cerca de la mayoria de
los individuos de R. glaucus. A pesar de que el
indice de similitud entre los individuos de R. glau-
cus es muy alto, en el andlisis de componentes
principales estdn distribuidos de una manera mas
laxa, reflejando la variabilidad intraespecifica. Los
individuos de Anserma se alejan de las demas
procedencias, lo que constituye una fuente de
variabilidad mayor, que debe ser estudiada con
mayor detalle, As{ mismo, un individuo de Guar-
ne y uno de Péicora se alejan del resto de los indi-
viduos de R. glaucus.

Los resultados obtenidos en este estudio permi-
ten concluir que a pesar de que R. glaucus es una
especie que ha sufrido seleccidén por parte de los
agricnltores, se mantiene una variabilidad gené-
tica entre las accesiones de tal manera que se
pueden diferenciar mediante los marcadores
RAPD segin su ubicacidén geogrifica.
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