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RESUMEN cias Agricolas, perteneciente a la Universidad de

Granma, Cuba; para lo cual, se emplearon raices
El trabajo se realiz6 en el Centro de Estudios tuberosas del clon de boniato (camote) INIVIT B
de Biotecnologia Vegetal de la Facultad de Cien-  93-1, trasladadas al laboratorio y colocadas en fras-
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cos con agua para inducir la brotacién de las yemas,
y vitroplantas de embriones somdticos obtenidos
de callos a partir de limbos foliares, sembrados en
medio MS; y para ambos casos se tomaron al azar
muestras de limbos foliares para estudiar la esta-
bilidad del material propagado mediante andlisis
moleculares del ADN (RAPD), empleando diez
cebadores arbitrarios (OPF y OPA), evaludndose las
bandas existentes entre el donante y el regenerante
por su presencia y ausencia. Es necesario el moni-
toreo molecular del material vegetal para la conser-
vacién de la biodiversidad genética en las diferentes
localidades, regiones y paises. Como resultado, siete
cebadores produjeron una amplificacién aceptable
en cuanto a la intensidad de bandas en el donante
y las vitroplantas obtenidas a partir de embriones
somdticos, existiendo un alto monomorfismo entre
ambos materiales, lo cual puede brindar mayor y
mds certera informacién del material vegetal para
el establecimiento de estrategias y procedimientos
a favor de la conservacién y difusién de la biodi-
versidad.

Palabras clave: ADN, boniato, molecular,

RAPD.

This work was conducted in the Centre of
Studies of Plant Biotechnology of the Faculty of
Agricultural Sciences of the University of Granma.
We used tuberous roots of the sweet potato clone
INIVIT B 93-1 and vitroplants derived from
somatic embryos coming from calli obtained from
leaf tissue grown in MS medium. Tissue samples
from both types of plant material were randomly
obtained and their genetic stability analyzed by
molecular analysis of the ADN (RAPD), using ten
arbitrary primers (OPF y OPA) and evaluating the
bands in terms of presence and absence. Such a
molecular monitoring is required for any study of
genetic diversity conservation to be conducted in
different localities, regions and countries. As a resul,
seven primers produced an acceptable amplification,
indicated by the intensity of the bands found in the
donor and the somatic embryo-derived vitroplants.
The high monomorphism appearing between both
materials gives more accurate information for the

establishment of strategies and procedures for the
conservation and diffusion of the biodiversity.

Key words: ADN, sweet potato, molecular,
RADP.

El boniato (Jpomoea batatas (L.) Lam.) es comin-
mente consumido en el mundo y la obtencién de
material de siembra mediante la micropropagacién
acelerada representa una alternativa para la pro-
duccién de “semilla” de alta calidad (LOPEZ et al.,
2002) y el empleo de las técnicas in vitro posibilitan
resolver esta situacién favoreciendo la multiplicacién
del mismo.

Una via de multiplicacién acelerada de los cultivos
es la embriogénesis somdtica, la que representa un
gran avance en el empleo de las técnicas de cultivo de
tejidos vegetales (MERKLE, PARROT & FLINN,
1995); siendo su aplicacién de gran importancia en
los cultivos de interés agricola (FREIRE, 2001),
aunque todavia no ha sido senalada para algunas
especies (PARROT, 2002). Conjuntamente con
ello, se hace necesario la identificacién genética del
material vegetal, para lo cual se emplean los mar-
cadores morfolégicos, bioquimicos y moleculares
(CORNIDE et al., 2002). Segin FORD-LLYOD
(2001), la identificacién basada exclusivamente en
marcadores morfolégicos, no es totalmente satis-
factoria debido a su lentitud y de ahi la necesidad
del empleo de otros medios como los moleculares
(VARGAS et al., 2002).

Los marcadores pueden ser empleados para bus-
car diferencias en los patrones de expresién entre
plantas; lo cual indica que son especificos para cada
material genético, siendo una via que confirma que el
método puede ser usado para evaluar las variaciones
genéticas en las plantas (RODRIGUEZ, 2005). De
ahi que desde el punto de vista conservacionista, el
empleo de las técnicas de cultivo i vitro han resul-
tado ser muy dtiles para la proteccién de la flora
amenazada y se ha convertido en una alternativa
muy eficaz para la conservacion de las especies a nivel
mundial (SERNA, 1999). Sin embargo, es necesario
tener presente la estabilidad y variabilidad del mate-
rial vegetal para lograr una correcta manipulacién y
conservacién del mismo.



Como una via segura de identificacién y carac-
terizacién del material vegetal en los tltimos anos
se han desarrollado y aplicado con éxito las técnicas
de los marcadores moleculares para el estudio de
poblaciones de plantas posibilitando la conserva-
cién de la biodiversidad de las especies vegetales
en el planeta. Al ser analizada la identificacién
de genotipos, especificamente mediante RAPD,
podemos plantear que ha sido posible su empleo
en varias especies debido a que cada cultivo pro-
duce un patrén reproducible de bandas de ADN
amplificado (VERA, 1999).

Como parte de los trabajos que se llevan a cabo
en el estudio de la diversidad genética en el cultivo
del boniato, se desarrollé la presente investiga-
cién donde perseguimos como objetivo evaluar,
mediante el uso de los marcadores RAPD, la estabi-
lidad genética del material para lograr un adecuado
manejo y conservacién de los recursos vegetales en
esta especie.

Se emplearon plantas provenientes de raices
tuberosas pertenecientes al clon INIVIT B 93-1, cul-
tivadas en parcelas experimentales de investigacion,
segiin el Instructivo Técnico del boniato (CUBA.
MINAGRI, 1998), trasladadas al laboratorio y
colocadas en frascos con agua en condiciones semi-
controladas para inducir la brotacién de las yemas
y vitroplantas (Figura 1) procedentes de embriones
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somdticos (Figura 2) obtenidos a partir de callos
de limbos foliares de 1 cm? (GONZALEZ ez al.,
2001), sembrados con la superficie adaxial (Figura
3) en contacto con el medio de cultivo propuesto
por MURASHIGE & SKOOG (1962); para ambos
casos se tomaron los limbos foliares para realizar los
analisis moleculares del ADN.

Con la finalidad de evaluar la utilizacién de la
Técnica de Amplificacién Aleatoria del ADN Poli-
moérfico (RAPD), 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 genémico total, segun el método descrito
por DELLAPORTA, WOODY y HICH (1983).
La concentracién de ADN de cada muestra fue
determinada por espectrofotometria y se estimd la
medicién a la intensidad 6ptica de 260 y 280 nm en
un espectrofotémetro. La reaccién de amplificacion
se realizé en un volumen total de 25 ul que con-
tenfa: 10 mM Tris-HCL a pH 8,3; 50 mM KCL,
2 mM MgCL,, 0,001% de gelatina; 100 uM de
cada dNTDs, 5 pmoles de los cebadores Kits OPA
y OPE 5 ng de ADN genémico y 2 L de 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 cuales han sido usados con anterioridad
para este tipo de estudio en diferentes cultivos por

PETEIRA ez al. (1999 y 2001).

Figura 1. Plantas provenientes de raices tuberosas y vitroplantas procedentes de embriones somdticos pertenecientes

al clon INIVIT B 93-1.
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Figura 2. Embriones somdticos obtenidos a partir de
callos de limbos foliares.

Figura 3. Callos con estructuras embriogénicas obtenidos
a partir de limbos foliares.

La amplificacién fue llevada a cabo en un ter-
mociclador y la reaccién de amplificacién se realizé
durante 45 ciclos de 1 minuto a 94°C, 1 minuto a
36°C, 2 y 10 minutos a 72°C (Peteira ez al., 1999).
Los productos de la amplificacién, separados
mediante electroforesis vertical en gel de agarosa
al 1,5% en solucién amortiguadora de Tris-HCL
dcido bérico EDTA (TBE) 0,5X a 110 volts, fueron
tefiidos con bromuro de etidio (5 mg.mL™") y visua-
lizados 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), visualizdindose a través de foto-
grafias. Los resultados se expresaron en porcentajes
de monomorfismo.

Como parte de la necesidad del monitoreo
molecular del material vegetal y la conservacién de
la biodiversidad, se hace necesario llevar a cabo estos
trabajos para el estudio de la diversidad genética
y la conservacién de los recursos genéticos en las
diferentes localidades, regiones o paises.

De un total de diez cebadores ensayados, siete
produjeron una amplificacién aceptable en cuanto a
laintensidad de bandas (OPF-15, OPF-14, OPF-04,
OPF-07, OPF-01, OPA-12 y OPF-05) y los ceba-
dores mds informativos fueron el OPF-01, OPA-12
y OPF-07, al generar el mayor niimero de bandas
en el donante y las vitroplantas obtenidas a partir
de embriones somdticos (Tabla I), coincidiendo el
total de bandas obtenidas para el donante y las vitro-
plantas con todos los cebadores empleados (Figura
4), existiendo un alto monomorfismo entre ambos
materiales (100%).

A partir de los resultados obtenidos se puede
plantear que la amplificacién del ADN de los mate-
riales con los cebadores utilizados, produjo un alto
grado de monomorfismo, presentando las plantas
procedentes de embriones somdticos patrones de
bandas idénticos al donante en la regién del ADN
explorada por los mismos. Las semejanzas observadas
en el ADN genémico de las plantas donante y las
vitroplantas obtenidas a partir de embriones somd-
ticos evidenciaron que no se observé polimorfismo
para los cebadores empleados. Siendo de esperar que,
en futuros estudios que se realicen con el empleo
de un mayor nimero de marcadores moleculares,
brinden una mayor y mds certera informacién del
material vegetal para el establecimiento de estrategias
y procedimientos a favor de la conservacién y difu-
sién de la biodiversidad, con la seguridad genética
de las especies de que se dispone y un mejor uso de
las mismas.

La funcionalidad de los cebadores empleados en
este trabajo, para detectar variacién genética, ha sido
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Tabla I. Resultados del andlisis de los RAPD en el material donante y el material regenerado a partir de
embriones somdticos en el clon INIVIT B 93-1

Clon INIVIT B 93-1
Total de bandas (n) Bandas Monomorfismo

Cebador Donante Regenerado monomorficas (%)
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

O — o s g
OPF-15 OPF-14 OPA-13 OPF-13 OPF-04 (| OPF-07 OPF-01 OPF-03 OPA-12 OPF-05

Figura 4. Productos de la amplificacién por PCR del ADN en Ipomoea batatas 1 — Material donante. 2- Vitroplantas
obtenidas a partir de embriones somdticos.

informada por PETEIRA et 4/. (1999 y 2001), en  estos estudios y no han sido sefalados con anterio-
estudios de diversidad genética en diferentes especies  ridad para el cultivo del boniato, por lo que deberan
vegetales del género Lycopersicon, quienes demostra-  probarse otros cebadores antes de hacer conclusivos
ron que los mismos son efectivos para llevar a cabo  los resultados de monomorfismo encontrados para el
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donantey las plantas regeneradas a partir de embrio-
nes somdticos del clon INIVIT B 93-1.

Referente al empleo de los marcadores mole-
culares, diferentes autores como Ramirez (2005),
plantearon que son una herramienta eficaz para
monitorear la estabilidad genética del material
vegetal, y por otra parte (RODRIGUEZ &
ARENCIBIA, 2002; COTO & CORNIDE,
2002), dejaron claro que los mismos brindan mds
informacién que los marcadores morfolégicos,
pues el polimorfismo detectado es mayor y no
estdn influenciados por el ambiente. Estas inves-
tigaciones son necesarias para poder identificar el
comportamiento y los cambios que se llevan a cabo
en el material vegetal en la naturaleza y los mismos
no pueden ser observados de inmediato y a simple
vista, trayendo consigo otras consecuencias en la
biodiversidad vegetal; de igual manera, se puede
conocer el impacto que ocasiona el cambio climi-
tico actual y la actividad del hombre en la natura-
leza, posibilitando el establecimiento de patrones
moleculares de estricta observacién y respeto para
el estudio de la biodiversidad.

Por otra parte, las investigaciones de los marca-
dores moleculares, permiten conocer de las especies
identificadas la informacién que las mismas ofrecen
de su composicién molecular especifica, de su tra-
yectoria genética, caracteristicas y actividad; todo
lo cual puede ser empleado para futuros estudios,
ofreciendo posibles caminos a soluciones bésicas de
la conservacién y estudio de la biodiversidad; a pesar
de que los momentos actuales no permiten disponer
de las técnicas moleculares en todos los laboratorios
y dreas de conservacién de la biodiversidad, si se
considera una importante solucién para el estudio
de los problemas que existen actualmente de las
pérdidas de la biodiversidad y las necesidades de su
proteccion urgente.

Los RAPD han sido usados extensamente para
determinar la diversidad genética y relaciones entre
especies (IPEK & IPEK, 2003; BAMBERG & DEL
RIO, 2003). En el cultivo del boniato, los estudios
moleculares con el empleo de RAPD han sido usados
especificamente en algunos cultivares para la estima-

cién de la diversidad genética, en el mapeo genético
de los clones de interés y la localizacién de genes en
las raices resistentes a nemdtodos (TSENG et al.,
2001), no existiendo informacién en lo referente a
estudios llevados a cabo en el material propagado
via embriogénesis somdtica.

Al respecto SANCHEZ ez al. (2003), plantearon
que los andlisis de RAPD pueden ser usados para la
identificacién de cultivares; ademds, para distinguir
diferencias entre genotipos.

Desde el punto de vista molecular, el cultivo del
boniato ha sido poco investigado, aspecto que se
hace necesario enfatizar, ya que segin GONZALEZ
(2003), la aplicacién de las técnicas de cultivo de
tejidos vegetales requieren como andlisis comple-
mentarios los estudios de la estabilidad genética del
material obtenido. A partir de estos resultados se
logra un mayor entendimiento de la necesidad de
efectuar estudios moleculares del ADN en el material
vegetal, para alcanzar una mayor riqueza y seguridad
en las especies a conservar, proteger y extender en los
diferentes ecosistemas, garantizando la proteccién
de los mimos.

Los estudios a nivel molecular tienen especial
relevancia en los momentos actuales, donde se
ejecutan trabajos de seleccién acelerada y mejo-
ramiento genético a los que estdn sometidos la
mayoria de los cultivos aprovechando el uso de
las modernas tecnologias en los cultivos agricolas;
todo ello permite evaluar la aparicién de nuevas
variedades y su comparacién con las ya existentes,
lo que permitird el aumento de la biodiversidad del
material genético.

El estudio de los recursos genéticos a nivel mole-
cular se hacen cada dia mds necesarios para controlar
y evitar la pérdida de la biodiversidad; todo lo cual
pone en peligro la disponibilidad de alimentos a nivel
mundial y con ello la conservacién de las especies de
interés para el hombre con la mayor calidad y canti-
dad posible. En este sentido, el empleo de las técnicas
moleculares, resulta de gran utilidad e importancia
en la elaboracién de futuros protocolos de investiga-
cién y produccién a gran escala de material vegetal
genéticamente conocido y a favor de la diversidad
vegetal con una funcién protectora y evaluadora de
los posibles cambios presentados por la contamina-
cién ambiental y la accién del hombre.



Los resultados obtenidos servirin de base a otros
estudios y permitirdn evaluar, controlar y trazar
estrategias para la conservacién y uso de los recursos
genéticos, todo lo cual se traduce en la conservacién
de la biodiversidad vegetal y con ello la vida en el
planeta.
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