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RESUMEN

La Amazonia peruana cuenta con una gran diversidad de recursos fitogenéticos, de los cuales
Solanum sessiliflorum es una de las especies promisorias por la demanda que presenta y su
factibilidad agroindustrial. Por tanto, para un uso 6ptimo del recurso, es preciso realizar su
caracterizaciéon no solo a nivel fenotipico sino también a nivel molecular. En tal sentido, el
presente trabajo de investigacion se realiz6 para hacer una caracterizaciéon a nivel del ADN
gendmico de dos variedades de S. sessiliflorum que presentan una gran demanda a nivel local. La
caracterizaciéon del ADN genémico se hizo empleando la técnica del RAPD-PCR con veinte
primer’s aleatorios. Los resultados muestran que de los veinte primer’s aleatorios probados,
solamente doce nos permitieron detectar polimorfismos a nivel del ADN genémico, los que nos
facilitan la diferenciacion genética de las dos variedades estudiadas. Sobre la base de estos datos
se ha determinado que las dos variedades presentan una identidad genética de 67%.
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ABSTRACT

The Peruvian Amazon has a great diversity of phytogenetic resources, of which Solanum
sessiliflorum is one of the promissory species for the demand that presents and its agroindustrial
feasibility. Therefore, for a good use of the resource it is necessary to carry out their
characterization at phenotypic and molecular level. In such a sense, the present investigation work
was carried out to make a characterization at genomic DNA level of two varieties of S. sessiliflorum
that present a great demand at local level. The characterization of the genomic DNA was made
using the RAPD-PCR technique with 20 aleatory primer’s. The results show that of the 20 aleatory
primer’s, only 12 allowed us to detect polymorphisms at genomic DNA level, those that facilitate
us the genetic differentiation of the two studied varieties. Based on these data it has been
determined that the two varieties present a genetic identity of 67%.
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INTRODUCCION

La sistematica trata de establecer una  establecer las relaciones formales exis-
imagen completa de la gran diversidad de  tentes entre ellos y de conocer las leyes
los organismos y al mismo tiempo de  bioldgicas generales.
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Estos conocimientos se pueden conseguir a
través de la obtenciéon del mayor niimero
de datos posibles sobre la forma, el tipo de
vida, la distribucién, la variabilidad. En la
actualidad, se han utilizado diversos
métodos estadisticos y numéricos para la
valoracién del catalogo de caracteres para
evitar en lo posible las estimaciones
subjetivas (Crisci, 1983).

Los avances en la biologia molecular
proveen las herramientas necesarias para
el estudio del mejoramiento genético de
plantas, la caracterizacion de bancos de
germoplasma, la identificacion y ubica-
cion fisica en los cromosomas de carac-
terfsticas muy importantes. Las nuevas
técnicas permiten el andlisis a nivel del
genoma nuclear, genoma mitocondrial y
genoma cloroplastico en el caso de
vegetales. Estos genomas pueden analizar-
se en forma directa con técnicas como
Polimorfismo en Longitud de los
Fragmentos de Restriccion (RFLP, por sus
siglas en inglés), Polimorfismo en Longitud
de los Fragmentos Amplificados (AFLP, por
sus siglas en inglés), Reaccion en Cadena
de la Polimerasa (PCR, por sus siglas en
inglés), ADN Polimérfico Amplificado al
Azar (RAPD, por sus siglas en inglés) o de
manera indirecta analizando proteinas
totales o fracciones proteicas e isoenzimas.

Conscientes de la importancia y la
necesidad de emplear técnicas de biologia
molecular para estudiar nuestra biodi-
versidad y fomentar su conservacion, se
efectué este trabajo de investigacion
empleando la técnica del RAPD para
analizar los genomas de dos variedades de
Solanum sessiliflorum, especie agroné-
micamente importante en nuestra region.
Los objetivos que se consideraron fueron:
extraer el ADN genémico de las variedades
2 y 3, desarrollar la ampli-ficaciéon del
ADN genémico con primer’s aleatorios y
caracterizar los perfiles genémicos de las
dos variedades.

MATERIAL Y METODO

Obtencion de las muestras botanicas

Las muestras botanicas fueron obtenidas de
Timicurillo 1™ Zona, rio Amazonas. Las
muestras recolectadas (frutos y hojas) de
las variedades 2 y 3 de Solanum
sessiliflorum fueron trasladadas a las insta-
laciones de los Laboratorios de Inves-
tigacion de la Facultad de Ciencias
Biologicas y de Cultivo de Tejidos Vegeta-
les de la Universidad Nacional de la
Amazonia Peruana para su procesamiento.

Micropropagacion y mantenimiento de
plantulas

Los frutos de las dos variedades de cocona
se procesaron en el Laboratorio de Cultivo
de Tejidos Vegetales, donde se procedi6é a
obtener las semillas; luego estas fueron
germinadas en condiciones estériles en
medio de Murashige y Skoog con phytagel
(Murashige y Skoog, 1962).
Posteriormente, de las vitroplantulas se
obtuvieron explantes, los cuales fueron
utilizados para el repique y la obtencién de
mas vitroplantulas de cada variedad; este
Gltimo proceso se repitié cada vez que era
necesario mantener las vitroplantulas.

Extraccion de ADN genémico

Se realizaron pruebas preliminares para la
estandarizacion de la extracciéon del ADN
genémico con el método propuesto por
Lynch y Milligan (1994), modificado por
Angulo (1999). Luego de realizar la
estandarizacion de la extracciéon de ADN
genémico se procedié a extraerlo de las
vitroplantulas de ambas variedades. El
ADN gen6émico extraido fue resuspendido
en buffer TE (Tris-HCL 10mM, EDTA TmM,
pH 8,0) (Maniatis et al., 1989) vy
mantenido a -20 °C en viales de 1,5 ml.

Cuantificacion y calidad del ADN
Para cuantificar y ver la calidad del ADN
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extraido, se procedi6 de acuerdo con
Maniatis et al. (1989).

La cuantificacion se determindé por
comparacion de las muestras con el ADN
marcador fago lambda digerido con Hind
[ll, mientras que la calidad se verificé con
la ausencia de cola de ADN fragmentado
en el gel de corrido. La electroforesis de
realiz6 a 70 V por una hora en una camara
de gel horizontal con una fuente de poder
(Biotron, ATOM 504). El gel se tind con
bromuro de etidio (5 mg/l) por 10 min, se
enjuagd vy visualizé en un transiluminador
de luz UV. Seguidamente, se procedié a
tomar una fotografia del gel.

Amplificaciéon del ADN genémico

Se realiz6 con la técnica RAPD (Innis et
al., 1990; Yu y Pauls, 1994; Oganisian et
al., 1996) en un termociclador (Techgene,
FTGENE2D), empleando 20 primer’s
diferentes cada uno a una concentracién
de 0,25 puM, buffer 1X (Tris-HCI 10 mM,
pH 8,3, dNTPs 250 uM, MgCl, 2,0 mM,
ADN gendémico 50 ng y 0,25 U de Taq
polimerasa en un volumen final de 20 pl).
Se programé el termociclador con las
siguientes condiciones de temperatura: 1
ciclo de denaturacion inicial 94 °C x 4
min; 40 ciclos de 94 °C x 1 min, 40 °C x
Tmin, 72 °C x 1 min; 1 ciclo de extensién
final a 72 °C x 10 min; luego 8 ul de los
productos de amplificacion y 5 pl del
Ladder 123 fueron resueltos mediante
electroforesis a 70 V por 1 hora en geles de
agarosa al 2% y visualizados con luz UV
luego de ser tratados con bromuro de
etidio. Seguidamente se procedié a tomar
fotografias de los geles.
Determinacion del tamano de los
productos amplificados

Se procedié de acuerdo a Maniatis et al.
(1989). Para ello se imprimieron las
fotografias de los geles, y se procedi6 a

calcular el Rf de cada una de las bandas
del Ladder 123. Con los datos del Rf y los
logaritmos de los tamanos del Ladder en
pares de bases (pb) se generé un grafico
semilogaritmico, con la que se obtuvo una
recta y la ecuacion respectiva. Los tamafnos
de los productos de amplificacion
polimoérficos se calcularon determinando
sus Rf; estos valores fueron reemplazados
en la ecuacién de la recta, al resultado
obtenido se le determiné el antilogaritmo y
este resultado corresponde al tamafno del
producto de amplificacién en pares de
bases. Las tablas de los calculos y las
graficas de los respectivos geles.

Analisis de datos

De las fotografias tomadas a los geles se
procedi6 a identificar las bandas
polimdrficas de los productos amplificados
(presente en una variedad y ausente en la
otra), las cuales se codificaron con 1
(banda presente) y O (banda ausente) y
estos datos se introdujeron y procesaron
con el software Popgene 1.31 (Oganisian
et al., 1996), el que nos proporcioné los
resultados de identidad genética, distancia
genética y el dendrograma de identidad
genética.

RESULTADOS

Extraccion vy cuantificacion del ADN
genémico

El ADN genémico extraido de las
variedades 2 (V2) y 3 (V3) de Solanum
sessiliflorum se aprecian en la figura 1. Es
evidente que el ADN extraido es de buena
calidad, debido a que no presenta
degradaciéon significativa. Al realizar la
cuantificacion por comparacién con el
estandar, se han encontrado 2300 ng de
ADN en 50 mg de tejido de la variedad 2
y 1200 ng de ADN en 50 mg de tejido de
la variedad 3; estas diferencias se deben a
que para la extraccion de ADN de la
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Figura 2. Productos de amplificacién del ADN genémico de las variedades 2 y 3 de Solanum
sessiliflorum obtenidos con los primer’s que se indican

variedad 2 se han empleado solamente
brotes, mientras que para la variedad 3 se
emple6é una mezcla de brotes, tallos y
raices; lo cual nos indica que hay
diferencias en el contenido de ADN entre
los tejidos de Solanum sessiliflorum.

Amplificacion

En las figuras 2, 3, 4 y 5 se aprecian los
productos de amplificacion del ADN ge-
némico de las variedades 2 y 3, obtenidos
con veinte primer’s diferentes. En dichas
fotos se muestran solamente los doce
primer’s que nos permitieron detectar
polimorfismos en el ADN genémico de
Solanum sessiliflorum, con los cuales se

diferencian las dos variedades analizadas.
Asi, se observdé una banda polimérfica
(presente en una variedad y ausente en la
otra variedad) con los primer’s 2f/r, 6, 8f/r,
10f/r y 14f/r; tres bandas polimérficas con
los primer’s 9f/r, 16f/r, y 17f/r; cuatro
bandas polimorficas con los primer’s 11f/r
y 20; seis bandas polimoérficas con el
primer 4 y ocho bandas polimérficas con
el primer 18. La ubicacion de las bandas
polimoérficas se indican con flechas en las
fotos de los geles.

En el dendrograma se muestra que la iden-
tidad genética es de 0,67 (67%) y la
distancia genética es de 0,33 (33%),
indicandonos que las dos variedades son
genéticamente muy idénticas.



Conoc. amaz. 3(1): [2012]

63

8fir 9t/r 10f/r 11f/r
Ladder

W B % Ve 0 Y Ve Yo Y

Figura 3. Productos de amplificacién del ADN gendmico de las variedades
2 y 3 de Solanum sessiliflorum obtenidos con los primer’s que se indican.

Figura 4. Productos de amplificacién del ADN gendmico de las variedades
2 y 3 de Solanum sessiliflorum obtenidos con los primer’s que se indican.

Ladder

Figura 5. Productos de amplificacién del ADN gendémico de las variedades 2 y 3
de Solanum sessiliflorum obtenidos con los primer’s que se indican.
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Figura 6. Dendrograma de identidad genética entre las variedades 2 y 3 de Solanum sessiliflorum.

DISCUSION
Varios trabajos de investigacion han
encontrado diferencias fenotipicas

marcadas entre las variedades de Solanum
sessiliflorum, particularmente entre las
variedades 2 y 3. Estas diferencias pueden
observarse a nivel de 6rganos como los
tallos, hojas y frutos (Pinedo, 1968;
Grayum, 1987; Salick, 1988; Tello, 1995;
Villachica, 1996; Tratado de Cooperacion
Amazoénica, 1997).

Se conoce que, cuando una especie es
expuesta a diversas condiciones
ambientales puede presentar diferentes
caracteristicas fenotipicas como resultado
de los mecanismos de adaptacién de la
especie a dichas condiciones (Gardner,
1990), lo cual no se atribuye
completamente a diferencias marcadas a
nivel de su genoma, sino a la expresion
diferencial de sus genes, lo que le permite
adaptarse a las condiciones ambientales
impuestas (Pinedo, 1968).

Estas afirmaciones se evidencian con los
resultados obtenidos en este trabajo de
investigacion, como el alto nivel de
identidad genética entre las dos variedades
estudiadas (0,67), a pesar de que ambas
variedades presentan diferencias marcadas
a nivel de sus caracteristicas fenotipicas,
como son tallos, hojas y frutos (figura 6).

En un trabajo previo, Braga et al. (2000)
compararon tres variedades de S.
sessilifforum a nivel de proteinas totales
extraidas de las semillas y encontraron una
similaridad genética de 0,57 entre las
variedades 2 y 3, mientras que en este

trabajo de investigaciéon se encontr6 que
dicho indice es 0,67, lo cual constata lo
manifestado anteriormente, se observa una
expresion  diferencial de los genes
evidenciado por las proteinas de semillas,
es decir a nivel fenotipico son diferentes
pero a nivel genotipico son méas idénticos.

También, es preciso indicar que con la
aproximacién empleada (RAPD) existe la
posibilidad de analizar varias regiones del
genoma (Izumi et al., 1997; Sidorenko et
al., 2000; Sivolap et al., 1994; Sivolap et
al., 1996; Sivolap y Kalendar, 1995), tanto
a nivel de los genes en sus zonas codantes
o no codantes y también en regiones
intergénicas, lo cual no es posible al
analizar los aspectos fenotipicos ya que
estos solo corresponderian a las regiones
codantes de sus genes, excluyendo las
otras regiones indicadas (Sineo et al.,
1993). Ademas, otro aspecto que puede
influir en la expresion de los genes y por
tanto en las diferencias fenotipicas, son los
errores que puede cometer la enzima ARN
polimerasa en el proceso de transcripcién
de los genes, es decir al anadir un
ribonucleétido no complementario a la
cadena de ARNm que se esta sintetizando,
originando  modificaciones en las
secuencias aminoacidicas y en el tamafo
de las proteinas sintetizadas (Lodish et al.,
2001).

CONCLUSIONES

1. La técnica de extraccion de ADN
genémico empleada permite obtener
ADN de buena calidad.

2. La técnica de extraccion de ADN
genémico empleada permite la



eliminacion de inhibidores de la
reacciéon de PCR y por tanto adecuada
para su utilizacion en el RAPD.

3. De los veinte primer’s empleados, doce
permiten diferenciar las variedades 2 y
3 de Solanum sessiliflorum, siendo el
primer 18 el que detect6 un mayor
namero de polimorfismos entre los
genomas de ambas variedades.

4. Es posible diferenciar las variedades 2 y
3 de Solanum sessiliflorum mediante el
RAPD.

5. Las variedades 2 y 3 de Solanum
sessiliflorum son genéticamente idénti-
cas en un 67%.
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