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RESUMEN. Se estudiaron cuatro especies de papa conservadas in vitro durante diez afios,
con el objetivo de determinar si mantenian su estabilidad genética al compararlas con las de

la coleccion base mantenida en campo. Se realizé una descripcion morfoagrondmica de las
especies de ambas procedencias y se emplearon métodos isoenzimaticos y moleculares,
para saber si se producian cambios en los patrones de bandas de las especies conservadas in
vitro. Se utilizaron los sistemas isoenzimaticos peroxidasas, esterasas, polifenol oxidasas y
anhidrasa carbonica, y el polimorfismo de longitud de fragmentos amplificados (4FLP)
como marcador molecular. Las cuatro especies conservadas fueron: Solanum schruteri
Buk, Solanum dolichostigma Buk, Solanum jamesii Jorr y Solanum tuberosum L. Las
plantulas se conservaron en un medio de retardamiento del crecimiento y fueron sub-
cultivadas dos veces al afio. Se evaluaron los caracteres cualitativos, del rendimiento y sus
componentes, para determinar la existencia de cambios fenotipicos en las especies
estudiadas. En el andlisis de AFLP se emplearon cinco combinaciones de cebadores. Se
realizd una prueba t de comparacion de medias al rendimiento y sus componentes, para
calcular la existencia de diferencias entre las accesiones. No se encontraron cambios
fenotipicos notables para los caracteres cualitativos, el rendimiento y sus componentes. Los
sistemas isoenzimaticos no detectaron cambios en los patrones de bandas, mientras que en

el analisis de AFLP, los patrones de bandas de las plantas conservadas in vitro mostraron
diferencias marcadas en cuanto al numero de bandas, por lo que se concluye que no se
mantiene la estabilidad genética de las accesiones estudiadas en el tiempo de conservacion
evaluado.
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ABSTRACT. Four in vitro-preserved potato species were studied for ten years, with the aim of
determining if they kept their genetic stability when compared to those from the base collection
remaining in the field. Species of both origins were morphologically described; isozymatic and
molecular methods were used to evaluate if changes took place in the band patterns of in vitro-
preserved species. The isozymatic systems, peroxidases, esterases, polyphenol oxidases and
carbon anhydrase, and the AFLP molecular marker were employed. The four preserved species
used were: Solanum schruteri Buk, Solanum dolichostigma Buk, Solanum jamesii Jorr and
Solanum tuberosum L. Seedlings were preserved in a slow growth medium and sub-cultivated
twice a year. The qualitative characters, yield and its components were evaluated, to determine
if there were phenotypical changes among the species studied. Five primer combinations were
used in the AFLP analysis. A t test of media comparison was made to yield and its
components, to calculate if there were differences among accessions. There were not any
remarkable phenotypical changes for the qualitative characters, yield and its components.
Isozymatic systems did not detect changes in the band patterns, while AFLP analysis showed
notable differences concerning band number; thus, it is concluded that genetic stability is not
maintained in the different species studied during the preservation period evaluated.
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INTRODUCCION

Hoy en dia existe una mayor necesidad de conservar los bancos de germoplasma fuera de su
habitat natural para su utilizacion y explotacion. Esto puede realizarse a través de las
colecciones in vitro (1), las cuales tienen la ventaja sobre el método de conservacion
tradicional, de reducir el riesgo de la erosidon genética debido a desastres naturales, plagas y
enfermedades.

El cultivo de la papa se lleva a cabo mediante la propagacion vegetativa, por lo cual se ve
afectado seriamente por el ataque de patogenos externos. El establecimiento, el mantenimiento
y la conservacion de los bancos de germoplasma en este cultivo es de gran importancia, para
los trabajos de mejoramiento genético, pues son el punto de partida para la obtencion de
nuevas variedades mejoradas, aunque durante este proceso pueden producirse variaciones
genéticas en los materiales genéticos conservados (2).

Estas variaciones pueden estudiarse mediante el uso de marcadores morfoagronémicos,
isoenzimaticos y moleculares. Los primeros corresponden a los caracteres morfologicos, que
son importantes en la utilizacion de diferentes genotipos (3). Los isoenzimaticos posibilitan el
estudio de la variacion genética y las similitudes o diferencias entre organismos al nivel de su
composicion isoenzimdtica o proteica, independientemente del efecto que puede ejercer el
medio ambiente (4), y los moleculares, como el polimorfismo de longitud de fragmentos
amplificados (4FLP), han permitido detectar un polimorfismo elevado entre diferentes
especies de plantas, lo que los hace adecuados para los estudios de biodiversidad (5), analisis
de colecciones de germoplasma (6) y la determinacion de la estabilidad genética de plantas
regeneradas (7), entre otras.

Las muestras conservadas in vitro en la coleccion de germoplasma de papa del INCA cuenta
con 120 accesiones, las cuales se encuentran en medio de conservacion desde hace mas de una
década. El mantenimiento de esta coleccion es esencial, como resguardo de la coleccion de
campo, pues permite la regeneracion de las muestras en caso de pérdidas o afectaciones
sustanciales en la coleccion de campo (8). Por tal motivo, es importante conocer si durante el
tiempo de conservacién se mantiene la estabilidad genética en los materiales conservados, de
forma tal que se garantice la integridad genética de las accesiones.

Es por ello que este trabajo estuvo encaminado a evaluar la estabilidad genética en accesiones,
regeneradas a partir de la conservacion in vitro del banco de papa en Cuba, mediante el empleo
de marcadores morfoagronémicos, isoenzimaticos y molecularess MATERIALES Y
METODOS

El trabajo se desarrolld en las instalaciones del Instituto Nacional de Ciencias Agricolas
(INCA) y el Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia (CIGB).

Se estudiaron cuatro especies de papa conservadas in vitro por mas de diez afios, en medio de
crecimiento minimo, realizdndole dos subcultivos cada afio. Se tomaron cuatro vitroplantulas
por accesiones, que fueron adaptadas previamente y plantadas posteriormente en invernadero.
Los tubérculos obtenidos se conservaron en cdmaras refrigeradas, conjuntamente con los
tubérculos originales de la coleccion base, los que se plantaron en macetas de 0,30x0,30 m en
el invernadero de la sede central del INCA y en macetas de 0,20x0,20 m en el CIGB durante
dos afios. Las atenciones culturales se realizaron de forma manual y el riego de forma
localizada. Las macetas contenian una mezcla de suelo y materia organica en proporcion 2:1.
Las especies de papa conservadas in vitro (MS+manitol) y cultivadas en el campo fueron las
siguientes: Solanum schruteri Buk, Solanum dolichostigma Buk, Solanum jamesii Jorr y
Solanum tuberosum L. (var. 3-92-85).

Evaluacion morfoagronomica de las accesiones evaluadas. Durante dos campafias, 2003-2004
y 2004-2005, se realizo una descripcion morfoagronémica detallada, para comprobar cambios
visibles del fenotipo de las accesiones segun la procedencia, utilizando los descriptores
propuestos por Huaman y Gomez (9).



Analisis isoenzimdaticos. Estos se realizaron mediante los sistemas peroxidasas, esterasas,
anhidrasa carbonica y polifenol oxidasas, para los que se tomaron muestras de 1,5-3,0 g de
tejido foliar fresco de las hojas terminales a los 25 dias de plantadas las accesiones en macetas
en el area central del INCA. Se hicieron las tinciones fotoquimicas para las enzimas
peroxidasas, esterasas y polifenol oxidasas (10) y, en el caso de la anhidrasa carbonica, se
utiliz6 la metodologia propuesta por Gonzalez (11).

Analisis molecular. Se realizd mediante el AFLP, para el cual se tomaron muestras de 3 g de
hojas jovenes de plantas de las accesiones estudiadas, a los 25 dias de plantadas en los
invernaderos del CIGB. Las muestras se liofilizaron en N liquido y conservaron a -20°C. El
ADN genomico total de cada accesion se aislo por el método de CTAB (12) y su calidad se
comprobo por chequeo electroforético en geles de agarosa 0,8 %.

El andlisis de AFLP sigui6 la metodologia de Vos (13). Los oligonucleétidos se confeccionaron
por el sintetizador de ADN Milligen Expedite 8909 (Millipore Corp. Bedford, MA, EE.UU.) en el
CIGB. Se utilizaron cinco combinaciones de cebadores Msel+act-Pstl+gcc, Msel+cga-Pstl+aac,
Msel+agc-Pstl+aac, Msel+cgg-Pstl+cct y Msel+gac-Pstl+agc.

Andlisis estadisticos. Para el rendimiento y sus componentes se realizd una prueba t de
comparacion de valores relacionados mediante el paquete estadistico SPSS version 11.5 para
Windows, con el fin de determinar si existian diferencias significativas entre las muestras
segun su procedencia.

Para los andlisis isoenzimdticos y moleculares se evaluaron las bandas de forma binaria,
considerando el valor 0 como ausencia y 1 como presencia de la banda. A partir de las matrices
de los datos originales, se calcul6 la similitud genética (Genetic Similarity, GSij) entre cada par
de accesiones, utilizando solo las bandas polimorficas mediante el paquete estadistico Ntsys-pc
2.021. Los agrupamientos se efectuaron con el algoritmo SAHN (Sequential Agglomerative
Hierarchical and Nested) utilizando el indice de similitud (IS) de Jaccard. El método de
agrupamiento empleado fue el de la media aritmética no ponderada (UPGMA-Unweighted
pair-group method arithmetic average). Las matrices de valor cofenético se obtuvieron
mediante el algoritmo COPH del paquete estadistico Ntsys-pc y comparadas con las matrices
originales que se utilizaron en los agrupamientos, de acuerdo con la prueba de correspondencia
de Mantel y empleando el algoritmo de comparacion Mxcomp.

RESULTADOS Y DISCUSION

Evaluacion morfoagronomica de las accesiones estudiadas. En la Tabla I se aprecia que no
existieron cambios significativos en cuanto al fenotipo. Los caracteres cualitativos se
mantuvieron inalterables y solo sufrié cambios el cardcter nimero de tallos por planta, que fue
ligeramente superior en todos los casos, cuando la especie provenia de la coleccion base con
respecto a las in vitro. Otro cambio notable fue el que se manifestd en la intensidad de la
floracion, que a excepcion de la especie Solanum schruteri, fue mayor cuando las plantas
provenian de la coleccion base.

Es importante tener en cuenta la estabilidad genética de los caracteres morfoagronémicos, pues
en cualquier programa de mejoramiento puede ser Util, cuando se quieren mantener inalterables
caracteres de importancia econdmica (14) y se necesita mejorar un caracter determinado (15).
En trabajos con hibridos somaticos de papa entre las especies S. tuberosum L. (48x) y S.
brevidens (24x) ha sido dificil mantener la estabilidad de los caracteres morfoagronémicos,
debido posiblemente a pérdidas de cromosomas en los procesos de regeneracion (16).

En la Tabla II se presentan los resultados de la prueba t de comparacion de medias, efectuada
para el rendimiento y sus componentes en las cuatro especies estudiadas. Se observa, en la
mayoria de las especies, un ligero incremento de los valores de los caracteres evaluados,
cuando las especies provenian de la conservacion in vitro, en relacion con las provenientes del
campo, excepto para la especie Solanum tuberosum. La Solanum jamessi no presentd
diferencias significativas para ninguno de los caracteres evaluados, mientras que la Solanum
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dolichostigma y Solanum schruteri mostraron diferencias significativas para el numero de
tubérculos y la altura de la planta.

La especie Solanum tuberosum presento diferencias altamente significativas, para el nimero de
tubérculos por planta, no asi para el resto de los caracteres. Se ha podido constatar la
estabilidad fenotipica, del rendimiento y sus componentes en el cultivo de la papa, al estudiar
12 clones en condiciones de campo (17). En este mismo sentido, no se han encontrado cambios
fenotipicos notables en los componentes del rendimiento en plantas de soja crioconservadas y
no crioconservadas (18).

Analisis isoenzimatico. En la Figura 1 se presentan los patrones isoenzimaticos evaluados para
el andlisis del comportamiento de la estabilidad genética de las cuatro especies estudiadas.
Como se aprecia en ella, se mantuvieron los patrones de bandas idénticos para cada par de
muestras de cada accesion. Los sistemas peroxidasas y esterasas fueron los de mayor nlimero
de bandas para ambas procedencias. Estos sistemas fueron, ademas, los més polimoérficos y los
que presentaron los mayores niveles de tincion y grosor de las bandas; no obstante, la
intensidad de tincion y el grosor de las bandas no es un indicador exacto de equivalencia
genética (19), pues ello depende, en gran medida, del tipo de material vegetal (20) y la
concentracion de las muestras (21).

El alto polimorfismo de los sistemas esterasas y peroxidasas se ha manifestado al estudiar las
progenies provenientes de cuatro cruces intraespecifcos de papa en el programa de
mejoramiento cubano (22). En este mismo sentido, se ha encontrado también un elevado
polimorfismo genético de estos dos sistemas isoenzimaticos, al estudiar la estabilidad genética
de callos de papa conservados in vitro (2).

La anhidrasa carbdnica, por su parte, manifestd un bajo polimorfismo, ya que present6 el mayor
nimero de bandas comunes y no reflejo diferencias entre los patrones de bandas de las plantas de
ambas procedencias. Resultados similares ya han sido informados por otros que encontraron para
este sistema un marcado monomorfismo en callos de papa, utilizando diferentes concentraciones
de Pectimorf (22). El sistema polifenol oxidasas, por su parte, reflejé el menor numero de bandas
y, por tanto, el menor polimorfismo. Este sistema ha sido empleado con éxito en los estudios de
tolerancia al calor en tomate (23).

En la Figura 2 se observa el dendrograma formado a partir de las bandas polimorficas en los
cuatro sistemas isoenzimaticos realizados. Se obtuvieron coeficientes de similitud del 100 % para
las accesiones de ambas procedencias, lo que demuestra que los sistemas isoenzimaticos
utilizados no detectaron cambios en los patrones de bandas en las accesiones conservadas. En la
coleccion de yuca del CIAT, no se encontraron variaciones detectables en los patrones de bandas
de plantas procedentes in vitro y de la coleccion base durante diez afios de estudio; utilizando
diferentes sistemas isoenzimaticos (24). Ya se han utilizado las técnicas isoenzimaticas, para
detectar estabilidad en los materiales conservados in vitro con resultados exitosos (2, 25). Sin
embargo, es importante aplicar técnicas mas novedosas y avanzadas que complementen estos
resultados.
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C- campo, L- laboratorio (in vitro)

Figura 1. Gel de electroforesis de los sistemas isoenzimaticos, peroxidasas
(Px), esterasas (Est.), anhidrasa carbonica (AC) y polifenol oxidasas (PO)
utilizados en la determinacion de la estabilidad genética en cuatro especies
de papa conservadas in vitro






Tabla I. Descriptores evaluados en las cuatro especies analizadas seglin su procedencia

Caracteristicas de la| S. schruteri S. dolochostigma S. jamessii S. tuberosum
plantas in vitro Campo in vitro campo in vitro campo in vitro campo
Tipo de tallo Erecto Erecto Postrado Postrado Postrado Postrado Erecto Erecto
Cont. de Si Si No No Si Si Si Si
antocianina

No. de tallos/pta 2 3 1 2 1 2 3 4

Longitud de los

Medios>15 cm

Medios>15 cm

Largos>20 cm

Largos>20 cm

Largos>20 cm

Largos>20 cm

Cortos <15 cm

Cortos <15 cm

estolones

Tipos de hojas Comp. sin Comp. sin Comp. sin Comp. sin Comp. sin Comp. sin Comp. con Comp. con
interhojuelas interhojuelas interhojuelas | interhojuelas | interhojuelas interhojuelas interhojuelas interhojuelas

Presencia de pelos | No No No No No No Si Si

y tricomas

Forma de los Normales Normales Normales Normales Normales Normales Normales Normales

estambres

Color y forma del | Verde claroy | Verde claroy Verde y Verde y regulay Verde claro y Verde claro y Verde y Verde y regular

caliz regular regular regular regular regular regular

Colory formade | Blancay Blanca y Amarillo claro | Amarillo claro | Blancay Blanca y Blancay Blanca y

la corola estelada estelada y semiestelada | y semiestelada | estelada estelada estelada estelada

Tipo de antera Normales Normales Normales Normales Normales Normales Normales Normales

Presencia de polen | Si Si Si Si Si Si Si Si

Forma del estigma | Clava Clava Clava Clava Clava Clava Clava Clava

Longitud del Mas corto que | Mas corto que | Mas largo que | Mas largo que | Mas corto que | Mas corto Mas corto que | Mas corto que

estilo la antera la antera la antera la antera la antera que la antera la antera la antera

Floracion Intermedia Intermedia Intermedia Profusa Intermedia Profusa Abundante Abundante

Inflorescencia Media Media Media Abundante Media Abundante Intermedia Alta




Tabla II. Resultados de la comparacion de medias para el rendimiento y sus componentes en
las cuatro especies de papa

No. tubérculos| Masa promedio Rendimiento Rendimiento
por planta (kg) por planta total Altura
(kg/pta) (t/ha) (cm)
Accesiones in vitro | Campo | in vitro | Campo |in vitro | Campo |in vitro | Campo | in vitro | Campo
S. schruteri 5,50 *+ 14,17 ** 10,038 ns | 0,038 ns| 0,193 ns | 0,158 ns | 8,56 ns | 6,88 ns | 47,16 ** | 45,16 **
Error 0,224 10,307 (0,003 [0,003 |0,166 0,147 0,729 10,581 |1,013 0,703
S. dolichostigma | 6,16** | 5,16 ** | 0,003 ns | 0,003 ns | 0,021 ns| 0,017 ns | 0,95 ns | 0,78 ns | 51,50** | 48,83**
Error 0,166 10,307 10,0004 ]0,0003 |0,0028 |0,0016 |0,124 [0,074 0,619 0,600
S. jamessi 5,33 ns 4,83 ns 0,045 ns 0,038 ns 0,241 ns 0,188 ns 10,73 ns 8,36 ns 49,50 ns 48,00 ns
Error 0,333 10,307 (0,002 ]0,003 ]0,002 0,001 1,00 1,028 10,619 0,600
S. tuberosum 8,50 | 10,0 *++ | 0,072 ns | 0,078 ns | 0,726 ns | 0,776 ns | 32,29 ns | 34,51ns| 52,16 ns| 52,83 ns
Error 0,421 10,516 10,003 10,003 ]0,044 [0,073 1,957 13,266 (0,477 0,654
** significativo para P<0.01
**+ significativo para P<0.001
1 invitro
S. schruteri
> campo
> invitro
S. dolichostigma
4 campo
5 invitro
S. jamessii
6 campo
7 invitro
S. tuberosum
8  campo

T
0.71

Figura 2. Dendrograma formado a partir de las bandas polimorficas de los sistemas
isoenzimaticos utilizados, usando método de agrupamiento UPGMA y segun indice de

T
081
Cocficiente

similitud de Jaccard

T
0.90

1
1.00

Andalisis molecular. Las cinco combinaciones de cebadores produjeron entre 27 y 30 bandas en los
perfiles obtenidos, para un maximo de 960 bandas por combinacioén de las 32 muestras procesadas
(Tabla III). Se detectaron bandas en las especies provenientes de campo (coleccidon base), que no
aparecieron en las conservadas in vitro. Las combinaciones de mayor polimorfismo fueron la 2 y la
3, con 46,6 y 33,3 % respectivamente. La combinacién 5 fue la menos polimorfica y no detectd
variacion en las especies S. jamessi 'y S. tuberosum. Los perfiles AFLP de las plantas conservadas en
la coleccion base mostraron diferencias en cuanto a la cantidad de fragmentos amplificados, respecto
a los patrones de bandas de las plantas in vitro. Las especies Solanum schruteri y S. dolichostigma
presentaron el mayor nimero de bandas polimorficas, con 12 y 13 respectivamente.




Tabla III. Nimero de bandas y porcentaje de polimorfismo en las diferentes combinaciones

evaluadas
Combinaciones | Total de No. bandas polimorficas Polimorfismo
bandas/comb. |S. schr. |S. dol. |S.jam. |S. tub. (%)
1 Msel+act-Pstl+gcc 28 2 3 2 2 32,1
2 Msel+cga-Pstl+aac 30 5 3 3 3 46,6
3 Msel+agc-Pstl+aac 30 1 4 3 2 33,3
4 Msel+cgg-Pstl+cct 27 3 2 1 1 26,0
5 Msel+gac-Pstl+agc 28 1 1 0 0 7,14
Total 143 12 13 9 8 30,2

Las diferencias observadas en los patrones de bandas de las muestras evaluadas pudieran deberse
a que las plantulas se conservaron en un medio de crecimiento minimo, que contenia sustancias
retardadoras del crecimiento (manitol), como parte de los componentes del medio de cultivo, en
el cual permanecieron durante largo tiempo. Se ha comprobado que el uso de retardadores del
crecimiento puede producir cambios morfoldgicos, provocar la formacion de callos, vitrificacion
o generar mutaciones en las plantas conservadas, lo cual atenta contra su estabilidad genética
(26). Se ha informado, ademads, la utilizacion de un nuevo producto retardador del crecimiento
con resultados alentadores y que no produce, hasta el momento, variaciones genéticas detectables
en los materiales in vitro, aunque el tiempo evaluado fue de 16 meses y utilizaron para el estudio
marcadores RAPD (27).

En el germoplasma de papa de Filipinas, en un monitoreo realizado en el banco de conservacion
in vitro, durante un periodo entre dos y 10 afios, se encontraron unas 311 variedades de papa, 13
de ellas con variaciones genéticas detectables por métodos isoenzimaticos y moleculares (28).
También se ha detectado variacion genética, al analizar la estabilidad de 22 variedades de cana
de azucar conservadas in vitro, donde una de ellas resultd diferente en cuanto a la resistencia a la
roya de la cafia (29). Sin embargo, no se ha detectado variacion genética en variedades de
boniato conservadas en campo ¢ in vitro durante diez afos, utilizando AFLP y microsatélites,
aunque se sugiere que la no deteccion de variabilidad genética en los materiales conservados in
vitro no asegura que los genotipos analizados sean genéticamente estables; pues los cambios a
nivel molecular pueden tener efectos deletéreos no detectables (30).

Al analizar el dendrograma formado a partir de las bandas polimorficas obtenidas mediante los
marcadores AFLP en las cinco combinaciones de cebadores (Figura 3), utilizando el indice de
Jaccard (z= 0,78), se observo que tanto las especies provenientes del cultivo in vitro como las de
la coleccion base poseen indices de similitud cercanos entre ellos, pero no es de 1 (100 %). Los
IS entre los patrones de banda de cada accesion fueron altos, llegando a ser de un 93 % para las
especies S. schruteri, S. dolichostigma y S. tuberosum, mientras que para la especie S. schruteri,
el indice de similitud fue de alrededor del 90 %.

La técnica de AFLP logr6 detectar los cambios que se produjeron a nivel de ADN y que no
fueron detectados a nivel isoenzimatico. Estudios recientes confirman la eficiencia de esta
técnica y otras de marcadores moleculares, en la determinacion de la estabilidad genética en
plantas de papa derivadas de cultivo in vitro (31, 32), asi como en otros cultivos (33, 34).

Los resultados permitieron determinar que no se mantiene la estabilidad genética de las
accesiones estudiadas; por tanto, se sugiere la utilizacion de nuevos retardadores del crecimiento,



como el sorbitol y acimidol, que se han empleado con éxito en la conservacion a mediano plazo
del germoplasma de papa a nivel mundial.

U in vitro
S. schruteri
2 campo

5 invitro
S. dolichostigma
6 campo

3 invitro
S. jamessii
4 campo

|7 in vitro
| S. tuberosum
8 campo

T T T T T T T T T T T T T T T 1
0.62 0.72 0.83 0.93
Coefficient

Figura 3. Dendrograma formado a partir de las bandas polimérficas de las cinco combinaciones de
cebadores mediante el analisis de AFLP, usando analisis de agrupamiento UPGMA y segun indice de
similitud de Jaccard a las cuatro especies evaluadas
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