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HUELLA GENETICA DE GENOTIPOS SILVESTRES Y
COMERCIALES DE Passiflora spp. UTILIZANDO PATRONES RAPD

Iris Pérez-Almeida’, Sundry Vésquez Garcia®, Delis Pérez', Oscar De La Rosa' y Efrain Salazar'

RESUMEN

Una coleccion importante de especies cultivadas y silvestres de Passiflora se encuentra en el Banco de Germoplasma del INIA-
CENIAP, en Maracay, Venezuela, y de las cuales es necesario conocer la identidad genética para evitar duplicaciones. Se
utilizaron 60 iniciadores de la serie Operon para determinar la huella genética de 17 genotipos e identificar patrones de bandas
para cada uno de ellos. Las bandas exhibidas por cada genotipo se numeraron en forma ascendente y secuencial creando asi un
patron genético caracteristico para cada genotipo en relacidn con cada iniciador utilizado asi como la tipificacion del iniciador en
relacion a cada genotipo estudiado. El analisis genético determin6é que los RAPD permitieron generar para cada genotipo
estudiado un conjunto de patrones de bandas que le son caracteristicos y que se convierte en su huella genética. Se establecieron
19 iniciadores con un alto potencial discriminatorio, los cuales deberian ser la base de futuros estudios de diversidad genética en
Passiflora. Estos iniciadores permitieron observar diferentes posiciones de banda similares entre los individuos sugiriendo la
presencia de varios alelos para esas caracteristicas. Los patrones RAPD permitieron separar los materiales cultivados de las
especies silvestres, encontrandose ademas un alto grado de variabilidad entre los materiales cultivados.
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ABSTRACT

Genetic fingerprint of wild and commercial genotypes of Passiflora spp. by using RAPD patterns

An important collection of cultivated and wild species of Passiflora is maintained at the Germplasm Bank of INIA-CENIAP in
Maracay, Venezuela, and it is essential to know the genetic identity of such materials in order to avoid duplicates. Sixty primers
from the Operon series were used to determine the genetic fingerprint of 17 genotypes and identify patterns of bands for each
genotype. Displayed bands by each genotype were numbered in ascending and sequential order thus creating a distinctive genetic
pattern for each genotype in relation to each primer used, as well as the primer characterization in relation to each genotype
studied. The genetic analysis established that RAPDs allowed generating a set of specific band patterns characteristic for each
genotype that becomes their genetic fingerprint. Nineteen primers with a high discriminatory potential were chosen and should be
the base of further genetic studies of Passiflora genetic diversity. These primers permitted observing different positions of similar
bands among the individuals suggesting the existence of several alleles for these characteristics. RAPD patterns allowed
separating cultivated materials from wild types, finding a high degree of variability among the cultivated materials.
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INTRODUCCION principalmente Passiflora edulis f. flavicarpa, P.
cuadrangularis y P. mollisima (Mazzani et al.,

El género Passiflora (Passifloraceae) tiene una 1999; Pérez et al., 2001).
gran diversidad de especies, distribuidas en Las expediciones realizadas en Venezuela han
distintas zonas agroecoldgicas de las regiones permitido colectar un amplio nimero de muestras
tropicales. En Venezuela tiene representacion en de Passiflora reuniendo un nimero importante de
gran parte del territorio nacional, lo cual resalta la materiales de este género, tanto cultivados como

importancia floristica del género (Delascio-Chitty, silvestres (Mazzani et al., 1999; Pérez et al.,
2006; Mazzani et al., 1999; Pérez et al., 2001). De 2001). Estas accesiones se encuentran en el Banco
la misma manera, la importancia econdmica del de Germoplasma del INIA-CENIAP, en Maracay
género se acentta con los distintos usos estado Aragua. Los materiales colectados han sido
comerciales de algunas de las especies, objeto de caracterizaciones  morfoldgicas,
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fisiologicas y agronémicas. Sin embargo, para
evitar duplicaciones en las colecciones, se hace
imprescindible conocer con mayor precision la
identidad genética de las accesiones. En estos
casos, el uso de técnicas moleculares basadas en el
estudio directo del material genético permite el
establecimiento de la huella genética a través de
marcadores basados en la secuencia del ADN,
estableciendo patrones especificos del individuo o
planta bajo estudio (Henry, 1997). Una de las
ventajas de usar las técnicas basadas en el ADN,
es que la huella genética es independiente del
efecto del ambiente y se mantiene constante en
diversos tejidos y etapas de desarrollo del
organismo. La semejanza entre huellas genéticas
depende de la proximidad genética de los
materiales probados (Jiménez, 1996).

Las huellas genéticas de plantas se han
establecido mediante el uso de varias técnicas
moleculares, entre las cuales destacan los patrones
de bandas de amplificacion al azar de ADN
polimérfico (RAPD) (Fernandez, 2004). Estos
marcadores han ido creciendo en su utilidad en los
altimos afios por su alto nivel de resolucion,
facilidad de implementacion y su confiabilidad
(Hong, 2007).

Diversos autores han utilizado exitosamente la
técnica RAPD para el estudio de P. edulis f.
flavicarpa (Otoni et al., 1995; Carneiro et al.,
2002; Viana et al., 2003) o de otros materiales de
Passiflora (Fajardo et al., 1998; Crochemore et
al., 2003). Asimismo, para este género se tiene la
ventaja de contar con metodologias eficientes para
la extraccion de ADN de calidad para realizar
andlisis basados en PCR (Molinari y Crochemore,
2001).

En virtud de las experiencias en la
caracterizacion molecular de Passiflora, el
presente trabajo tuvo como objetivo determinar
los mejores iniciadores e identificar mediante
patrones de bandas RAPD los materiales de la
coleccién de Passiflora del INIA-CENIAP, a fin
de complementar la evaluacion de la identidad
genética de las plantas.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron 12 genotipos de Passiflora edulis
f. flavicarpa cultivada y cinco genotipos de
Passiflora silvestres (Cuadro 1), colectados en
diversas regiones de Venezuela y conservados ex

situ en el Banco de Germoplasma del INIA-
CENIAP.

Para el aislamiento de ADN se tomaron 0,2 g
de tejido foliar y se maceraron con nitrégeno
liquido. Para la extraccion de ADN gendémico se
utilizé el método de CIAT (1999) modificado.
Para la amplificacion al azar de los ADN, se
tomaron 15 pL por reaccion de amplificacion
RAPD conteniendo 10 ng ADN, 1,5 pL solucion
tampon, 1,33 mM MgCl,, 0,22 mM de cada dNTP,
0,3 uM del iniciador, 1U Tag ADN polimerasa y
0,33 mM BSA. El proceso de amplificacion se
realizo en un termociclador PTC 100 MJ
Research utilizando un programa con un paso
inicial a 94 °C por 5 min, seguido por 45 ciclos a
93°Cpor30s, 36 °Cpor30sy 72 °C por 1min,
mas una extension final a 72 °C por 7 min. Se
utilizaron sesenta (60) iniciadores de anclaje al
azar de las series OPA (01 al 20), OPB (01 al 10),
OPF (01 al 20) y OPM (01 al 10) de Operon
Technologies.

Los productos de amplificacion se separaron en
geles de agarosa al 1,5 % durante 1,5 ha 90 mAy
85 V, colocando como marcador de peso
molecular ADN del plasmido pBR322 digerido
con Bst 01. Los fragmentos RAPD fueron tefiidos
con bromuro de etidio al 0,0002 %, y visualizados
en un digitalizador de imagenes Biorad Chemidoc,
utilizando el programa Quantity One 4.2.

La identidad genética de los ADN obtenidos se
baso6 en el conjunto de patrones de bandas RAPD
amplificadas para cada uno de los genotipos con
los 60 iniciadores estudiados. Cada patron se
comparé con el de todos los genotipos evaluados
por iniciador, determinando asi las diferencias y
similitudes. Los patrones de bandas diferentes
fueron numerados en secuencia ascendente,
identificandose patrones iguales con el mismo
namero. Se evalu6 el ndmero de patrones
diferentes obtenidos con cada iniciador, lo cual
evidencié el nivel de polimorfismo visualizado vy,
por ende, la capacidad discriminatoria de
genotipos por cada secuencia utilizada.

Con los datos obtenidos a través del
procesamiento de imagenes de los geles de
agarosa se construyé una matriz binaria que
incluy6 la presencia o ausencia de fragmentos
amplificados en el gel. La distancia genética entre
los materiales fue calculada usando el programa
Popgene 1.31 (Yeh et al., 1999). Este programa
establece matrices estandarizadas para la
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distancia genética (Nei, 1972) y matrices de
distancia genética corregida para muestras
pequefias (Nei, 1978). Todos los agrupamientos se
realizaron usando el método UPGMA vy el
agrupamiento resultante fue expresado como un

dendrograma. Adicionalmente, se realizd un
andlisis de componentes principales usando el
programa Infostat Profesional 1.1 para visualizar
la distribucion espacial de los 17 materiales
como ejemplo de la diversidad genética encontrada.

Cuadro 1. Materiales genéticos cultivados de Passiflora edulis f flavicarpa y silvestres del género
Passiflora, y concentracion de ADN gendmico aislado

Genotino N° Nombre Nombre Procedencia Concentracion
PO BG cientifico  comdn (ng-pL™)
p1 138 Est. Exp. Montalban, UCV. Bejuma, Edo. 147,05
Carabobo
P2 140 Est. Exp.Montalban, UCV. Bejuma, Edo. 251 65
Carabobo
P3 142 Est. Exp.Montalban, UCV. Bejuma, Edo. 680,50
© Carabobo
P4 146 o N Moralito, Santa Barbara, Edo. Zulia 496,90
P5 148 S ? Tucani, Sur del Lago, Edo. Zulia 108,15
P6 152 c_>5 g Semilla comercial. Agroislefia, Cagua, Edo. 751,50
= = Aragua
P7 165 b S La Pereza, Edo. Mérida 910,50
P8 167 = % Sur del Lago, Edo. Zulia 680,50
2 o . . ,
P9 170 5 = Colectadg_ en el Sistema de Riego Carambd, 752.00
a Edo. Trujillo
P10 171 Donada. INIA—Mpnagas. Colectada en 553,00
Aragua de Maturin
P11 179 Do_nada. INIA-Monagas. Colectada en 869,50
Caicara
P12 174 Dor}ada. INIA-Monagas. Colectada en 501,00
Caripe
P13 122 P.foetida 2" Tycacas, Edo. Falcon 1212,00
hedionda
P14 176 _P. _ Grangdllla Sector La Trilla, Sta. Rosa del Sur, Edo. 800,50
maliformis de piedra Carabobo.
P15 180 P. Granada 4. e Carmelo, Edo. Lara 423,65
subpeltata cimarrona
P16 181 . P Parc_hlta Colectada en la via Barquisimeto-Duaca, 1828,00
cincinnata  andina  Edo. Lara
P17 182  P.giberti Burucuya Donada. UCLA, Edo. Lara 628,00

Genotipo: Cadigo asignado en este trabajo; N° BG: N° de accesion en el Banco de Germoplasma del INIA-CENIAP

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados del aislamiento de ADN se
presentan en el Cuadro 1. El protocolo de
extraccion utilizado se considera que fue efectivo
en el caso de muestras foliares de Passiflora,
Cuyas especies presentan altos contenidos de
fenoles, taninos y otras sustancias en las hojas que
dificultan la extraccion. Las concentraciones

obtenidas fueron muy superiores a las requeridas
para realizar la amplificacion al azar de los ADN
(10 ng-pL™).

En lineas generales se observd un mayor
rendimiento de ADN en los materiales silvestres
(980 ng-L™ en promedio) que en los materiales
cultivados (550 ng-pL™ en promedio).

El ADN se separ6 electroforéticamente como
una banda discreta, al mismo nivel que la banda
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correspondiente al ADN usado como patron de
concentracioén, lo cual indicé que las moléculas
aisladas estaban intactas.

Con relacion al polimorfismo mostrado por los
60 iniciadores para cada uno de los genotipos
estudiados se obtuvo que 17 iniciadores
presentaron un polimorfismo bajo (6-9 patrones de
bandas), 24 iniciadores un polimorfismo
intermedio (10-14) y un grupo de 19 iniciadores
mostraron alto polimorfismo (15-17) considerados
estos Gltimos como los de mayor potencial
discriminante (Cuadro 2). Se destacaron los
marcadores OPA02, OPAO4 y OPAL7, los cuales
mostraron capacidad para discriminar claramente
los 17 genotipos.

Los iniciadores OPF1 y OPF14 no mostraron
alto polimorfismo, lo cual contradice lo sefialado
por Bellon et al. (2007) quienes los reportaron
como altamente polimdrficos en Passiflora. Estas

diferencias en la capacidad para detectar
polimorfismo en este género hacen suponer que
los diferentes genotipos juegan un papel
importante en la efectividad discriminatoria de
estos iniciadores.

Los patrones RAPD obtenidos permitieron
establecer una huella genética para cada material
estudiado. Se observo una alta variabilidad entre
los genotipos de P. edulis f. flavicarpa (Figuras 1
y 2). Esta variabilidad podria explicarse por la
naturaleza alégama de las Passiflora.  Sin
embargo a pesar de la variabilidad observada, los
genotipos de P. edulis f. flavicarpa conformaron
un grupo separado de las especies silvestres
estudiadas. Las distancias genéticas obtenidas para
los genotipos de la forma flavicarpa son
comparables a las observadas entre las especies
silvestres, corroborando la alta variabilidad
genética en P. edulis (Figura 1).

Cuadro 2. Patrones de bandas generados por cada iniciador con relacion a los 17 genotipos de Passiflora

estudiados

Patrones Patrones Patrones Genotipos no

N° Iniciador  debandas N° Iniciador debandas N° Iniciador de bandas e
discriminados

generados generados generados
1 OPAO06 6 21 OPA14 10 41 OPM 07 14
2 OPA15 6 22 OPA20 10 42  OPA 03 15 P5-P6; P9-P10
3 OPFO1 6 23 OPFO03 10 43  OPF 10 15 P1-P2-P3, P8-P9
4  OPFO05 7 24 OPF 14 10 44 OPA 05 15 P5-P6; P10-P11
5 OPFO06 7 25 OPMO05 10 45 OPA 09 15 P2-P4,P8-P9
6 OPF13 7 26 OPB 03 11 46 OPA11 15 P11-P12, P4-P15
7 OPBO06 8 27 OPFO02 11 47 OPA 19 15 P5-P7,P8-P13
8 OPA12 8 28 OPF20 11 48 OPB 08 15 P3-P4; P7-P8
9 OPM 08 8 29 OPA10 12 49 OPB 09 15 P12-P14, P15-P16
10 OPF 07 9 30 OPA13 12 50 OPM 03 15 P5-P6; P9-P10
11  OPF 09 9 31 OPA16 12 51 OPM 10 15 P3-P4, P8-P9
12 OPF 04 9 32 OPFO08 12 52 OPA 18 16 P11-P12
13 OPF 18 9 33 OPF16 12 53 OPBO02 16 P7-P8
14 OPF 19 9 34 OPF17 12 54 OPB 05 16 P1-P3
15 OPMO1 9 35 OPMO04 12 55 OPB 07 16 P7-P9
16 OPMO02 9 36 OPBO1 13 56 OPB 10 16 P14-P15
17 OPMOQ9 9 37 OPF15 13 57 OPF 12 16 P7-P8
18 OPAO01 10 38 OPB 04 14 58 OPA 02 17 -
19 OPAO07 10 39 OPF11 14 59 OPA 04 17 -
20 OPAO08 10 40 OPM 06 14 60 OPA17 17 -

Es importante destacar que los 19 iniciadores
altamente polimdrficos pueden ser la base de los
futuros estudios de caracterizacién en genotipos
del género Passiflora, ya que permitieron
identificar los genotipos del género. Asimismo,

permitieron observar diferentes posiciones de
bandas similares entre los individuos sugiriendo la
presencia de varios alelos para esas caracteristicas.
Esto reduciria significativamente los esfuerzos de
caracterizacion molecular. Sin embargo a fin de
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afinar los detalles de la clasificacién taxonémica, caso de las especies cultivadas se orientan mas
se hace necesario ampliar el estudio molecular de hacia el lado negativo del componente 1 y se
los genotipos con mas marcadores RAPD e distribuyen mas ampliamente en relacion al

integrar otro tipo de marcadores. componente 2. El material 13 correspondiente a

En la Figura 2 se observa que las especies un genotipo de P. foetida es el que més cercano se
silvestres se orientan mas hacia el eje con el encuentra a los materiales cultivados de P. edulis
componente  principal 1, mostrando una f. flavicarpa, dentro de los cuales se evidencia una
correlaciéon ligeramente positiva con éste. En el mayor variabilidad genética.

11.237

5.122 P. edulis 1
11.237 .

7.559 P. edulis 2
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Figura 1. Dendrograma basado en el método de agrupamiento UPGMA con las distancias de Nei (1978)
en 17 materiales de Passiflora

le son caracteristicos y que se convierte en su
huella genética.

Los patrones RAPD permitieron separar las
especies silvestres de los materiales cultivados,
encontrandose ademas, entre estos ultimos, un alto
grado de variabilidad.

1,77

CP2

054 Se establecieron 19 iniciadores con un alto
potencial discriminatorio, los cuales deberian ser
la base de futuros estudios de diversidad genética
de este género.

288 AGRADECIMIENTO

2,86 0,83 1,20
cH Al Instituto Nacional de Investigaciones
Figura 2. Diagrama de componentes principales ~ Agricolas, por el financiamiento ID-ARA-05-
de 17 genotipos de Passiflora 01003.
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