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RESUMEN

Latuna, es un cultivo originario de los Andes que fue domesticada y en la actualidad existe una gran variabilidad genética, producto
de la intervencion del hombre y del medio ambiente. Las colecciones de recursos fitogenéticos han sido desarrolladas para ser
utilizadas en el mejoramiento genético, y no simplemente para ser conservadas en los bancos de germoplasma, para la
caracterizacion pueden utilizarse caracteristicas morfologicas, fenoldgicas y de adaptacion, ademas de los marcadores moleculares
o bioquimicos. El estudio tuvo como objetivo determinar la variabilidad genética de Opuntia ficus indica “tuna”, de 40 colecciones
del banco de germoplasma del Instituto Nacional de Innovacioén Agraria de Ayacucho, estas fueron caracterizadas a nivel molecular
desarrollandose el analisis de la variabilidad genética utilizando marcadores moleculares AFLP. La calidad del ADN extraido
mediante el protocolo Doyle & Doyle modificado, fue 6ptima para todas las muestras, obteniéndose concentraciones en un rango de
100 —400 ng/ul. Un total de 5 combinaciones de primers generaron 233 bandas de ADN, siendo 208 /oci polimorficos. Se encontro
que la variacion genética promedio fue de 0,276, con un indice de informacion de Shannon de 0,426. De acuerdo al dendograma del
agrupamiento de accesiones, se puede observar un arbol con grados de diferenciacion entre las muestras analizadas utilizando el
coeficiente Simple Matching. La correlacion cofenética fue de 0. 99354 (sig., p= 1.000) Indicando una muy buena representacion
del dendrograma con respecto a la matriz de distancia. Y a una distancia ultramétrica de 0.752 se distingue cuatro grupos. El grupo [
incluye 23 accesiones de tunayenel grupo Il comprende 9 accesiones, asi como los grupos I11'y IV con cuatro accesiones cada uno.
Por lo que en el analisis no se observaron accesiones duplicadas o repetidas, todas las accesiones muestran ser diferentes. La
investigacion permite conocer las relaciones entre las accesiones y el grado de influencia del ambiente en la estructura genética, lo
que aporta criterios para la eleccion de germoplasma en futuros programas de mejoramiento.
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GENETIC DIVERSITY OF Opuntia ficus indica “tuna” COLLECTION OF INTA

ABSTRACT

The prickly pear, is a native culture of the Andes that was domesticated and nowadays there is a great genetic variability, product of
the intervention of man and the environment. The collections of plant genetic resources have been developed to be used in genetic
improvement, and not simply to be conserved in the germplasm banks, for the characterization morphological, phenological and
adaptation characteristics can be used, in addition to the molecular or biochemical markers. The objective of the study was to
determine the genetic variability of Opuntia ficus indica "tuna", from 40 collections of the tuna germplasm bank of the National
Institute of Agrarian Innovation of Ayacucho. These were characterized at the molecular level, developing the analysis of genetic
variability using markers molecular AFLP. The quality of DNA extracted by the modified Doyle & Doyle protocol was optimal for
all samples, obtaining concentrations in a range of 100-400 ng / pl. A total of 5 combinations of primers generated 233 DNA bands,
with 208 polymorphic loci. The average genetic variation b between the accessions and the degree of influence of the environment
on the genetic structure, which provides criteria for the choice of germplasm in future breeding programs.

Key words: Genetic variability, molecular marker, AFLP, Accessions, tuna.

INTRODUCCION conocimiento de las descripciones detalladas es necesaria en
la utilizacién del germoplasma, debido a que en dicho
A nivel mundial, surge cada vez con mas fuerza la demanda germoplasma puede haber genes valiosos para utilizarse en
de productos naturales, uno de ellos es Opuntia ficus indica los programas de mejoramiento. La coleccion extensiva y el
“tuna” que se ha convertido en cultivo alternativo para mantenimiento de germoplasma son costosos, siendo uno de
producir fruta y forraje en zonas semidridas. En aflos los problemas mas importantes de las colecciones in vivo,
recientes, el consumo de tuna, se ha incrementado agravandose cuando se trata de especies perennes.
paulatinamente, al igual que la posibilidad de ampliar sus (Kresovichetal., 1993).
exportaciones como fruta exotica, lo cual ha incentivado su
desarrollo como cultivo comercial. En este contexto la tuna La identificacion del germoplasma y el andlisis de los
es valorada por sus potencialidades nutracéuticas y se hace esfuerzos futuros de coleccion son facilitados si se entiende
necesaria conocer la diversidad existente en nuestro pais. El lanaturaleza de la variabilidad. Por lo que en la investigacion
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se caracterizd molecularmente mediante AFLP las diferentes
colectas de “tuna” del banco de germoplasma del INIA-
Ayacucho.

Lainvestigacion se planteo los siguientes objetivos: General:
Caracterizar la diversidad genética de las poblaciones de tuna
del departamento de Ayacucho y los especificos: a)
Determinar la variabilidad genética de las poblaciones de
tuna mediante marcadores AFLP y b) Determinar la
distancia genética entre diferentes accesiones y poblaciones.

MATERIALY METODOS

1. Recoleccion de la muestra
Las muestras fueron recolectadas del Banco de
germoplasma de tuna del Instituto Nacional de Innovacion
Agraria (INIA) - Ayacucho, en un nimero de 40, las cuales
fueron transportadas al laboratorio de Biotecnologia de la
UNSCH, para la caracterizacion molecular.

2. Caracterizacion molecular
Se empleo los marcadores AFLP. La extraccion del ADN
se realizd por el protocolo de Doyle & Doyle (1987)
adaptado por el Laboratorio de Biologia Molecular de la
Facultad de Agronomia de la Universidad Nacional
Agraria La Molina.

2.1.Extraccion del ADN:
Para la extraccion del ADN se utilizo el protocolo de
extraccion que contiene CTAB. (Bromuro de
Hexadeciltrimetilamonio) de Doyle & Doyle (1987),
adaptado por el Laboratorio de Biologia Molecular de la
Facultad de Agronomia de la Universidad Nacional
Agraria La Molina.)

a.Se procedid a obtener aproximadamente entre 3 a4 g de
tejido foliar en buen estado y se triturd utilizando 700 pl
de buffer CTAB 2X- 2ul mercaptoetanol. Luego, el
material triturado se transfirié a un tubo eppendorf. Se
homogenizd las muestras por inversion y se colocé a 60 -
65°C en Bafio Maria por 45 minutos, mezclando
ocasionalmente cada 15 minutos.

b.Seguidamente a cada tubo se le agregdé 700 ul de
cloroformo: alcohol isoamilico (24:1) se mezclo por
inversion y luego se centrifugé por 10 minutos a 14000

rpm.

c.El sobrenadante fue removido a un tubo eppendorf
estéril. Luego se afladio 50 pl de CTAB 10 % - NaCl 7M,
y se mezcld suavemente y se incubd a 37°C por 15
minutos. Al mismo tubo Eppendorf se afiadio 700 pl
cloroformo - alcohol isoamilico (24:1) y se mezcld hasta
lograr una disolucion total, para centrifugarlo por 10
minutos a 14000 rpm.

d.Se transfirid el sobrenadante a nuevos tubos y se agregd
200 ul NaCl 5 N, el tubo fue agitado suavemente, y se le
afiadié 500 ul cloroformo-alcohol isoamilico (24:1)
luego se mezcld y centrifugd por 10 minutos a 14000
rpm.

e. El sobrenadante se transfiridé a un nuevo tubo al cual se
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le agregd 500 pl de isopropanol frio. Mezclandolo
suavemente hasta que se observd la formacion de la
medusa de ADN. Se centrifugd por 10 minutos a 10000
rpm apreciandose la formacion del pellet de ADN.

f. Elsobrenadante se descartd y el pellet de ADN obtenido

se lavd dos veces con 700 pl de etanol al 70% y
centrifugd por 10 minutos a 10000 rpm. Y una tercera
vez con etanol al 90% y centrifugado por 10 minutos a
10000 rpm. Finalmente se descarto el etanol y se invirtid
los tubos abiertos para secar el pellet de ADN a
temperatura ambiente durante toda la noche.

g. Para diluir el ADN se resuspendio el pellet en 60- 80 pl

de buffer T, E, (Tris-HCl 10 mM/EDTA 1mM), se
tratato cony 2 ul de RNAsay se incub6 a 37 °C durante 3
horas. Las muestras se almacenarona-20°C.

2.2.Calidad y Cuantificacion de ADN

La calidad y cuantificaciéon del ADN genomico se
determino en geles de agarosa al 1%. Para ello, se tomo 1
ul del stock de ADN extraido y 9 ul de tampon de corrida
1X, y lamezcla se coloco en gel que previamente se habia
tratado con bromuro de etidio. También se cargd 6 ul del
marcador de peso molecular A ADN digerido con Pst I
(representando la primera banda 280 ng/pl que
representa 14000 pb). Se realizo la corrida
electroforética con el equipo horizontal Electronyx Maxi
Model EH20, Nyxtechnik a una carga de 90 voltios
durante 60 minutos, usando como tampon de corrida
TBE 1X. La cuantificaciéon se realizd6 comparando la
intensidad de fluorescencia del ADN de cada muestra con
la intensidad fluorescente del marcador A ADN, lo cual
permitié estimar la concentracion de ADN de las
muestras.

2.3. Analisis de AFLP

El analisis de AFLP, se realizé segin el procedimiento
descrito por Vos et al. en el manual del Kit AFLP de
Invitrogen, adaptado por el CIP con algunas
modificaciones.

a) Digestion del ADN Genémico

El ADN extraido de las muestras de colectas de tuna se
llevé a una concentracion final de 50, 100, 200, 300 y 400
ng/ul para la estandarizacién de la técnica, las cuales se
digiri6 con dos enzimas de restriccion, una de corte raro
EcoR 1y otra de corte frecuente Mse 1. Se prepard una
mezcla de reaccion conteniendo H,O libre de nucleasas
(9.5 ul), Msel NEB 5U (0.5ul), EcoRINEB 10 U (1 pl),
buffer 10X (2.0 pl), BSA 1mg/ml (2.0) y ADN (5 ul)
obteniéndose un volumen de 20 pl, luego esta mezcla de
reaccion de digestion fue incubada a 37°C hasta el dia
siguiente. Finalizado el proceso de digestion del ADN de
las muestras de tuna, se conservaron a -20 °C.

Se verifico la digestion del ADN genomico, realizando
electroforesis de 5 pl de muestra de ADN digerido en
geles de agarosa 1 %, en el cual se visualizé un barrido de
ADN muy tenue en el transiluminador UV.

b) Ligacion de adaptadores
a. Preparacion de adaptador EcoR 1:

Se mezcld 10 pl de la cadena EcoR 1 adapterl y 10 ul de la
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cadena de EcoR I adapter2, y se adicion6 agua milli Q
hasta un volumen final de 100 pl. Los adaptadores EcoR 1
se prepararon bajo condiciones de PCR. La concentracion
del adaptador EcoR 1 sera de 10 pM. A continuacion se
muestra la secuencia de las cadenas EcoR I adapterl y
EcoR1adapter2:

EcoRIadapterl 5'-CTCGTAGACTGCGTACC-3'
EcoR1adapter2 5'-AATTGGTACGCAGTC-3'

b. Preparacion de adaptador Msel:

©)

Se mezcld 33.3 pl de lacadena Mse I adapter] y 33.3 ul de
la cadena de Mse I adapter2, y se adiciond agua hasta un
volumen final de 100 pl. Los adaptadores Mse I se
prepararon bajo condiciones de PCR. La concentracion
del adaptador Mse I fue de 100 uM.

A continuacion se muestra la secuencia de las cadenas
Mseladapterl y Mse I adapter2:

Mseladapter]l 5'-GACGATGAGTCCTGAG-3'
Mseladapter2 5'-TACTCAGGACTCATC-3'

Las condiciones de la PCR para la preparacion de
adaptadores fueron, 95 °C x 2 min, 65 °C x10min, 37 °C x
10min, 25 °C x 10 min, 4 °C x 25 min. Luego de la
preparacion de los adaptadores se conservaron a—20 °C.

Ligacion

Para realizar la ligacion de adaptadores complementarios
a los cortes de cada una de las enzimas de restriccion, se
prepararon mezclas de reaccion de ligacion con los
siguientes componentes: ADN genomico digerido (21
ul), H,O libre de nucleasas (0.2 pul), adaptador EcoR 110
uM (1 pl), adaptador Mse 1100 uM (1 pul), Buffer de ligasa
NEB (2.5 ul) y T4 ADN ligasa (0.3 pl). Una vez obtenido
lamezcla de ligacion se agreg6 a 21 ul de ADN gendémico
digerido. Luego esta mezcla de reaccion de
digestion/ligacion (DL) se mezcld, centrifugd y se incubd
a 16 °C por toda la noche. Finalizada la incubacidn, se
realizo una dilucion de 1:3 de la mezcla
digestion/ligacion (DL) con solucion tampén TE (10Mm,
Tris-HCL (pH 8.0), 0.1 nM EDTA).

d) Preamplificacién (00/00)

Para la preamplificacion (00/00) se utilizo strips para PCR
y se les adiciono los siguientes componentes: 14.05 ul de
H,O libre de nucleasas, 2.5 pl de Buffer 10X PCR, 1.25 ul
de mezclade dNTPs 5 mM, 1 pl de iniciador EcoRI+1 (50
ng/pl), 1 pl de iniciador Mse I+1 (50 ng/ul), 0.2 pl de Taq
polimerasay 5 plladilucion 1:3 de ADN digerido/ligado.
Todas las reacciones de amplificacion se realizaron en un
termociclador Applied Biosystems Veriti ' Thermal
Cycler. Finalizada la preamplificacidn, se realizo
diluciones del PCR 0/0 con H,O libre de nucleasas.

e) Amplificacion Selectiva

Para la amplificacion selectiva (+3/+3) se adicioné los
siguientes componentes a la mezcla de reaccion: 0.9 pl de
H20 libre de nucleasas, 1.1 pul de Buffer 10X PCR, 0.6 pl
de mezcla de ANTPs 5 mM, 2 pl de iniciador EcoR 1 +3
(50 ng/ul), 0.3 pl de iniciador Mse I+3 (50 ng/ul), 0.1 pl de
Taq polimerasa y 5 ul de ADN preamplificado (se realizo
diferentes diluciones 1:4, 1:6, 1:10, 1:20 para verificar
cual es la adecuada). La mezcla obtenida se agitod
suavemente, centrifugd y se amplificd en el
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termociclador.

Para este estudio se realiz6 un tamizado de 12
combinaciones de iniciadores AFLP de las colectas de
tuna escogidos al azar, y se eligid las mejores
combinaciones por presentar buena resolucion de bandas,
buen nivel de polimorfismo y buena reproducibilidad.

f) Separacion de los productos de AFLP en geles de

poliacrilamida al 6 %

Los productos de la amplificacion selectiva se separd con
un equipo de electroforesis vertical Cleaver Scientific,
model CSQ20 en geles denaturantes de poliacrilamida al
6 %.

Se mezclo el producto de la amplificacion selectiva con 5
pl de amortiguador de carga.

g) Tincién y revelado de los geles de poliacrilamida

Se realizé el revelado de la corrida electroforética
utilizando el método de tincion en nitrato de plata y el
revelado con carbonato de sodio.

Como referencia se utilizé un marcador de 100 bp Plus
DNA Ladder (genbiotech).

h) Lectura de geles

La lectura de las bandas de los geles se realizo registrando
la presencia o ausencia de bandas para cada accesion, lo
cual se expresd en una matriz binaria como “1” para
indicar presenciay “0” para indicar ausencia de una banda
especifica. Los fragmentos del mismo peso molecular se
consideraron el mismo locus. Una vez hecha la lectura de
las bandas, cada gel se registré digitalmente para
almacenar su perfil de bandas de ADN.

2.4. Analisis Estadistico

Para este analisis, previamente se eligio como OTUs
(Unidades Taxondémicas Operativas) a las muestras
correspondientes a las colectas de tuna, y como
caracteres, al dato doble-estado (presencia o ausencia del
marcador molecular AFLP).

RESULTADOS Y DISCUSION

1. Extraccion de ADN: Calidad y Concentracién

En la extraccion de ADN de tuna, las concentraciones
obtenidas se encontraron en un rango de 100 — 400 ng/ul
(Figura 1). La calidad del ADN extraido fue dptima para
todas las muestras, obteniéndose un ADN gendmico no
degradado ya que se observaron bandas de buena
resolucién sin la presencia de un barrido que indica
degradacion mecanica o quimica del ADN. El uso de la
RNAsa fue adecuado ya que permitié la degradacion del
RNA eliminando asi cualquier interferencia en el
procedimiento. La técnica utilizada en la cuantificacion de
ADN fue el analisis comparativo de muestras coloreadas
con bromuro de etidio en geles de agarosa. La estimacion
se realizé con facilidad, ya que la fluorescencia emitida es
proporcional al total de lamasa de ADN o RNA.
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Figura 1. Analisis electroforético de la calidad y cantidad de ADN extraido de colectas de tuna.

2.Seleccion de combinaciones de iniciadores AFLP
Se utilizaron 12 combinaciones de iniciadores AFLP
(E32M61, E38M60, E38M47, E45M61, E38M32,
E38M61, E45M32, E32M60, E33M48, E33M61) de los
cuales fueron seleccionados 5 combinaciones en base al

polimorfismo y buena resolucion de bandas. Estas fueron
E38M60, E45M61, E33M48, E38M61, E32M61. Se
muestran bandas polimdrficas y monomorficas
producidas con los marcadores AFLP.

Tabla 1. Bandas monomorficos y polimérficos obtenidos con cinco combinaciones de iniciadores en el analisis de AFLPs de tuna.

Iniciadores Total de Bandas Bandas
bandas monomorficos polimdrficos
E33M60 79 6 73
E45M61 10 3 7
E33M61 59 4 55
E33M48 41 7 34
E38M61 34 5 29
Total 233 25 208
Promedio 46,6 5,00 41,60
% 100 10,73 89,27

En la Tabla 1 se observa que las cinco combinaciones de
iniciadores AFLP generaron un total de 233 bandas de ADN.
La combinacion de iniciador E33M60 generé mayor

cantidad de bandas (79 bandas), y la combinacién E45M61
gener6 menor nimero de bandas (10 bandas), con un
promedio de 46,6 bandas en total.

Tabla 2. Bandas polimoérficos obtenidos con cinco combinaciones de iniciadores en el analisis de AFLPs de tuna.

Combinaciéon de Bandas Porcentaje de bandas
iniciadores polimérficos polimérficos (%)

E33M60 73 35,10

E45M61 7 3,37

E33M61 55 26,44

E33M48 34 16,35

E38M61 39 18,75

Total 208 100,00

Ademas se observa en la Tabla 2, que la combinacion de
iniciadores que detectd un mayor porcentaje de bandas
polimérficas fue la combinacion E33M60, mostrando 73
bandas polimoérficas con un 3510 %, y la combinacion que
detectdé menor porcentaje de bandas fue la E45M61,
mostrando 7 bandas polimérficas con un 3,37. Se realizd el
calculo del contenido de informacion polimdfica (PIC)
siendo éstas de 13.51, 0.98, 12.41,9.42, 8.21 y 11,2 para la
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combinacion de iniciadores E33M60, E45M61, E33M48 Y
E38M61 respectivamente. La combinacion E33M60 Y
E33M61 presentaron el Indice de combinacion de
iniciadores mas alto, siendo esta 13,51 Y 12,41, por ello estas
combinaciones se puede sugerir como una combinacion de
eleccion en futuras investigaciones a nivel de analisis con
AFLPs para estudios en tuna.
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E38M60

E45M61

E33M48

E38M61  E32M61

Figura 1. Patron de bandas AFLP obtenido de cinco combinaciones de
iniciadores en Opuntia ficus inidica “tuna”. Ayacucho 2018.

Figura 2. Perfil de amplificacion AFLP de Opuntia ficus indica “tuna”. Combinacion de
iniciadores E33M48 y “M” representa el marcador de peso molecular. Ayacucho 2018.

En el analisis molecular de tuna de las 40 muestras, se
encontrd que la variacion genética promedio fue de 0,276,
con un indice de informacion de Shannon de 0,426. De
acuerdo al dendograma del agrupamiento de accesiones de
tuna procedentes del banco de germoplasma INIA Ayacucho,
en el agrupamiento se puede observar un arbol con grados de
diferenciacion entre las muestras analizadas utilizando el
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coeficiente Simple Matching. La correlacion cofenética fue
de 0. 99354 (sig., p= 1.000) Indicando una muy buena
representacion del dendrograma con respecto a la matriz de
distancia. Y a una distancia ultramétrica de 0.752 se
distingue cuatro grupos. El grupo I incluye 23 accesiones de
tunay en el grupo II comprende 9 accesiones, asi como los
grupos I y IV con 4 accesiones cada uno. Por lo que en el
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analisis no se observaron accesiones duplicadas o repetidas,
todas las accesiones muestran ser diferentes.

Se realiz6 el calculo del Indice de heterocigocidad media,
siendo esta 0,26; teniendo en cuenta que el maximo valor que
se puede alcanzar es 0,5, podemos indicar que estos
resultados mostraron bajo nivel de polimorfismo genético de
las accesiones procedentes del banco de germoplasma del
INIA Ayacucho.

La investigacion logro analizar la diversidad genética de las
40 colecciones de tuna pertenecientes al banco de
germoplasma del Instituto Nacional de Innovacién Agraria-
Ayacucho, la metodologia de Doyle y Doyle (1990)
modificado, para el aislamiento de ADN gendmico a partir
del parénquima de tuna fue 6ptima, ya que se obtuvo como
resultado un DNA con buen grado de pureza y en
concentraciones suficientes (100 — 400 ng/ul) para su
amplificacion mediante la técnica AFLP, la estandarizacion
de la técnica AFLP mostraron fragmentos amplificados con
alta resolucion y reproducibilidad, permitieron generar un
gran nimero de loci con un rango de tamafo de 100 — 2000
pb. determinandose que a concentraciones entre 100 y 400
ng/ul fueron las concentraciones adecuadas de ADN
digerido que permitieron continuar de manera eficiente la
técnica de AFLP, ademas se determind que diluciones 1:4
fueron los que mostraron perfiles de amplificados mucho
mas claros e intensos. Y la variacidén genética promedio fue
0,276 y el indice de Shannon fue 0,426. Por lo tanto se
evidencia que existe un bajo grado de diversidad genética en
las accesiones analizadas.
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