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DIVERSIDAD GENETICA MOLECULAR DE Mirabilis expansa MEDIANTE RAPD

MOLECULAR GENETIC DIVERSITY OF Mirabilis expansa USING RAPD

Julio A. Chia W.!, Cesar F. Lopez B.!, Raiil Blas S.', J. Seminario?, R. Mansilla' yJ.P. Baudoin®

Resumen

Se estudi6 la diversidad genética mediante la técnica de RAPD en 37 accesiones de una
coleccion del norte del Peri de “chago” o “mauka” Mirabilis expansa; Se obtuvieron 60
marcadores polimérficos con 9 de 19 iniciadores decameéricos. Se calcularon los indices de
iniciador RAPD, obteniéndose los valores mas altos con los iniciadores OPA04, OPA09 y OPA13,
lo cual sugiere su uso valioso en futuras investigaciones con RAPD en colecciones més grandes o
para especies de Mirabilis. Con el coeficiente de Simple Matching y el algoritmo UPGMA se
obtuvo un dendograma del cual, a un coeficiente de 1, se observan 31 grupos. Esto indicaria unos
16.216 % de posibles duplicados en la coleccion de Germoplasma. Con un idice de similitud de
0.85 se encontré que se forman 8 clusters o grupos, sin coincidir en su mayoria con los 5
morfotipos reportados. Ademas se realiz6 un Analisis Molecular de Variancia con 2 componentes:
interregional y entre accesiones/ region, cuyos valores fueron 21.69% y 78.3%, respectivamente;
valores que sugieren una considerable contribucién de variacion genética gracias a las muestras de
diversas partes del pais.

Palabras clave: RAPD, Mirabilis expansa, rakz tuberosa, diversidad genética, AMOVA

Abstract

A collection of 37 accessions of Mirabilis expansa, “chago” or “mauka” from northern Perd,
was analyzed by RAPD assays and the molecular genetic diversity determined. In order to know
which primer was more informative, the PIC values were summed up and a RAPD primer index
calculated, resulting in the primers OPA04, OPA09 y OPA13 with the highest indexes, suggesting
their potential utility in further research in Mirabilis species. From 9 of the 19 RAPD primers
selected, we obtained 60 polymorphic markers, which yielded a Simple Matching Coefficient
Dendogram, which shows 31 groups at a similarity index of 1. It also indicates a 16.216% of
possible duplicates in the collection and with a similarity index of 0,85 we observed 8 clusters,
with a significant difference compared to the morphological characterization data. An Analysis of
Molecular Variance was performed, separating 2 variation components: among regions and among
accessions/within region. The values obtained were 21,69% and 78,3% respectively, being both
relatively high and showing considerable contribution of genetic variation from samples of diverse
collection places.

Key words: RAPD, Mirabilis expansa, Tuber roots, genetic diversity, AMOVA

Introduccién

Mirabilis expansa (Ruiz & Pavén) Standley
conocida como “chago” en Cajamarca y como mauka
en el sur del Perd o Bolivia. Es una Nyctaginaceae,
planta promisoria distribuida desde el Ecuador, Peri
hasta Bolivia; encontrandose parientes silvestres desde
Venezuela hasta Chile (Seminario, 1993).

Su importancia radica en que posee raices
reservantes con mayor contenido de proteinas, calcio y
fosforo con respecto a otras tuberosas (Franco &
Uceda, 1996), pudiendo complementar las deficiencias
nutricionales del poblador andino. En otros estudios se
ha encontrado que plantas del género Mirabilis poseen
proteinas inactivadoras de ribosomas (Ribosome
Inactivating Proteins) con propiedades antivirales, que
impiden la infeccién de virus y viroides transmitidos
mecanicamente en cultivos como papa y tomate

previamente aplicados con extractos crudos de tales
plantas (Vivanco, 1999).

El cultivo es practicamente desconocido para el
consumidor comiin de la costa y en menor magnitud al
de la sierra, ya que sélo los campesinos que aprecian
sus cualidades la siembran para autoconsumo, incluso
no posee las caracteristicas agronémicas y comerciales
que le permita competir con otros productos de mayor
consumo (Ejemplo: la papa), por ello el productor
grande no le ve importancia en estudiar ni mejorar el
cultivo. De esta manera,
olvidado o desplazado, perdiéndose como recurso que
podria ser aprovechado en el futuro por su potencial
en la alimentaci6én ganadera y como fuente de genes.

Se han realizado caracterizaciones morfoldgicas
preliminares de la coleccion en Cajamarca (Seminario
& Seminario, 1995); sin embargo, los rasgos
fenotipicos aislados no proporcionan evaluaciones

el cultivo esta siendo
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minuciosas de la diversidad genética dado que los
caracteres morfolégicos pueden representar loci
limitados dentro de todo genoma (Zhang er al., 1998);
adicionalmente, los factores medioambientales
influyen mucho en los resultados (Spooner et al.,
1996), por lo que es conveniente afadir
caracterizaciones a nivel bioquimico yl/o molecular,
que permitan definir con mayor certeza las relaciones
de parentesco entre cultivares y silvestres. Para este
estudio planteamos los objetivos de estudiar la
diversidad genética a nivel genotipico mediante los
marcadores RAPD y conocer la distribucién de la
variaci6n genética a nivel intra e interregional.

Materiales y Métodos
Material Vegetal

Se analizaron 37 accesiones pertenecientes al
Banco de Germoplasma del Programa de
Biodiversidad de Raices y Tubérculos Andinos de la
Universidad Nacional de Cajamarca. Segin los datos
pasaporte proporcionados por Seminario (Tabla 1),
1995. 24 accesiones pertenecen al departamento de
Cajamarca, 12 a La Libertad y una accesién a Puno.
La accesion CCHuNCO033 es Mirabilis postrata (Ruiz
& Pavon) Heimerl y la accesion CCHuNCO041
Mirabilis intercedens Heimerl son parientes silvestres
del M. expansa; la accesion CCHuNCO034, es una M.
expansa silvestre; las accesiones CCHuNCO047,
CCHuNC048, CCHuNC049, CCHuNCO051 no han
sido tipificadas en ningiin morfotipo (Tabla 5), siendo
agrupadas entonces como Mirabilis spp.

Extraccién del ADN genémico

Se modificé el protocolo de Tai & Tanskley
(1990) utilizando una concentracién mayor de NaCl y
sin nitrégeno liquido, para la extraccién de ADN de
muestras de hojas jovenes desecadas, tomadas al azar
de 3 individuos. Se prioriz6 la obtencién de una mayor
calidad y pureza de ADN, basandose en el mdice de
pureza (Absorbancia a 260 nm |/ Absorbancia a 280
nm: Ajgl/Ays) cercano al 1.8 2.0 y la corrida
electroforética para verificar la calidad del ADN. Sin
embargo, las muestras atn presentaron gran cantidad
de poli fenoles, proteinas y ADN degradado. Se
realizaron las medidas a través de un
espectrofotometro Beckman UV-VIS y se diluyeron
las soluciones stock de ADN hasta una concentracién
de 9 a 12 nglul.

Ensayos RAPD

Se estandarizé en el laboratorio la técnica RAPD,
Williams et al. (1990) y Welsh & McClelland (1990);
y se ensayaron 19 iniciadores RAPD decaméricos
(Operon Technologies Inc.), usando 4 accesiones
tomadas al azar.

Todas las pruebas PCR se realizaron en un
termociclador Perkin Elmer 9700 en un volumen total
de 15 ul de mezcla de reaccién compuesto por: buffer
de actividad 1X, MgCl, 3.5 mM, dNTPs Sigma® 0.25
mM, iniciador 1 uM, ADN molde 9-12 ng, Bovine
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Serum Albumin Sigma® (BSA) 0.1 uglul, Taq
polimerasa (Perkin Elmer®) 1 unidad, agua libre de
nucleasas c.s.p.; adicionando 20 ul de aceite mineral
para evitar la excesiva evaporacion. El programa de
PCR usado comprendié un ciclo inicial de 94°C x 1
minuto; luego 3 ciclos de [94°C x 15 segundos, 35°C
x 15 segundos, 72°C x 75 segundos]; seguido de 40
ciclos de [94°C x 15 segundos, 40°C x 15 segundos,
72°C x 75 segundos]; 1 ciclo de 72°C x 7 minutos y
finalmente 1 ciclo de 4°C.

Tabla 1. Datos pasaporte de las 37 accesiones de
Mirabilis expansa y Mirabilis spp. utilizadas para

la caracterizacién molecular (Seminario &
Seminario, 1995)

Accesiones Especie Pais Departamento
CChUNCO001  Mirabilis expansa Perd La Libertad
CChUNCO002  Mirabilis expansa Perd La Libertad
CChUNCO006  Mirabilis expansa Perd La Libertad
CChUNCO007  Mirabilis expansa Perd La Libertad
CChUNCO008  Mirabilis expansa Perd La Libertad
CChUNCO009  Mirabilis expansa Perd La Libertad
CChUNCO010  Mirabilis expansa Perd La Libertad
CChUNCO11  Mirabilis expansa Perd La Libertad
CChUNCO013  Mirabilis expansa Perd Cajamarca
CChUNCO14  Mirabilis expansa Perd Cajamarca
CChUNCO015  Mirabilis expansa Perd Cajamarca
CChUNCO016  Mirabilis expansa Perd Cajamarca
CChUNCO019  Mirabilis expansa Perd La Libertad
CChUNCO020  Mirabilis expansa Perd Cajamarca
CChUNCO021  Mirabilis expansa Perd Cajamarca
CChUNCO023  Mirabilis expansa Perd Cajamarca
CChUNCO024  Mirabilis expansa Perd Cajamarca
CChUNCO025  Mirabilis expansa Perd Cajamarca
CChUNCO026  Mirabilis expansa Perd Cajamarca
CChUNCO027  Mirabilis expansa Perd Cajamarca
CChUNCO028  Mirabilis expansa Perd Cajamarca
CChUNCO030  Mirabilis expansa Perd Cajamarca
CChUNCO031  Mirabilis expansa Perd Cajamarca
CChUNCO033  Mirabilis postrata Perd Cajamarca
CChUNCO034  Mirabilis expansa Perd Cajamarca
CChUNCO037  Mirabilis expansa Perd Cajamarca
CChUNCO038  Mirabilis expansa Perd Cajamarca
CChUNCO039  Mirabilis expansa Perd La Libertad
CChUNCO040  Mirabilis expansa Perd Cajamarca
CChUNCO041 Mirabilis intercedens Perd Cajamarca
CChUNCO042  Mirabilis expansa Perd Puno
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CChUNCO043  Mirabilis expansa ~ Peri  Cajamarca los valores mas altos los tienen los iniciadores
CChUNCO044  Mirabilis expansa Peri Cajamarca OPAO4, OPA09 y (.)PA13" pl.ldlendo su'gerlr_ su gr?n
valor para futuras investigaciones en identificacin
CChUNC047 Mirabilis spp. Perd Cajamarca genotipica de M. expansa'y Mirabilis spp-
CChUNCO048 Mirabilis spp. Peri Cajamarca
CChUNCO049  Mirabilis spp. Peri  La Libertad Tabla 3. Indices de iniciador RAPD
CChUNCO051 Mirabilis spp. Perd La Libertad Iniciador RAPD Indice de iniciador RAPD
OPAO1 0.66
Las corridas electroforetlca? se reallzarojl‘ en geles OPA03 L46
de agarosa al 2.5%, posteriormente tefiidas con
bromuro de etidio 1% por 10 minutos. La OPA04 234
visualizacién se realizé6 en un transiluminador y OPA07 1.10
mediante una camara digital se guardaron las
. . . _ OPA08 0.72
imadgenes en archivos graficos. Estos fueron
analizados mediante inspeccion visualasignando OPA09 2.15
valores de. 1 (uno) a la presencia de bzinda y 0 (cero) a OPAI0 0.41
la ausencia. Las bandas de presencia dudosa se le
asignaron el valor de 9 (nueve). Se asume que el OPA13 2.03
patréon de todas las bandas muestra dominancia, es OPA20 0.55

decir, la presencia de la banda representa el genotipo
homocigético dominante y heterocigético, y la
ausencia corresponde al genotipo recesivo.

Andlisis de los datos

Se determiné el indice de contenido polimérfico
PIC (Senior er al., 1998) para cada marcador. Los PIC
fueron sumados para cada marcador RAPD generado
obteniéndose el Indice de iniciador RAPD (Ghislain et
al., 1999).

Para el analisis de datos se ingresaron éstos a una
matriz bédsica de datos con el paquete estadistico
NTSYS v2.1p y se corri6 la opcién de anilisis
multivariado, obteniendo una matriz de similitud
utilizando el Coeficiente de Concordancia Simple o
Simple Matching Coeficient (SMC) (Crisci & Lépez,
1983). Para el analisis de agrupamientos se utiliz6 el
programa NTSyspc v2.1p, basado en el UPGMA
(Unweighted Pair Group Method using Arithmetic
Averages), con el objetivo de obtener el dendograma.
Para estimar la variancia de los componentes
interregional e intra regional se utilizé el anilisis
molecular de variancia o AMOVA (Zhang et al.,
1998).

Resultados y Discusién

De la prueba con los 19 iniciadores RAPD
finalmente se seleccionaron solo 9 considerando los
que produjeron fragmentos de ADN bien definidos y
de intensidad considerable, estos fueron: OPAO1 5’-
CAGGCCCTTC-3’, OPA03 5’-AGTCAGCCAC-3’,
OPA0O4 5’-AATCGGGCTG-3’, OPA07 5’
GAAACGGGTG-3’, OPA08 5°-GTGACGTAGG-3’,
OPA09 5’-GGGTAACGCC-3’, OPA10 5 -
GTGATCGCAG-3’, OPA13 5-CAGCACCCAC3’,
OPA20 5’-GTTGCGATCC-3’; con los cuales se
obtuvieron 60 marcadores polimérficos, algunos de
los cuales se aprecian en la Figura 1. La Tabla 3
contiene los indices de iniciadores y se observa que
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Al realizar el anilisis de similaridad se comparé el
dendograma basado en el coeficiente de concordancia
simple o Simple Matching con el obtenido con el
coeficiente Jaccard; aunque la topologia de ambos
arboles resultantes es similar, se escogi6 el primero
debido a que tiene mayor indice de similitud que el
segundo y, se ajusta mas a los datos pasaporte y
morfol6gicos; define una mayor similaridad entre las
accesiones y ;finalmente, considera a la accesion
CCHuNCO042 como una OTU separada. Ademas, se
consideraron a las accesiones con un Tndice de
similitud mayor (con respecto al coeficiente de
Jaccard) por los siguientes factores: provienen de una
pequeila darea geogrifica de colecta, la cual se
circunscribe a localidades de Cajamarca, La Libertad
y una de Puno; este material genético ha estado
sometido a erosién genética (Seminario, 1993; Franco
& Uceda, 1996) como consecuencia hay una pérdida
de variabilidad genética. En relacion a su sistema
reproductor, el cultivo es principalmente autégamo
(Valderrama et al., 1999); ademds su propagacion es
principalmente clonal y escasamente por semilla, lo
cual no permite un incremento de la variabilidad
genética. Sobre las accesiones silvestres no se cuenta
con mucha informacion acerca de su forma de
propagacion, pero es muy posible que sea a través de
semillas, y esto implica una mayor base genética en
este material. Hay pocos morfotipos (cinco hasta el
momento) descritos para los cultivares de M. expansa
(Seminario & Seminario, 1995), sugiriendo que la
variabilidad a nivel de genes cualitativos es poca,
explicindose también por el estado primitivo de este
cultivo.

A un coeficiente de 1 se observan 31 grupos. Esto
indicaria un 16.216 % de posibles duplicados en el
Banco de Germoplasma. Por lo tanto, las accesiones
duplicadas serian CChUNCO006 CChUNCO008,



JULIO A. CHIA W., C. F. LOPEZ B., RAUL BLAS S., J. SEMINARIO, R. MANSILLA Y J.P. BAUDOIN

Ecol. apl. Vol. 5 N° 1 y 2, pp. 81-86

CChUNCO007 CChUNCO019, CChUNCO027
CChUNC048, CChUNCO014 CChUNCO026
CChUNCO040, CChUNCO015 = CChUNC030.

Entre los posibles duplicados encontrados el
denominador comin es que la mayoria pertenece al
mismo grupo morfolégico (Tabla 2, en apéndice), a
excepcion del par CChUNCO027 CChUNCO048,
siendo éste ultimo aun no identificado a nivel de
especie ni de morfotipo. A diferencia del Cluster II,
cuyos elementos comparten el mismo morfotipo y
provienen del departamento de Cajamarca, los grupos
de accesiones restantes formadas en el dendograma no
guardan estricta relacion con los datos geogrificos o
los datos morfolégicos (Tabla 2).

Al tomar un ndice de similitud de 0.85 en el
dendograma (Figura 2), se pueden observar 8 clusters
cuyos elementos, en la mayoria de los casos no
comparten caracteristicas morfolégicas entre si lo
cual sugiere una mayor variacién a nivel molecular
entre las accesiones. Las accesiones CChUNCO001,

CChUNC002, CChUNCO006, CChUNCO007,
CChUNCO008, CChUNC009, CChUNCO10,
CChUNCO011, CChUNCO019, CChUNCO039 son

identificadas en el mismo morfotipo, pero a nivel
molecular adn presentan variabilidad. Lo mismo

ocurre con las accesiones CChUNCO013,
CChUNCO014, CChUNCO015, CChUNCO025,
CChUNCO026, CChUNCO028, CChUNCO030,
CChUNCO31, CChUNCO037, CChUNCO038,
CChUNCO040, .

Las accesiones, CChUNCO016, CChUNCO020,
CChUNCO021, CChUNCO023 y CChUNCO027, ,

pertenecientes al morfotipo 3, se agrupan junto con
accesiones del morfotipo 2 en el Cluster I. La accesion
silvestre CChUNCO034 no pertenece a ningiin cluster.
CChUNCO033, Mirabilis postrata y ~CChUNC049,
Mirabilis spp. forman el cluster III.

La accesion CChUNCO047 considerada como
Mirabilis spp. (procedente de Cajamarca) esta
agrupado en el cluster IV junto con otras M. expansa
(por ejemplo, con CChUNCO039 de La Libertad)
sugiriendo que la similitud genética puede no tener
relacion con la zona de cultivo y se presumiria que
podria pertenecer a la especie M. expansa.

El Analisis Molecular de variancia (AMOVA),
usando p=0.01, mediante el cual se desagregaron 2
componentes de variacién: interregional e ‘nter
accesiones por regién, mostré valores de 21.69% y
78.3%, respectivamente y se exhiben en las Tablas 4 y
5. Ambos valores son medios y altos en relacion a
trabajos parecidos (Zhang et.al., 1998), por lo que se
recomienda hacer énfasis en las colectas a nivel intra e
interregional, ya que la participaciéon de ambos
componentes es importante por incrementar la
variabilidad de la coleccién. Sin embargo, la variacién
interregional obtenida en la presente trabajo, tiene el
inconveniente de tener en la regién Puno solo una

accesion, que podria generar un sesgo estadistico en el
analisis.

Tabla 4. AMOVA(p=0.01) para las accesiones de
Mirabilis expansa 'y Mirabilis spp. de los
departamentos (regiones) de Cajamarca, La Libertad y
Puno.
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Fuente. variacién Grados de libertad S.C. C.M.
Entre Regiones 2 31.523 15.761
Entre Accesiones/Reg 34 403.287 11.861
TOTAL 36 434.810
F. Cal. F. tab (0,01)
1.28 3.28
Tabla 5. Porcentajes de variabilidad de los
componentes jerarquicos en el AMOVA.
Variancia %Variacién
Varianza.Accesién sz = 11.861 78.304
Varianza.Regional ¢% = 3.286 21.696
Varianza.Total o’ = 15.147 100
Conclusiones
Se obtuvo un porcentaje de individuos

posiblemente duplicados de aproximadamente 16% en
la coleccion estudiada.

No se aprecié correspondencia entre los datos de la
caracterizacion morfoldgica (fenotipica) y los datos de
la caracterizacién molecular.

Se puede considerar el andlisis molecular para
definir la identidad taxonémica de especie en aquellas
accesiones aun desconocidas o de identificacion
morfolégica ambigua.

La variacién intrarregional fue mas significativa,
posiblemente explicada por la reproduccién sexual del
cultivo.
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Apéndice de tablas y figuras
Tabla 2. Morfotipos, descriptores y respectivas accesiones de Mirabilis spp. y Mirabilis expanda.

Morfo Hoja Raz
. Habito tallo color flor color Accesiones
tipo Forma . Color
lami Color lamina color nervadura color pulpa
amina externo
CChUNCO013, CChUNCO014,
verde con CChUNCO015, CChUNCO024,
iementacion purpura Crema CChUNCO025, CChUNC026,
1 decumbente |  pirpura Cordada ﬁ}: ir Iverde con verdoso/pirpura lila marillent Blanco crema CChUNC028, CChUNCO030,
D o i verdoso amartfiento CChUNC031, CChUNC037,
Plgmentacion pirpura CChUNC038, CChUNC040,
CChUNC043.
CChUNCO001, CChUNC002,
blanco Crema CChUNC006, CChUNCO007,
2 decumbente | verde oscuro| ovalada verde oscuro/verde verde claro/verde lil illent Blanco crema CChUNCO008, CChUNCO009,
taceo | amantfiento CChUNCO10, CChUNCOI1,
CChUNCO019, CChUNC039.
verde verde claro/verde verde CChUNC016, CChUNC020,
3 decumbente illent cordada 1 illento/verd blanco blanco Blanco CChUNCO021, CChUNCO023,
amarillento claro amarillento/verde CChUNCO027.
verde con verde claro con I A ‘ad
4 decumbente |  piirpura ovalada pigmentacién pigmentacion lila caneia naranjaco CChUNCO042.
B . anaranjado palido
purpural/verde oscuro | piirpural/verde claro
, verde claro/verde pﬁrpu{a . crema
5 decumbente |  piirpura cordada verdoso/pirpura | lila claro . Blanco crema CChUNCO044.
claro amarillento
verdoso
CChUNCO033, CChUNC034,
No determ CChUNCO041, CChUNC047,
) CChUNCO048, CChUNC049,
CChUNCO051.
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Figura 1: Patron de bandas RAPD con el iniciador OPA-07 en 9 genotipos en agarosa 2,5%/EtBr. marker: EZ
Load 100 (ladder 100 pb). Un asterisco indica cardcter monomérfico, dos asteriscos muestra los polimorfismos.

Figura 2: Dendograma mostrando el parentesco entre las 37 accesiones de M. expansa y Mirabilis spp con
marcadores RAPD. A un indice de similitud de 0.85 se pueden observar 8 subgrupos o clusters, indicados en
nimeros romanos (I- VIII).
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0.63 0.70 0.78 0.85 0.93 1.00
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