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Resumen

La aceptacion de protocolos de micropropagacién de aloe (Aloe barbadensis Mill.)
depende de la fidelidad genética de las plantas. Para estandarizar y optimizar las
condiciones de la PCR como técnica molecular, se extrajo ADN de la zona media-
basal del tejido foliar de vitroplantas e hijuelos parentales utilizando el protocolo
de 2% CTAB/1,4M NaCl yARNasa. Las condiciones de la PCR evaluadas fueron
la cantidad de ADN (1 a 100 ng) por reaccién, la concentracién del MgCl, (1; 2; 3
y 4 mM) y la temperatura de hibridacién (Ta) segin la temperatura de melting
(Tm) de 29 iniciadores RAPD e ISSR. Se logré la estandarizacién y optimizaciéon
para 18 iniciadores, destacando que los RAPD OPA 02, OPA 13, OPC 01, OPC 19
y OPC 20 son reportados por primera vez en aloe. Se evidenciaron 18 iniciadores
RAPD e ISSR que podran ser utilizados como marcadores moleculares en estudios
de fidelidad genética en plantas de aloe.
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Abstract

The acceptance of micropropagation of aloe (Aloe barbadensis Mill.) depends
on the genetic fidelity of the plants. In order to standardize and optimize the
conditions of polymerize chain reaction (PCR) as molecular technique, DNA was
extracted from intermediate-base zone of leaf tissue of parental offshoots and
vitroplants, using 2% CTAB/1,4M NaCl and ARNasa protocol. PCR conditions
evaluated were amount of DNA per reaction (1 to 100 ng), concentration of
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MgCl, (1; 2; 3 and 4 mM), and annealing temperature (Ta) according to the
melting temperature (Tm) of 29 primers RAPD and ISSR. Standardization and
optimization of PCR conditions was obtained for 18 primers, noting that the
RAPD OPA 02, OPA 13, OPC 01, OPC 19 and OPC 20 are the first report for aloe.
There were 18 initiators RAPD e ISSR that can be used as molecular markers in

genetic fidelity studies in aloe plants.
Keywords: aloe, PCR, RAPD, ISSR.

Introduccion

La evaluacién de la fidelidad
genética de plantas micropropagadas
de aloe puede ser valorada
mediante marcadores morfolégicos
y moleculares, siendo necesaria
en plantas que deseen  ser
comercializadas (Das et al., 2015). Los
estudios moleculares estan basados
principalmente en la amplificacién del
ADN através dela Reaccién en Cadena
de la Polimerasa (PCR: Polymerase
Chain  Reaction), que generan
resultados confiables y reproducibles
y no son influenciados por factores
ambientales (Rathore et al., 2011), que
ademas pueden emplearse en etapas
tempranas del cultivo in vitro. Entre
ellos se destacan los RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA), los
AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphisms), los SSR (Short
Sequence Repeats) y los ISSR (Inter
Simple Sequence Repeats). Los RADP
e ISSR han sido utilizados en estudios
de diversidad, fidelidad y estabilidad
genética en A. barbadensis (Das et al.,
2015; Rathore et al., 2011; Samantaray
y Maiti, 2008). En esta investigacion
se planteb estandarizar y optimizar
las condiciones de la PCR para 26
RAPD y 3 ISSR en A. barbadensis que
pudieran ser utilizados en estudios
de fidelidad genética de plantas
micropropagadas.
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Materiales y métodos

La investigacion fue realizada
en las instalaciones del Laboratorio

de Biotecnologia “Profesora Silvia
Leén de Sierralta” de la Facultad
de Agronomia de la Universidad

del Zulia. El ADN se extrajo de la
zona media-basal del tejido foliar
de vitroplantas e hijuelos de Aloe
barbadensis Mill., obtenidas por la
propagacién in vitro y convencional,
respectivamente, utilizando el
protocolo de 2% CTAB/1,4M NaCl y
ARNasa (Nava et al., 2015).

Para la optimizacion de las
condiciones de la PCR se utilizé
un volumen final de 25 uL de y
0,25 U de GoTaq® por reaccién. Se
evaluaron distintas cantidades de
ADN que fueron desde 1 hasta 100
ng por reaccién; asi como distintas
concentraciones de MgCl, (1; 2 y 3
mM), de dNTPs (0,1 y 0,2 mM), y de
iniciadores RAPD (0,2; 0,4; 0,8 y 1 uM)
de las series OPA, OPC, OPAE, OPN,
OPQ, OPL y OPR (Panwar et al., 2013,
Rathore et al., 2011; Nayanakantha
et al., 2010; Pardo et al., 2008;
Samantaray y Maiti, 2008; Toothman,
1999; Lanza et al., 1997). Para los
iniciadores ISSR C, ISSR E e ISSR F
(Rathore et al., 2011) se evaluaron las
concetraciones 0,2; 0,4 y 0,8 uM.
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Las PCR se llevaron a cabo en
un termociclador Eppendorf®, EP
gradient S, con una desnaturalizacién
inicial a 94 °C y una extensién final a
72 °C, la duracién de cada fase dentro
de los ciclos (desnaturalizacién a
94 °C, hibridacién segun el iniciador
y extension a 72 °C) y la temperatura
de hibridacién fueron estandarizadas.
Para los RAPD se utilizaron de 40 a
45 ciclos y para los ISSR 35 ciclos. Los
productos de las PCR fueron separados
por electroforesis en geles de 1,5 % de
agarosa, tenidos con bromuro de etidio,
visualizados en transiluminador de
UV y fotografiados. Se determiné el
numero de bandas monomorficas y
polimérficas en aquellos productos de
la PCR que resultaron reproducibles en
las tres repeticiones de las vitroplantas
e hijuelo de A. barbadensis.

Resultados y discusion

Se optimizaron las condiciones de la
PCR para 16 de los 26 RAPD probados
y para 2 de los 3 ISSR evaluados,
obteniendose patrones reproducibles
de bandeo en vitroplantas e hijuelo de
A. barbadensis (cuadro 1). La mayoria
de los 1iniciadores optimizados en
esta investigacién, amplificaron con
cantidades de ADN inferiores a los
valores senalados (2550 ng/reaccién)
para aloe por otros insvetigadores
(Panwar et al., 2013; Rathore et al.,
2011; Nayanakantha et al., 2010;
Samantaray y Maiti, 2008), siendo
la cantidad de ADN por reaccion,
quizas el parametro mas critico entre
los componentes de la PCR para la
optimizacion; ya que altas cantidades
pudieran inhibir la Taq polimerasa
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(Sambrook y Russell, 2001).

Nueve RAPD (OPC 01, OPC 02,
OPC 05, OPC 17, OPC 19, OPC 20,
OPA 02, OPA 09, OPA 13) y los ISSR
(ISSR-E e ISSR-F) amplificaron
cuando se utilizé la temperatura de
melting (Tm) como temperatura de
hibridacién (Ta) en el termocilcador a
una concentracién de 3 mM de MgCl,,
los siete RAPD restantes amplificaron
el ADN de aloe a 2 0 4 °C por encima de
su Tm y a una concentraciéon de 2 mM
de MgCl, (cuadro 1), favoreciendose la
especificidad del iniciador al aumentar
la Ta (Sambrook y Russell, 2001).

La concentracion de dNTPs
fue ajustada para seis de los siete
RAPD que amplificaron con una
concentracion de 2 mM de MgCl,, dado
que los dNTPs pueden capturar iones
de magnesio afectandose la fidelidad
de la PCR (McPherson y Geir, 2006).

Los ISSR y el 50% de los RAPD
estandarizados mostraron un patrén
de bandeo monomérfico entre hijuelos
y vitroplantas siendo estos promisorios
para estudios de fidelidad genética en
aloe (cuadro 1). El nimero de bandas
amplificadas en su mayoria estuvo
por debajo de los senalados para
esta especie en otras investigaciones
(Panwar et al., 2013; Rathore et al.,
2011; Nayanakantha et al., 2010;
Samantaray y Maiti, 2008).

Este es el primer sefialamiento en
aloe donde los RAPD OPA 02, OPA 13,
OPC 01, OPC 19 y OPC 20 produjeron
patrones de bandeo reproducibles.
Estos iniciadores han sido utilizados
en Billbergia rosea Hortus. ex Beer y
Zea mays L. (Pardo et al., 2008; Lanza
et al., 1999).
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Conclusiones

La estrategia basada en las
modificaciones de las cantidades de
ADN por reaccién, la concentracion del
MgCl, y la temperatura de hibridacién
(Ta) como parametros principales
en la PCR para los RAPD e ISSR
evaluados fue exitosa en el proceso
de estandarizacién y optimizacién.
La obtenciéon de patrones de bandeo
monomorficos en vitroplantas e
hiuelos al utilizar algunos RADP y los
ISSR estandarizados son un indicio
de que las plantas producidas por
sistemas de propagacion in vitro son
fieles al material parental.
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