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RESUMEN
Los papayuelos de montaña, entre ellos el babaco [Vasconcellea x helbornii Badillo (Badillo)], son   originarios
del Ecuador y poseen un alto valor nutricional por lo que tiene gran demanda a nivel nacional e internacional.
El presente trabajo tuvo como objetivo determinar a través de marcadores ISSR la estabilidad genética de
plantas de babaco propagadas in vitro. Se utilizaron hojas jóvenes (uno y dos) de 10 plantas madre (estacas)
y de 20 plantas propagadas in vitro.  Para el análisis se emplearon ocho cebadores. Un total de 55 bandas
fueron observadas de las 30 plantas analizadas. Se observó un 100% de loci monomórficos entre las plantas
madre provenientes de estacas y las plantas propagadas in vitro. Este análisis indicó que no existieron
diferencias a nivel molecular entre las plantas analizadas, para las combinaciones de cebadores empleadas
y que los marcadores ISSR pueden ser usados para este propósito.
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Determination of genetic stability of in vitro propagated plants of
Vasconcellea x helbornii Badillo (Badillo) using ISSR markers

ABSTRACT
The mountain papayuelo, among them babaco [Vasconcellea x helbornii Badillo (Badillo)], are native of Ecuador
and has a great nutritional value, that is it has a huge national and international demand. The objective of the
present work was to determine the genetic stability of in vitro propagated plants of babaco using ISSR
markers. It were used young leaves (one and two) of 10 mother plants (cuttings) and from 20 plants in vitro
propagated. For the analysis, eight primers were used. Forty five bands were observed from the 30 plants
analyzed. It were observed 100% of monomorphic loci between stem plants and plants in vitro propagated.
This analysis indicates that there were no differences at the molecular level between the plants analyzed for
the combinations of primers used and the ISSR markers may use for this purposes.
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INTRODUCCIÓN

Las especies del género Vasconcellea se
cultivan en zonas al tas de Sur América
especialmente en Ecuador, Colombia y Perú
(Schelderman et al., 2011). De las 16 especies
que posee Ecuador, el babaco al ser una planta
nativa del país muestra un gran potencial como
especie cultivable (Robles et al., 2013).

Durante generaciones la propagación de
babaco se ha realizado mediante el uso de
estacas, el cual es un sistema poco confiable

de producción de plantas a gran escala, por su
alto costo y por la propagación de
enfermedades. Las técnicas de cultivo in vitro
son muy útiles para la obtención de plantas de
alta calidad genética y fitosanitaria, donde los
métodos tradicionales son difíciles de aplicar.
El establecimiento de un protocolo eficiente de
regeneración de plantas a través de técnicas
de cultivo de tejidos en Vasconcellea permite
la multipl icación de nuevos individuos,
conservación de germoplasma y producción de
semillas de mejores características
agronómicas (Vélez-Mora et al., 2015).
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Sin embargo, las plantas regeneradas por
cultivo de tejidos son propensas a alteraciones
genéticas debido al estrés inducido por las
condiciones de cultivo in vitro y el modo de
regeneración. La estabilidad genética constituye
un requisito esencial para su uso (Bhowmik et
al., 2016).

En este sentido, se ha observado variabilidad
genética en especies como: Actinidia deliciosa
(A. Chev.) C.F. Liang & A.R. Ferguson (Palombi
y Damiano, 2002), Malus pumila L. (Mogdil et
al., 2005) y en Vanilla planifolia Jacks,
propagadas vía organogénesis indirecta, donde
obtuvieron un 71.66% de pol imorfismo
(Ramírez e Iglesias, 2015). La variabilidad
genética ha estado asociada con el genotipo,
el tipo de explante, la composición del medio
de cultivo, la forma de regeneración, entre otros
factores (Yin et al., 2013).

En babaco se han desarrollado varios trabajos
relacionados con el cultivo in vitro (Vega y Kitto,
1991; Jordán y Piwanski, 1997; Jordán y
Piwanski, 1998; Jordán et al., 2009; Jadán et
al., 2016 b) pero no se han realizado estudios
referidos a la estabilidad genética de las plantas
propagadas.

Los marcadores moleculares para determinar
la estabilidad genética de plantas regeneradas
in vitro, han sido ampliamente utilizados. Los
ISSR (del inglés: Inter Simple Sequence
Repeats) presentan una alta reproducibilidad
(Rout et al., 2009; Mohanty et al., 2011; Nayak
et al., 2011; Parida et al., 2011; Leva y
Petruccelli, 2012). Ellos se basan en el uso de
secuencias de microsatélites como cebadores
que generan múltiples bandas relacionadas.
Varios marcadores tipo microsatélites permiten
analizar un gran número de loci, lo que da una
alta posibilidad de encontrar polimorfismo,
incluso entre genotipos relacionados (Carrasco
et al., 2009). Son marcadores simples y
rápidos que combinan la mayoría de las
ventajas de otros tipos de marcadores tales
como: SSR (del inglés: Simple sequence
repeats), AFLP (del inglés: Amplified fragment
length polymorphism), RAPD (del inglés:
Random amplified polymorphic DNA)
(Ramakrishnan et al., 2014) entre otros.

En babaco, los marcadores ISSR, solo se han
empleado para caracterizar la diversidad
genética y el flujo de genes entre poblaciones

(Kyndt et al., 2005). Sin embargo, atendiendo
a sus ventajas podrían utilizarse en estudios
de aálisis de la estabilidad genética.

Por todo lo antes expuesto, el presente trabajo
tuvo como objetivo determinar a través de
marcadores ISSR la estabilidad genética de
plantas de babaco propagadas in vitro.

MATERIALES Y MÉTODOS

Material vegetal

Muestras de hojas jóvenes (uno y dos) de 10
plantas madre de babaco (estacas) (PM1-
PM10) obtenidas de acuerdo con el protocolo
de Jadán et al. (2016a) y hojas jóvenes de
plantas obtenidas in vitro (Jadán et al., 2016 b)
con dos meses de cultivo en la fase de
aclimatización. Se emplearon dos repeticiones
por cada una (1-20).

Determinación de la estabilidad genética
mediante ISSR

Se tomaron 200 mg de muestra foliar y se
trituraron con nitrógeno líquido hasta formar un
polvo fino, de acuerdo con el protocolo de
Khanuja et al. (1999) modificado.  Una vez
extraído el ADN se procedió a preparar el gel
de agarosa al 1.0% para determinar su integridad.
Posteriormente, se cuantificó y verificó la pureza
por espectrofotometría a través de las relaciones
260/280, 260/230 mediante Nanodrop 2000
(Thermo Scientific, EE. UU).

Se emplearon ocho cebadores (Ochoa et al.,
2008) que se describen en la Tabla 1.

La amplificación por reacción en cadena de la
polimerasa (PCR) se llevó a cabo en 25 µl de
volumen final, que incluyó 10 ng de la mezcla
de ADN genómico, 2.5 μl de tampón 10xPCR,
50mM de Cloruro de Magnesio (MgCl2), 10 mM
de dNTP, 2 µl del cebador, 0.4 U de Taq
Polimerasa (5 U/µl) (Invitrogen®), y 18.2 μl de
agua ultra-pura. El programa para la PCR fue:
desnatural ización a 94°C durante 2 min,
seguido por 35 ciclos bajo las siguientes
condiciones: desnaturalización a 94°C por 30
s, hibridación por 45 s y extensión a 72°C por 2
min. Se realizó una extensión final a 72°C
durante 7 min. Las reacciones de la PCR se
llevaron a cabo en el termociclador TECHNE-
TC-512 (EE.UU).
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Tabla 1. Cebadores ISSR (Ochoa et al., 2008) utilizados en el análisis molecular
de plantas de babaco obtenidas por cultivo in vitro.

No. Cebador Secuencias

(5’- 3’)

Temperatura de

hibridación (oC)

1 844A  CTCTCTCTCTCTCTCTAC 52

2 844B  CTCTCTCTCTCTCTCTGC 54

3 17898A  CACACACACACAAC 42

4 17898B  CACACACACACAGT 42

5 17899A  CACACACACACAAG 40

6 HB9  GTGTGTGTGTGTGG 47

7 HB11  GTGTGTGTGTGTCC 45

8 HB12  CACCACCACGC 40

Una vez que se realizó la PCR se procedió al
análisis de los amplicones, estos fueron
visualizados en geles de agarosa al 1.5%
(Dong et al., 2007). La corrida electroforética
se realizó a 120 V, 300 mA durante 50 min y el
gel fue analizado con el programa Dolphin-View
Imagine System.

Todas las reacciones con cada cebador ISSR
fueron repetidas dos veces.  Se calculó el
número total de bandas, el promedio de bandas
por cebador y el porcentaje de loci
monomórficos. Las bandas amplificadas se
registraron en una matriz binaria de uno
(presencia) y cero (ausencia). Se usó el
coeficiente de similitud de DICE para el análisis
entre las plantas madre y las obtenidas in vitro,
con la ayuda del paquete estadístico GenAlEx
6 (Versión 6) (Peakall y Smouse, 2006) para
análisis genéticos en Excel sobre Windows.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

A través del análisis ISSR se determinó la
estabilidad genética de las plantas de babaco
propagadas in vitro. Los ocho cebadores
empleados produjeron bandas fuertes y
claras. El número de bandas por cada
cebador varió de 1-10 con un promedio de
6.8 bandas por cada uno. El cebador 17899A
produjo el mayor número de bandas (10), con
tamaño entre 350-2000 pares de bases. Se
obtuvo un total de 55 bandas en las plantas
analizadas (Tabla 2). Se observó un 100% de
loci monomórficos entre las plantas madre
provenientes de estacas y las plantas
propagadas in vitro (Tabla 2 y Figura 1).

El coeficiente de similitud alcanzó el valor de
uno entre las plantas madre de estacas y las
propagadas in vitro lo que indicó 100% de
similitud entre ellas. Este análisis permitió
considerar que no existieron diferencias a
nivel  m olecular  para los cebadores
analizados.

Todos los cebadores empleados en la presente
investigación amplificaron las muestras de ADN
analizadas. Ochoa et al. (2008) con estos
mismos cebadores, en estudios de diversidad
genética entre poblaciones de Polylepis incana
Kunth y P. pauta Hieron, lograron la
amplif icación de 211 bandas de ambas
poblaciones, de ellas 202 fueron polimórficas,
lo que representó un 95.7% del total, con un
promedio de 21 bandas por cebador. Ello
demostró la amplia diversidad genética de
ambas poblaciones. Sin embargo, para babaco
con el empleo de estos cebadores no se
encontró pol imorfismo entre las plantas
propagadas in vitro y las obtenidas de estacas,
lo que demostró la efectividad de este tipo de
marcador también para estudios de estabilidad
genética.

Hasta el momento en Vasconcelleas, con el
empleo de marcadores ISSR, solo se han
referido los trabajos desarrollados por Kyndt
et al. (2005) para caracterizar la diversidad
genética y flujo de genes entre diferentes
poblaciones de babaco; Ocampo et al. (2006)
y Kanupriya et al. (2012) para analizar el flujo
de genes entre Carica papaya L. y especies
de Vasconcellea y Carrasco et al. (2014) para
caracterizar genéticamente la especie V.
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chi lens is  (Planch.  ex A.DC.).  Estos
resultados constituyen la primera investigación
relacionada con estudios de estabil idad
genética en plantas de babaco obtenidas por
cultivo in vitro a través de marcadores ISSR.

Tabla 2. Resultados de ISSR empleados en el análisis de plantas propagadas in
vitro a partir de secciones de hojas y las plantas de estacas del híbrido babaco
(Vasconcellea x helbornii Badillo (Badillo) de 8 semanas de cultivo.

Cebador Secuencia del cebador
Número de

bandas

Rango de longitud

(pb)

844A  CTCTCTCTCTCTCTCTAC 1 800-700

844B  CTCTCTCTCTCTCTCTGC 6 350-2000

17898A  CACACACACACAAC 7 500-2000

17898B  CACACACACACAGT 8 420 -2000

17899A  CACACACACACAAG 10 350-2000

HB9  GTGTGTGTGTGTGG 8 400-1200

HB11  GTGTGTGTGTGTCC 6 480 - 2000

HB12  CACCACCACGC 9 405- 2000

Total 55

Figura 1. Perfil de bandas ISSR con el cebador 17899A, en plantas propagadas in vitro a partir de
secciones de hojas del híbrido de babaco (Vasconcellea x helbornii Badillo (Badillo) de 8 semanas
de cultivo. Plantas propagadas in vitro (líneas 1–20), plantas madre (líneas de la PM1–PM10), LM.
Marcador de bajo peso molecular, pb. pares de bases.

La estabilidad genética de plantas regeneradas
a través de las técnicas de cultivo in vitro, ha
sido referida en un gran número de especies,
tales como: Prunus dulcis L. (Martins et al.,
2004), Phoenix dactylifera L. (Saker et al.,
2006), Jatropha curcas L. (Sharma et al., 2011),

Cleome gynandra L. (Rathore et al., 2014),
entre otras.

Yin et al. (2013), en Lilium spp. emplearon la
misma vía de propagación de plantas a través
de la organogénesis directa a partir de
secciones de hojas y no detectaron variabilidad
genética con el empleo de marcadores ISSR.

El empleo de estos marcadores en el presente
estudio constituye un punto de partida
importante para su uso en estudios de



estabilidad genética de plantas obtenidas a
través del cultivo in vitro para cualquiera de las
especies de Vasconcellea.

CONCLUSIONES

Los marcadores ISSR pueden ser utilizados
en estudios para determinar estabil idad
genética de plantas propagadas in vitro de
babaco, con estos no se encontraron
diferencias a nivel molecular entre las plantas
in vitro y las plantas madre.
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