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MARCADORES DE AMPLIFICACION ALEATORIA
DE ADN POLIMORFICO (RAPD)
Y POLIMORFISMO GENETICO

R. Rojas, Belkis Corona y D. Rivas

ABSTRACT. Five tomato varieties were analyzed through
polymerase chain reaction technique with arbitrary
primers (PCR-AP). Two arbitrary primers were used, they
showing differences at the patterns obtained by means of
genome amplification of these varieties. The application
of RAPD as genetical markers or to detect intravarietal
polymorphism is appraised in this paper.
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INTRODUCCION

Laaplicacién detécnicas moleculares a la agricul-
tura ha despertado mucho entusiasmo entre varios
cientificosdetodo el mundo. En los momentos actuales
un gran nimero de investigaciones estan dirigidas a la
busquedade marcadores moleculares asoclados age-
nes de interés, entre los que se destacan aquellos
relacionados con la resistencia a patbgenos y afactores
abiéticos (calor, humedad, salinidad, etcétera). Los
marcadores moleculares que han demostrado estar
ligados a caracteres de interés han sido ampliamente
usados, tanto para monitorear la introgresién de genes
en programas de cruzamlento como en el clonaje de
" genes de interés econdmico (AVRD, 1991).

El polimorfismo de longitud de los fragmentos de
restriccion (RFLP) ha sido ampliamente usado para
estos fines, tanto en animales como en plantas (Helent-
jaris et al., 1885). Recientemente se ha demostrado la
utilidad de laamplificacién aleatoria del ADN polimérfi-
co (RAPD), mediante la reaccién en cadena de la poli-
merasa (PCR), como marcador molecular para una
gran variedad de organismos eucariéticos: animales,
hongos y plantas (Paran, Kessell y Micheimore, 1991).
Otros autores plantearon que la amplificacién aleatoria
del ADN por PCR constituye una alternativa Interesante
para {a deteccion de polimorfismo genético (D'Ovidio,
Tanzarella y Porceddu, 1990, y D'Ovidio et al., 1992),
pero el PCR convencional requiere de informacion so-
bre la secuencia nucleotidica a amplificar. Reciente-
mente se ha comenzado a usar una variante de PCR,
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RESUMEN. Mediante el uso de la técnica de reaccién en
cadena de la polimerasa con cebadores arbitrarios
(PCR-AP), se analizaron cinco variedades de tomate. Se
utilizaron dos cebadores arbitrarios, los que cevelaron
diferencias en los patrones obtenidos mediante la amplifi-
cacion del genomade estas cinco variedades. Se valora la
utilizacion de los RAPD como marcadores genéticos o
para la deteccién de polimorfismo intravarietal.
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en la que los cebadores son de secuencia arbitraria
(PCR-AP), con lo que se evita tener que conocer la
secuencla del ADN a amplificar {Anita Selistedt et
al., 1992).

En el cultivo del tomate se ha informado la
existencla de marcadores RAPD, los que se sugiere
estdn asociados con la tolerancia al calor. Particular-
mente interesante resulta la menclén de bandas de 3y
7.5 Kpb, obtenidas usando el cebador "Universal® de
17 mer del fago M-13 (GTAAAACGACGGCCAGT), en
una variedad de tomate resistente al calor
(AVRD, 1991).

En el presente trabajo se hace un andlisis de los
patrones de amplificacién obtenidos en cinco varieda-
des detomate (Lycopersicon esculertumMill.), usando
dos ceBadores delfagoM-13y se discute la posibilidad
de usar los marcadores RAPD para detectar polimorfis-
moy resistencia.

MATERIALES Y METODOS

Material Vegetal. Se utilizaron hojas de plantas de to-
mate de 30diasde germinadas. Las variedades emplea-
das fueron: Criollo QulvicAn y Nagcarléan (resistentes al
calor), y Roma VF, Campbell-28 y HC-3880 (suscepti-
bles).

Preparacion de las muestras. El ADN total fue purifica-
dosegun lametodologiadescrita por Dellaporta, Wood
y Hecks (1983). La calidad de ADN obtenido para cada
variedad se analiz6 en geles de agarosa 0.6 % en TBE,
0.5 ;tg.mL'1 de bromuro de etidio y visuallzados me-
diante un transiluminador de luz UV LKB modelo 2011.
Amplificacién por PCR-AP. Se emplearon 100 ng de
ADN purificado de cada varledad, utilizandose para la
amplificacién de los mismos un cebador en cada reac-
cion, probandose dos cebadores pertenecientes al fago



M-13: el "Universal de 17 mer (GTAAAACGACGC-
CCAGT) y el *"Reverso" de 16 mer (AACAGCTATGAC-
CATG) sin previo conocimiento de la secuencia
nucleotidica del genoma de las variedades de tomate
seleccionadas. Estos cebadoresfueron sintetizados en
el CIGB, Cuba.

Latécnica de amplificacion se realizé en un volu-
men de 50 uL, conteniendo Tris HCI 10 mM pH 8.3;
KCI 50 mM; MgClz 25 mM; BSA0.1 mgmL™"; 1 mM de
cada dNTP 50 pM del cebador y 1 ul por muestra de
IaTaq-PolimerasaAmpliCen, CENSA, Cuba.

Todas las amplificaciones ae ejecutaron en un
equipo Thermal Reactor Hybaldd mediante el S|gulente
programa: r'mco ciclos de 94°C- 1 mmuto 45°C- 1
minuto, 72 °C- 2 minutos; 25 cnclos de 84 C-30 segun-
dos, 45°C- 30 segundos, 72 °C- 2 minutos; un ciclo de
72°C- 10 minutos.

Los resultados obtenidos se analizaron por elec-
troforesis en geles de poliacritamidaal 4 % en TBE, y el
producto amplificado se visualizé en un transiluminador
de luz UV.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la figura 1 se observa la desaparicién de dos
bandas de aproximadamente 1 Kpb en la variedad
Campbell-28 y que se encuentran presentes en las
variedades resistentes, pero esas mismas bandas apa-
recen también en las variedades Roma VF y HC-3880,
por lo que no puede afirmarse que exista correlacion
entre estas bandasy laresistenciaal calor. También se
pueden observar variaciones gn la regién de entre 2.2
y 4 Kpb. Aunque estas variaciones pueden aportar da-

t

tos sobre el polimorfismo genético intravarietal (Rivas,
Belkis Corona y Rojas, 1983), no existen evidencias
paraque sean consideradas como marcadores asocia-
dos a caracteristicas de resistencia.

En la figura 2 el comportamiento es similar, sin
encontrar suficientes evidencias para relacionar la pre-
sencia/ausencia de bandas con caracteristicas de resis-
tencia.

El cebador *Reverso*® (Fig. 2 mostré mayor poli-
morfismo intravarietal y los patrones de ampnflcaclon
obtenidos son perfectamente diferenciables en las cin-
covariedades. Helentjaris et al. (1985) encontraron po-

ca varlabilidad entre variedades de L. esculerntum
mediante andlisis de RFLPy plantean que las iineas de
estaespecie son muy conservadas, por lo que nuestros
resultadossugieren que este cebador se une a regiones
no conservadas en el genoma de tales variedades y
pudieraserusado en trabajos de identificacion varietal
o para la inspeccién de muestras, con vistas a determi-
nar el grado de polimgrfismo entre diferentes varie-
dades.

Debe tenerse en cuenta que variaciones en la
secuencia nucleotidica, aun en regiones codificantes,
pueden generar RAPD sin ninguna otra variacion feno-
tipica (Laurie, Snape y Gale, 1992).

Paralaeleccién de un marcador debe demostrar-
se unestrecholigamientoentre el marcadoren cuestion
y el carécter deseado. Porlo general, se prefiere que el
marcador reconozca solamente el locus del gen que se
deseaidentificar. En los estudios de polimorfismo, iden-
tificacidnvarietal, filogenia, etcétera, es unaventaja usar
un marcador que reconozca varios loci, pues nos apor-
tara mayor cantidad de informacién sobre el genoma
en andlisis (Giese, 1992).

Figura 1. Resulliados de la amplificacion con el cebador "Universal'. De kquier-
da a derecha: Criolio Quivican, Nagcarlan, Roma VF, Campbell-28,

HC-3880 y Lambda/Hind 1ll



Figura 2. Resullados de s ampilificacién con el cebador "Reverso”. De izquierds
a derecha: Criollo Quivican, Nagcarién, Roma VF, Campbeli-28,

HC-3880 y Lambda/Hind i1l

Ei uso de marcadores RAPD por sus varias venta-
jas scbre otros métodos, entre ias que se encuentran la
rapidezy sencillez, su bajo costo por muestra asi como
que este método no involucra el uso de sondas radiac-
tivas (D'Ovidio, Tanzarella y Porceddu, 1990), es sin
lugara dudas una alternativa interesante para la detec-
ciébn de polimorfismo genético (Anita Selistedt et
al., 1982; D'Owvidio, Tanzarellay Porceddu, 1880, y Ri-
vas, Bellds Coronay Rojes, 1983) y permite procesar un
gran nimero-cde muastras en-poco tiempo (D'Ovidio et
al., 1982). Su utlidad como marcadior de resistencia
depender& de la habilidad del investigador de escoger
el cebador que verdaderamente esté ligado a caracte-
risticasde resistencia.

Nuestros resultados muestran que esta técnica
puede ser usada para la deteccion de polimorfismo
genético en el cultivo del tomate (Rivas, Belkis Corona
y Rojas, 1883), pero los cebadores usados no revelan
diferenciasen los patrones gue puedan ser atribuldas a
caracteristicas de resistencia al calor. Para esto debe
hacerse una inspeccién més amplia del material en
estudioy emplear un nimero mayor de cebadores para
selecclionaraqueilos que puedan revelar tales diferen-
clas.
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