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MARCADORES DE AMPLlFlCAClON ALEATORIA 
DE ADN POLlMORFlCO RAPD) 
Y POLIMORFISMO GEN A TIC0 

R. Rojas, Belkis Corona y D. Rlvas 

ABSTRACi'. Five tomato vaneties were anaiyzed tbrough 
polymerase chain reaction technique with arbitrary 
primen (PCR-AP). ' ho  arbitrary primen were used, tbey 
shming differences at tbe patterns obtained by means of 
genome amplification of bese varieties. The application 
of RAPD as genetical marken or to detect intravanetal 
polporphism is  appraised in ibis paper. 

RESUMEN. Mediante el uso de la técnica de reacción en 
cadena de la polimerasa con cebadores arbitrarias 
(PCR-M), se analizaron cinco variedades de tomate. Se 
utilizaron dos cebadores arbitrarios, los que íevela~on 
diferencias en los patrones obtenidos mediante la amplifi- 
cación del genomade estas cinco variedades. Se valora la 
utilización de los RAPD como marcadores genéticos o 
para la detección de polimoñisrno intravanetal. 

iGy wds: Polymerase chain reaction, tomato, genetic 
poíporphism, RAPD marken 

Laaplicación de técnicas moleculares a la agricul- 
tura ha despertado mucho entusiasmo entre varios 
cientííicosdetodo el mundo. En los momentos actuales 
un gran número de investigaciones están dirigidas a la 
búsquedade marcadores moleculares asoclados age- 
nes de interés, entre los que se destacan aquellos 
relacionados con la resistencias patógenos y afactores 
abiótkos (calor, humedad, sallnidad, &&era). Los 
marcadores molecuiares que han demostrado estar 
ligados a caracteres de interés han sldo ampllamente 
usados, tanto para monitorear la introgresión de genes 
en programas de c~zamlento cOmo en el clonaje de 
genes de interk económko (AVRD, 1981). 

El pollmorRsmo de longitud de los fragmentos de 
restriccibn (RFLP) ha sido ampliamente usado para 
estos fines, tanto en animales como en plantas (Heient- 
jaris et aL, 1985). Recientemente se ha demostrado la 
utilidad de laamplificacibn aleatoriadel ADN polimórfi- 
co (RAPD), mediante la reacción en cadena de la poll- 
merasa (PCR), como marcador molecular para una 
gran variedad de organismos eucarlóticos: animales, 
hongos y plantas (Paran, Kesseil y Mkhelmore, 1981). 
Otros autores plantearon que laampllflcación aleatoria 
del ADN por PCR constituye una alternativa Interesante 
para la detección de polimorfismo genético (D'Ovidio, 
lanzaredla y Porceddu, 1990, y D'Ovidb d aL, 1QB2), 
pero el PCR convencional requiere de información so- 
bre la secuencia nucieotídlca a amplificar. Reciente- 
mente se ha comenzado a usar una variante de PCR, 
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en la que los cebadores son de secuencia arbitraria 
(PCR-AP), con lo que se evita tener que conocer la 
secuencia del ADN a amplificar iAnita Selktedt et 
d., 1992). 

En el cultivo del tomate se ha informado la 
existencia de marcadores RAPD, los que se sugiere 
están asociados con la tolerancia al calor. Partlcular- 
mente interesante resulta la menclón de bandas de 3 y 
7.5 Kpb, obtenidas usando el cebedor 'Universat de 
1 7 m er del fago M- 13 (GTAAAACGACGGCCAGT), en 
una variedad de tomate reslstente al calor 
(AVRD, 1W1). 

En el presente trabajo se hace un análisis de los 
patrones de amplificación obtenido6 en cinco varieda- 
des de tomate (Lpoprslcon esculenPum MiII.) , usando 
doscel$adoresdel fago M-1 3y se discute la posibilidad 
de usar los marcadores RAPD para detectar polimorfis- 
mo y resistencia. 

MATERIALES Y METODOS 
Maíerial Vegetal. Se utilizaron hojas de plantas de to- 
merbede3Od'ídegerminadas. Las variedades emplea- 
das fueron: CriolloQulvicán y Nagcarlán (resistentes al 
calor), y Roma VF, Cam pbell-28 y HC-3880 (suscepti- 
bles). 
Pmpamción de las muestras. El ADN total fue purifica- 
dosegun lametodologladescrita por Dellaporta, Wood 
y Hecks (1 983). La calidad de ADN obtenido para cada 
variedad se analizó en geles de agarosa 0.6 % en TBE, 
O . ~ ~ ~ . ~ L I '  de bromuro de etidb y visuallzados m e  
dlante un transiluminador & luz UV LKB modelo 201 1. 
Amplificación por PCR-AP. Se emplearon 100 ng de 
ADN purificado de cadavarledad, utilizándose para la 
ampllficacibn de ios mismos un cebador en cada reac- 
ción, probandose dos cebadores pertenecientes al fago 



M-13: el 'UniversaP de 17 mer (GTAAAACGACGC- 
CCAGT) y el 'Reverso' de 16 mer (AACAGCTATGAC- 
CATG) sin previo conocimiento de la secuencia 
nucleotídica del genoma de las variedades de tomate 
seleccionadas. Estoscebadores fueron sintetizados en 
el CIGB, Cuba. 

La técnica de ampl~caclón se realizó en un volu- 
men de 50pL, conteniendo Tris HCI 10 mv, pH 8.3; 
KCI 50 mM; MgCb 25  mM; ESA 0.1 mg.mL- ; 1 mM de 
cada dNTP; 50 pM del cebador y 1 p L  por muestra de 
IaTaq-PolimerasaAmpliCen, CENSA, Cuba. 

Todas las amplificaciones ae ejecutaron en un 
equipoThermal Reactor Hybaldd mediante el siguiente 
programa: cinco ciclos de 94 C- 1 mituto, 45'C- 1 
mlnuto, 72'~- 2 minutos; 25 ciclos de O4 C-30 segun- 
dos, 4 5 ' ~  30 segundos, 72'~- 2 minutos; un ciclo de 
nOG 1 O minutos. 

Los resultados obtenidos se analizaron por elec- 
troforesis en geles de poliacrllamida al 4 % en TBE, y el 
productoamplificado sevisualizóen un transiluminador 
de luz UV. 

RESULTADOS Y DlSCUSlON 
En la figura 1 se observa la desaparición de dos 

ben\ de aproxlmedamente 1 Kpb en la variedad 
Campbell-28 y que se encuentran presentes en las 
varledades resistentes, pero esas mismas bandas apa- 
recen tambl6n en las variedades Roma VF y HC-3880, 
por lo que no puede afirmarse que exista correlación 
entre estas bandas y la reslstenciaal calor. También se 
pueden observarvariaciones gn la región de entre 2.2 
y 4 Kpb. Aunque estas variaciones pueden aportar da- 

tos sobre el polimorfismo genético intravarietal (Rivas, 
Belks Corona y Rojas, 1093), no existen evidencias 
paraque sean consideradas como marcadores asocia- 
dos acaracterístlcas de resistencia. 

En la figura 2 el comportamiento es similar, sin 
encontrar suficientes evidencias para relacionar la pre- 
sencialausenciade bandas con características de resis- 
iencia. 

El cebador 'Reverso' (ng. 2) mostró mayor poli- 
morñsmo intravarietal v los Datrones de am~lificación 
obtenidos son peifectámenk diferenciables'en las cin- 
covarledades. Helentiarls eS al. (1 985) encont rsron DO- 
ca varlabilidad entre variedades de L. esrulenhm 
mediante análisis de RFLP y plantean que las lineas de 
estaespecieson muy conservadas, por lo que nuestros 
resuttadocsugieren que este cebador se une a regiones 
no conservadas en el genoma de tales varledsdes y 
pudieraser usado en trabajos de identificación varietal 
o para la inspección de muestras, con vistas a determl- 
nar el grado de polimgrfismo entre diferentes vark  
dades. 

Debe tenerse en cuenta que variaciones en la 
secuencia nucleotídica, aún en regiones codificantes, 
pueden generar RAPD sin ninguna otravariación feno- 
típica (Laurie, Snepe y Gale, 1992). 

Para laelección de un marcador debe demostrar- 
se un estrecho ligamientoentreel marcador en cuestión 
y el carácter deseado. Por lo general, se prefiere que el 
marcador reconozca solamente el locus del gen que se 
deseaidentificar. En los estudios de polimorfismo, iden- 
Uñcaciónvarietal, filogenia, etcétera, es unaventaja usar 
un marcador que reconozca varios loci, pues nos apor- 
tará mayor cantidad de información sobre el genoma 
en análisis (Giese, 1992). 
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El uso de marcadores RAPD por sus varias venta- 
jas wbm abw métodos, entre las que se encuentran la 
rapldaz y oencllle~ su bajo costo por muestra asl como 
que esite método no Involucra el uso de sondes radiac- 
thras (D'Wb, Tanzadla y Porceddu, 1980), es sin 
l u g a i a d u d s s u n a a t t s r n ~ i ~ n t e  para ladetec- 
clbn de pollrnorflsmo gedtlco (Anh Sdistsrtt et 
d., 1 m ;  D'OuicNa, T8nzamIia y P o d d u ,  1980, y RI- 
m, edkis Corwiay Rojas, 1m) y pamk procesar un 
gran nálmsir, & mtmskm m poco tiempo (D'Ouidlo et 
d., l-. Su u t W  como marcador  de^ ~eslstsncla 
dependerá& la habilidad del inves;tigador deescoger 
el cebador que mrdaderrtmenbed ligado a oaracte- 
rísucasds rssistencia. 

Nwrstrorr multados muestran que esta tknica 
puede ser usada para la detección de polimorfismo 
genéüco sn el c u h i  dsl tomate (Rhras, B M i  Corona 
v Rolas, 1€@3), pero los cebadoras ueados no rcrvelan 
diferbnctaser¡ ¡& patronesque pusdan asr atrlbuldcrs a 
caracbbrlstlces de resisbncla al calor. Para esto debe 
hacerse una Ins~ección más am~lla del materlal en 
estudio y emplei un número mayor de cebadores para 
selecclonaraqueilos que puedan ra~hr taEes  difenn- 
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