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EMPLEO DE MARCADORES RAPD PARA EL ANALISIS
DE LA VARIABILIDAD GENETICA EN GENOTIPOS
DE TOMATE (Lycopersicon esculentum, Mill.)

J. P. Mukandama®, Belkis Peteiray Maria C. Gonzalez

ABSTRACT. In the National Center of Agricultural Health
(CENSA), seeds from six possible tomato radiomutants with
their respective donating varieties were sown in glasshouses,
with the objective of evaluating their genetic variability by
means of RAPD markers. The 14 primers used generated 80
polymorphic bands, determining a total of 90 bands. These
results suggest the existence of agreat genetic diversity inside
the analyzed material, molecularly differing four genotypes
from their respective donating varieties.
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INTRODUCCION

Ha sido demostrada la importancia de los marcado-
res morfolégicos y bioquimicos (1, 2) en la evaluacién de
las diferencias entre genotipos de tomate, para la discri-
minacion de variedades de esta hortaliza, a través de pro-
gramas de mejoramiento genético, para su adaptacion a
las condiciones climéticas. Sin embargo, los marcado-
res morfoldgicos y bioquimicos no son capaces de de-
tectar suficiente polimorfismo entre variedades o espe-
cies proximas, debido a que son resultados de la expre-
sion genotipica, del ambiente y de la interaccion entre el
genotipo y el ambiente (3), por lo que es imprescindible
caracterizar con la mayor acuciosidad posible la diversi-
dad genética que presenta cada coleccion. Los avances
de la tecnologia del ADN recombinante han permitido el
desarrollo de los marcadores basados en el ADN, consi-
guiendo estabilidad en la identificacion de especies y
variedades (4). En este sentido, un método muy efectivo
es la aplicacion de marcadores moleculares como RAPD,
RFLP, AFLP, etc., que suministran un buen diagnéstico
sobre la estructura de las poblaciones silvestres o sobre
la diversidad de las colecciones establecidas (5). En el
presente trabajo se emplearon los marcadores RAPD,
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RESUMEN. En e Centro Nacional de Sanidad Agropecuaria
(CENSA), se sembraron en condi ciones semicontroladas seis
posibles radiomutantes de tomate con sus respectivos donan-
tes, con €l objetivo de evaluar lavariabilidad genéticade estos
mediante el empleo de marcadores RAPD. Los 14 cebadores
utilizados generaron 80 bandas polimdrficas, determinando un
total de 90 bandas. Estos resultados sugieren la existenciade
una gran diversidad genética dentro del material analizado,
diferenciandose molecularmente cuatro genotipos de sus res-
pectivas variedades donantes.
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con el objetivo de corroborar si los genotipos selecciona-
dos, por su alto potencial productivo en condiciones de
bajos suministros de agua, se diferencian molecularmente
de sus respectivas donantes.

MATERIALES Y METODOS

Las semillas de los genotipos de tomate selecciona-
dos en condiciones de bajos suministros de agua en el Ins-
tituto Nacional de Ciencias Agricolas (INCA), se colocaron
conjuntamente con sus respectivas variedades donantes
(Tabla I) en cajuelas con suelo Ferralitico Rojo esterilizado,
mantenidas en casa de cristal en condiciones
semicontroladas a temperatura de 23°C +/- 2°C y a una
humedad relativa entre 80-85 %, con un fotoperiodo natural
en el Centro Nacional de Sanidad Agropecuaria (CENSA).

Tabla I. Relaciéon y origen del material vegetal utilizado

Genotipos  Origen

INCA-9-1  Cruzamiento de Ontario 7710 X Campbell-28
(variedad donante)

R16-300 Irradiacién de la variedad INCA-9-1 con 300 Gy
de rayos gamma ®°Co

R20-300 Irradiacion de la variedad INCA-9-1 con 300 Gy
de rayos gamma ®°Co

R4-300 Irradiacién de la variedad INCA-9-1 con 300 Gy
de rayos gamma *°Co

R19-500 Irradiacion de la variedad INCA-9-1 con 500 Gy
de rayos gamma ®°Co

Amadlia Cruzamiento y retrocruces entre Campbel[-28,
Caribe, INCA -3 y HC-2580 (variedad donante)

R15-500 Irradiacién de la variedad Amalia con 500 Gy
de rayos gamma ®°Co

R17-500 Irradiacién de la variedad Amalia con 500 Gy

de rayos gamma *°Co
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A los 30 dias de germinadas las semillas, se toma-
ron las hojas jévenesy se realizd una extraccion de ADN (6)
a todo el material vegetal mencionado anteriormente. La
calidad del ADN se constatd por electroforesis de los
extractos en geles de agarosa al 0.8 % y solucion
amortiguadora de corrida TBE 0.5X (45mM Tris-Borato,
1mM EDTApH 7), tefilidos con bromuro de etidio (5 mg.mL™)
y observados en un transiluminador (Bioblock Scientific).
La concentracién se estimo por la medicién de la densi-
dad 6ptica a 260 nm en un espectrofotémetro Ultrasepec
Plus Spectrophotometer Pharmacia LKB.

La reaccion de amplificacién se realizé en un volu-
men total de 25 uL que contenia: 10 mM Tris-HCl a
pH 8,3; 50mM KCI, 2mM MgCl,, 0.001 % de gelatina,
100uM de cada dNTPs, 5 pmoles de cebador (Kits OPA
y OPF de la firma comercial Operon Technologies), 100ng
de ADN gendémico y 2U de Taq ADN polimerasa
(Amplicen). La amplificacion se produjo en un
termociclador marca Techme de la firma Progene progra-
mado para 45 ciclos de 1 min. a 94°C, 1 min. a 36°Cy 2
min. a 72°C, y un ciclo de 10 min. a 72°C. Los productos
de la PCR se visualizaron por electroforesis en gel de
agarosaal 1.5 % en solucién amortiguadora TBE 0.5X y
se tifieron con bromuro de etidio, antes de ser observa-
dos en un transiluminador. Se informaron los productos
de la PCR, tomando las bandas més intensas, como pre-
sentes [1] o como ausentes [0] en cada genotipo, crean-
do asi una matriz de valores binarios que se analizé a
través de la aplicacion del software computacional CLATAX
(7), para determinar el grado de similitud utilizando el
coeficiente de similitud de Neiy Li (8), entre el material
genético analizado, para luego construir un dendrograma
mediante el algoritmo UPGMA por medio del paquete
STATISTICA (9).

RESULTADOS Y DISCUSION

A partir del analisis molecular basado en los 14
cebadores empleados, se puso de manifiesto que estos
generaron 90 bandas producto de la amplificacion (Tabla 1),
de las cuales 80 fueron polimérficas para un promedio de
5.7 bandas por cebador. Es de destacar que casi la tota-
lidad de los cebadores usados fueron muy informativos,
con excepcion del OPA 13, que no detectd polimorfismo
entre el material genético estudiado.

El cebador OPA 12 y todos los cebadores OPF, ex-
cepto OPF 01, alcanzaron el 100 % de bandas
polimérficas, resultando Utiles en la determinacion de
polimorfismo. Se destaco el cebador OPF 13 por el gran
ndamero de bandas generadas, de las cuales el 100 %
fueron polimorficas. De acuerdo con la literatura consul-
tada, los porcentajes de polimorfismo genético alcanza-
dos en este trabajo son altos, en comparacion con los
gue se han obtenido normalmente en tomate (Lycopersicon
esculentum Mill), mediante los marcadores
morfoagrondmicos y bioquimicos (2, 10), marcadores de
RAPD (3, 11) y por medio de otros marcadores
moleculares (12, 13, 14).

Tabla Il. Cantidad de bandas totales y polimérficas
detectadas en el ensayo de la reaccion en
cadenade polimerasa (PCR) y porcentajes
de polimorfismo

Cebador Secuencia Total de Bandas Porcentgjede
bandas  polimérficas  polimorfismo
OPA 02 TCCCGAGCTG 6 3 50
OPA03 AGTCAGCCAC 5 4 80
OPA 12 TCGGCCATAG 4 4 100
OPA 13 CAGCACCCAC 5 0 0
OPF 01 ACGGATCCTG 9 8 88
OPF 03 CCTGATCACC 5 5 100
OPF 04 GGTGATCAGG 4 4 100
OPF 05 CCGAATTCCC 5 5 100
OPF 06 CGGAATTCGG 9 9 100
OPF 07 CCGATATCCC 3 3 100
OPF 10 GGAAGCTTGG 8 8 100
OPF13 GGCTGCAGAA 14 14 100
OPF 14 TGCTGCAGGT 4 4 100
OPF 15 CCAGTACTCC 9 9 100

Con el procedimiento no-jerarquico (K-means) del
Analisis de Conglomerados, basado en los indices de
similitud, se identificaron al menos dos grupos de dife-
rente diversidad genética (Figura 1): el primer grupo for-
mado por el genotipo R17-500 y su variedad donante
Amalia y el segundo por el resto de los genotipos anali-
zados. Este ultimo grupo se dividid a su vez en tres
subgrupos, donde el genotipo R19-500 y su variedad do-
nante INCA-9-1 integraron el primer subgrupo, los genotipos
R15-500 y R20-300 formaron el segundo subgrupoy el ter-
cero estuvo compuesto por R16-300 y R4-300.
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Figura 1. Dendrograma derivado de las distancias
genéticas en el material vegetal analizado

Las similitudes encontradas entre R17-500 y R19-500,
y sus respectivas variedades donantes Amalia e INCA-9-1,
pudieran deberse a que los cebadores empleados en este
estudio conllevan a no esclarecer la situacion, al no am-
plificar otras regiones que acentdan mas las diferen-
cias, ya que los marcadores RAPD son dominantes por-
gue solo se amplifica un producto o variante alélica: aquel
gue cumple los requisitos de complementariedad entre el
cebadory las cadenas de ADN a una distancia=2 kb (15).
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Se pudo observar, ademas, que los genotipos R15-
500y R20-300 (derivados de Amalia e INCA-9-1, respec-
tivamente), manifestaron un comportamiento similar, as-
pecto que pudiera relacionarse con lo anteriormente ex-
puesto (15) y/o el origen de ambas variedades donantes
(Tablal). Sin embargo, los genotipos R15-500, R20-300,
R16-300 y R4-300 se diferenciaron molecularmente del
resto de los genotipos y de las variedades donantes, por
lo que se corroboré que el genotipo R15-500 es
radiomutante de la variedad Amalia y R20-300, R16-300y
R4-300 son radiomutantes de la variedad INCA-9-1, com-
probandose la efectividad de la seleccién realizada para
la obtencién de dichos genotipos potencialmente produc-
tivos en condiciones de bajos suministros de agua.

Se debe significar que el alto grado de polimorfismo
molecular detectado en este trabajo, mediante el empleo
de RAPD, corrobora las diferencias alcanzadas en las
evaluaciones morfoagronémicas efectuadas entre los mis-
mos genotipos y las variedades donantes y el resto de
los genotipos analizados, en condiciones de campo (16, 17),
lo que demuestra la importancia de los marcadores RAPD,
para la deteccién de variabilidad genética en el cultivo del
tomate, resultando los mas informativos aquellos
cebadores como: OPA 12, OPF 03, OPF 04, OPF 05,
OPF 06, OPF 07, OPF 10, OPF 13, OPF 14 y OPF 15,
los cuales podrian ser utilizados para la seleccion de
caracteres agronémicos e identificar variaciones en la
secuencia del ADN entre individuos. Estos resultados
ponen de manifiesto la efectividad de los rayos gamma
®9Co para generar variabilidad genética; comportamientos
similares se han obtenido en el cultivo del arroz (18, 19) y
en Musa spp (20). El uso directo de mutaciones ha sido
de gran valor para los cultivadores de planta, particular-
mente cuando se desea mejorar algunas caracteristicas
especificas, a fin de extender la vida agricola de buenas
variedades (21). Muchas variedades derivadas de la utili-
zacion directa de mutaciones inducidas en trigo, cebada,
arroz, frijol, cafia de azlcar, etc., han demostrado que
caracteristicas tales como talla baja, precocidad, resis-
tencia a ciertas enfermedades, tolerancia a la salinidad y
calidad, son inducidas en las variedades bien adaptadas
sin variar significativamente sus demas atributos. En el
tomate (Lycopersicon esculentum Mill), se han obtenido
somaclones resistentes a distintas enfermedades y se
continla investigando en la seleccién de plantas que su-
peren al donante en rendimiento y adaptacién a diferen-
tes épocas del afio (22).

CONCLUSIONES

Los resultados alcanzados en este trabajo permiten
reafirmar el poder de la técnica de RAPD, para el estudio
de la diversidad en la secuencia de una poblacién y co-
rroboran la efectividad del uso de rayos gamma *°Co, para
la induccién de variabilidad genética y la seleccién reali-
zada para la obtencién de genotipos de tomate con alto
potencial productivo en condiciones de bajos suministros
de agua.
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