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RESUMEN 

El presente trabajo se realizó en el Laboratorio de Biología Mo-
lecular, de la Universidad Autónoma Chapingo, durante el año de 
1996, con el propósito de establecer diferencias y similitudes genómi-
cas de dos líneas de Lycopersicon esculentum Mill. (13-Nar de hábito 
indeterminado y THE-309 de hábito determinado) y el híbrido resul-
tante de la cruza de ambas, mediante la técnica RAPD. Un total de 
101 bandas de ADN que se obtuvieron con seis iniciadores aleatorios 
de la serie G de Operon, fueron analizadas en el programa NTSYS 
pc2, con el coeficiente de similaridad genética de agrupamiento sim-
ple. El dendrograma respectivo se realizó con el método de agrupa-
miento UPGMA. Las huellas de ADN generadas con los RAPDs per-
mitieron diferenciar claramente entre y dentro de las poblaciones 
analizadas. 

Palabras clave: L. esculentum Mill., descripcion varietal, RAPDs, 
PCR. 

SUMMARY 

 This work was done  at the Molecular Biology Laboratory of 
the Universidad Autónoma Chapingo, during 1996. The main objec-
tive was to findgenomic similarities and differences among two lines 
of Lycopersicon esculentum Mill. (13-Nar indetermined habit, and 
THE-309 determined habit), and their hybrid, by means of RAPDs 
markers. A total of 101 DNA bands were obtained with six random 
primers of the G Operon kit. These bands were analyzed with the 
pc2 NTSYS program, using the genetic similarities simple group 
coefficient.  The dendogram was done with the UPGMA cluster 
method. The DNA fingerprints allowed a clear differentiation among 
and within genotipes. 

Index words: L. esculentum, varietal description, RAPDs, PCR. 

INTRODUCCIÓN  

La agricultura moderna involucra la aplicación de los 
adelantos científicos para la generación de variedades o 
híbridos con alto potencial de rendimiento y calidad, y de 
la tecnología adecuada en la producción de semillas. Los 
procesos incluidos son el mejoramiento genético para la 
creación, validación y liberación de nuevas variedades y 
la producción, beneficio, almacenaje, análisis de calidad y 
certificación de semillas (Feistrizer, 1975). 

  
La obtención de variedades requiere de una adecuada 

caracterización para asegurar su identidad genética duran-
te el proceso de la multiplicación de semilla y así poder 
optar por el registro legal con propósitos de protección y 
certificación. Esta caracterización comúnmente se realiza 
con base en descriptores fenotípicos y estructuras repro-
ductivas en una muestra representativa de la población, la 
cual puede verse afectada si no se consideran los efectos 
ambientales y la interacción genotipo-ambiente. 

En las últimas dos décadas se han utilizado con éxito 
herramientas moleculares para el análisis del ADN con el 
objetivo de caracterizar y distinguir entre especies, razas, 
variedades, cultivares e individuos (Arus et al., 1982; 
Bassini, 1976; Stegemann, 1984; Valadez y Kahl 2000). 
Una de esas herramientas es la reacción en cadena de  la 
polimerasa (PCR), que permite sintetizar (amplificar) in 
vitro y de manera exponencial  fragmentos aleatorios o 
específicos de ADN a partir de un genoma que sirve co-
mo molde (Williams et al., 1990; Welsh y McClelland, 
1990; Valadez y Kahl, 2000). La tecnología de la PCR ha 
revolucionado la genética, ya que ha permitido identifi-
car, clonar, modificar y estudiar genes de diferentes or-
ganismos (Watson et al., 1992). También ha dado lugar a 
avances importantes en la detección fina de microorga-
nismos patógenos, estudio de ADN de especímenes ar-
queológicos, detección de mutaciones involucradas en la 
transmisión de enfermedades, estudios de paternidad, lo-
calización de genes, elaboración de árboles filogenéticos, 
taxonomía molecular y para estudios de la expresión ge-
nética (Lenstra, 1995; Von Eggeling y Spielvogel, 1995; 
Winter y Kahl, 1995; Valadez et al., 2001). 

Una de las técnicas para detectar marcadores molecu-
lares basada en la PCR es la de RAPD (Random Ampli-
fied Polymorphic DNA), que se distingue de otras porque 
utiliza iniciadores con secuencia de bases arbitrarias para 
la amplificación, lo que implica que pueden parearse 
químicamente en cualquier región donde encuentren com-
plementariedad; la probabilidad de que la amplificación 
ocurra es bastante alta, ya que normalmente los iniciado-
res son secuencias de 10 bases (Roux, 1995). Los poli-
morfismos de ADN detectados de esta manera se  
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comportan como marcadores dominantes y se heredan en 
forma mendeliana se pueden generar en cualquier especie 
y los datos que proporcionan pueden utilizarse para estu-
dios de diversidad genética y para caracterización genó-
mica (Williams et al., 1990; Welsh et al., 1991; Caetano-
Anollés et al., 1991).  

En especies vegetales y animales, los RAPDs se han 
utilizado con diferentes objetivos; por ejemplo, para la 
detección de híbridos y para la construcción de mapas de 
ligamiento genético (que es uno de sus principales usos, 
debido a que proporcionan mayor cantidad de informa-
ción que los RFLPs), además de la  facilidad y rapidez 
para aplicar la técnica (Xu et al.,1993 ; Valadez y Kahl, 
2000). En tomate (L. esculentum Mill.) y algunos genoti-
pos silvestres, los RAPD han permitido estimar su diver-
sidad genética (Williams y St. Claire, 1993). Paran et al. 
(1995) demostraron que los marcadores RAPD se pueden 
usar para determinar la pureza y la identidad de híbridos 
de tomate provenientes de diversas genealogías. Bogani et 
al. (1996) emplearon este tipo de marcadores para encon-
trar variación somaclonal en clones de tomate obtenidos 
por cultivo de tejidos. Asimismo, Foolad y Chen (1998) 
utilizaron RAPD para identificar QTLs asociados con la 
tolerancia a sales durante la germinación de semillas de 
tomate. Se han realizado también otros trabajos con obje-
tivos similares por Klein et  al. (1991), Majid et  al. 
(1993) y Ohmori et  al. (1996). 

En México, el tomate es una de las especies de mayor 
importancia  para el consumo y exportación; se ubica entre 
las primeras cuatro hortalizas, con alrededor de 72 000 ha 
con una producción de 2.3 millones de toneladas (Producto-
res de Hortalizas, 2000); también es la especie que genera  
más divisas por exportación (INEGI, 1999). 

Estas cualidades del cultivo justifican los esfuerzos nece-
sarios para desarrollar o adaptar técnicas que permitan ca-
racterizar los genotipos que se utilicen en los procesos de 
mejoramiento genético, u otras aplicaciones relacionadas a 
la generación de variedades comerciales o con fines de pro-
tección legal. El objetivo del presente trabajo fue establecer 
las diferencias y similitudes de dos líneas de tomate y su 
híbrido, mediante las huellas genómicas detectadas por la 
técnica de RAPD. 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Para el estudio se consideraron 10 plantas de cada lí-
nea de tomate desarrolladas en condiciones de invernade-
ro; la línea uno (13-17 Nar) de hábito de crecimiento in-
determinado, la línea dos (THE-309) de hábito determi-
nado, y el híbrido resultante que tiene hábito de creci-
miento indeterminado. El ADN se extrajó de acuerdo con 

Dellaporta et al. (1983) y se trató con ARNasa (10 mg 
mL-1) para eliminar los ARNs que se obtienen simultá-
neamente durante el proceso. Finalmente, el ADN se re-
suspendió en una solución de amortiguador tris-EDTA a  
pH 8 (Tris-HCl 10 mM a pH 8, EDTA 1 mM).  

Previo a la aplicación de la técnica, se estandarizaron las 
condiciones para la reacción de la PCR, habiéndose deter-
minando que 40 ng de ADN de tomate y una unidad de Taq 
ADN polimerasa (Perkin Elmer) eran concentraciones óp-
timas para obtener huellas reproducibles y nítidas. El resto 
de los reactivos (dNTPs, MgCl2, amortiguador para Taq 
ADN polimerasa e iniciadores, se utilizaron de acuerdo 
con las sugerencias del fabricante. 

Los RAPDs se realizaron por duplicado con seis ini-
ciadores de la serie G de la Compañía Operon (Cuadro 
1). Las reacciones de amplificación se llevaron a cabo en 
un volumen total 25 µL que contenían 21 µL de solución 
madre (Cuadro 2) y 40 ng de ADN genómico (10 ng µL-

1). En todos los casos se incluyó un testigo negativo en el 
que se sustituyó el ADN por agua bidestilada y otro con 
ADN de garbanzo (Cicer arietinum L.) que se utilizó co-
mo grupo no relacionado (comparador). Finalmente, cada 
tubo se cubrió con 25 µL de aceite mineral ultrapuro para 
evitar la evaporación durante la amplificación. Para la 
PCR se utilizó un termociclador modelo DNA Thermal 
cycler 480 de Perkin Elmer con el siguiente programa: 1 
ciclo a  94 0C  1 min, 38 ciclos [94 0C 30 s; 35 0C 30 s; 72 
0C 90 s] y 1 ciclo de extensión final a 72 0C durante 2 min 
30 s. Los productos amplificados se separaron  en geles 
de agarosa (SIGMA, Tipo I-A) a 1.2 % y después de la 
electroforesis el ADN se tiñó en una solución de bromuro 
de etidio (0.5 µg mL-1) durante 20 min y se destiñó con 
agua destilada durante 10 min; posteriormente se docu-
mentó con el equipo Kodak Digital Science 1D 2.0, mis-
mo que se usó para la detección de bandas de ADN, cuya 
sensibilidad permite detectar bandas que no aparecen a 
simple vista.  En todos los geles se incluyó el marcador 
de peso molecular de 1 kb (Gibco BRL). 

    El análisis estadístico de la información obtenida se 
realizó con el coeficiente de agrupamiento simple (Sokal y 
Sneath, 1963), y el dendrograma se construyó con el mé-
todo de agrupamiento UPGMA (Unweighted Pair Group 
Method using Arithmetic Averages); para ambos casos se 
utilizó el programa NTSYSpc 2.0 (Rohlf, 1997).
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Cuadro 1. Secuencia de los iniciadores aleatorios de la serie G de Ope-
ron  que se utilizaron para generar los marcadores RAPD. 
Código 5′ → 3′ 
OPG-04 AGCGTGTCTG 
OPG-07 GAACCTGCGG 
OPG-10 AGGGCCGTCT 
OPG-11 TGCCCGTCGT 
OPG-16 AGCGTCCTCC 
OPG-19 GTCAGGGCAA 

Cuadro 2. Componentes de la mezcla de reacción (solución madre) sin 
ADN genómico. 
6.1   µL agua bidestilada 
10.0 µL dNTP´s (200 µM de cada uno), Gibco BRL 
2.0   µL amortiguador para Taq ADN polimerasa (1X  final),  

Perkin Elmer 
2.5   µL MgCl2 (2 mM final), Gibco BRL 
0.2   µL Iniciador, Operon  
0.2   µL Taq ADN polimerasa 5 U µL-1 (Perkin- Elmer) 

 
RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 
En la Figura 1 se muestran, en orden descendente, los 

perfiles RAPD de las líneas progenitoras y del híbrido de 
tomate con los iniciadores OPG-07 y OPG-19. Cada gel 
contiene dos repeticiones de las reacciones de PCR. Nóte-
se que el patrón de bandas del ADN dentro de sus respec-
tivas repeticiones es igual, lo que demuestra la reproduci-
bilidad bajo las condiciones en que se llevó a cabo la in-
vestigación. El patrón de bandas del garbanzo (carril g pa-
nel C), no coincide con las bandas de los genotipos de to-
mate, lo cual muestra la falta de relación con esta especie. 
La amplificación con los otros iniciadores (imágenes no 
mostradas) también produjo patrones de bandas reproduci-
bles nítidas, pero obviamente diferentes porque cada ini-
ciador reconoce distintas zonas del genoma.  

 
Con base en la presencia o ausencia de bandas de ADN 

de un determinado peso molecular, se conformó una ma-
triz binaria en donde el dígito “1” representa presencia y 
el “0” ausencia de esa banda particular. El número de 
bandas de ADN obtenidas con cada iniciador fue variable, 
incluyendo el testigo (garbanzo); para OPG-10 se obtuvie-
ron 17 bandas; con OPG-11, 4 bandas; OPG-16, 14 ban-
das; OPG-04, 13 bandas; con OPG-19, 21 bandas y con 
OPG-07, 32 bandas. Los pesos moleculares considerados 
variaron desde 350 hasta 3890 pb. La matriz de datos mo-
leculares se conformó con un total de 101 bandas y 31 ge-
notipos (10 de cada muestra de tomate y uno de garbanzo).  

El dendrograma de la Figura 2 muestra la separación 
de cuatro grupos con un coeficiente de similitud de 0.64 
aproximadamente, que corresponden a las dos líneas pro-
genitoras (grupos A y C), al híbrido (grupo B) y al gar-
banzo (grupo D).  El híbrido se ubica más cerca de la línea 
1 con un coeficiente aproximado de 0.63.  Esta cercanía 
posiblemente responde a que comparten algunas caracterís-

ticas fenotípicas; por ejemplo, ambas son de hábito de cre-
cimiento indeterminado en contraste con la línea 2 que es 
de crecimiento determinado; por otro lado, la línea 1 y el 
híbrido son de fruto más redondo que la línea 2 cuyo fruto 
es más ovoide. Lo anterior se menciona sólo como refe-
rencia, sin que por ello se infiera que los datos molecula-
res estén asociados con el hábito de crecimiento o con el 
tipo de fruto de estos genotipos. Con un coeficiente cerca-
no a 1.0, se puede apreciar que algunos genotipos que con-
forman los grupos de tomate no fueron diferenciados indi-
vidualmente por los RAPD; por ejemplo, en el grupo A 
los genotipos denotados como P1, P3, P4 y P7; P5 y P6;  
P8, P9 y P10 a su vez formaron subgrupos, lo que indica 
similitud entre los que permanecieron juntos.  

En el híbrido la similitud entre los individuos se apre-
cia al interior de los subgrupos conformados con HP2, 
HP9, HP6, HP8, HP5, HP3 y HP4, HP10 y HP7. En la 
línea 2 prácticamente todos los genotipos fueron iguales, 
con excepción de L2P1. Esta diferenciación sugiere que 
las líneas de tomate no son completamente homocigoticas. 
Lo anterior concuerda con Paran et al. (1995) y Bogani et 
al. (1996), quienes reportaron que los RAPDs ayudan a 
demostrar la pureza e identificación de híbridos de origen 
diferente y la presencia de variación somaclonal. Otra de 
las ventajas de utilizar datos moleculares es la posibilidad 
de establecer relaciones de parentesco entre los genotipos, 
sin necesidad de observaciones fenotípicas en campo (Pa-
ran et al., 1995; Winter y Kahl, 1995) 

Es importante hacer notar que en el híbrido se observa-
ron algunas bandas que no se detectaron en los progenito-
res con los iniciadores OPG-4, OPG-7 y OPG-19. Es posi-
ble suponer que el origen de éstas se debe a amplificacio-
nes inespecíficas ocasionadas por pareamiento incompleto 
de esos iniciadores, ya que el genoma de los híbridos pue-
de presentar cambios en las secuencias de bases en algunas 
zonas, ocasionadas por la recombinación genética del ge-
noma de los progenitores. 

CONCLUSIONES 

Los resultados obtenidos en este trabajo demuestran 
que los marcadores RAPD pueden apoyar en forma directa 
la identificación de líneas de L. esculentum Mill. Sin em-
bargo, no es posible generalizar que con esta técnica tam-
bién se tenga éxito en otras especies vegetales, ya que en 
algunos casos no es posible detectar fácilmente polimor-
fismos, sobre todo en especies endogámicas.  Lo anterior 
implica que para diferenciación varietal o individual con 
fines legales, es conveniente evaluar otro tipo de marcado-
res que proporcionen más información. 
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1/ 1a, 1b a 10b son las plantas por genotipo con dos repeticiones (a y b) respectivamente. 
2/ g ADN de garbanzo con dos repeticiones. 
3/ C control sin ADN genómico con dos repeticiones.  
M Marcador de peso molecular 
 
Figura 1.Productos de amplificación de tres genotipos de tomate,  con los iniciadores OPG-07 y OPG-19. 
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Figura 2. Agrupamiento UPGMA de las lineas de tomate Lycopersicon esculentum Mill y El híbrido conformado con seis iniciadores. L1P1 a L1P10 repre-
sentan a los individuos de la Línea uno (13-67 Nar); L2P1 a L2P10 a los individuoas de la línea dos (THE-309) y HP1 a HP10 a los de híbrido.  G corres-
ponde al genotipo de garbanzo (Cicer arietinum L.) incluido en el análisis como grupo comparador. 
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