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RESUMEN

Analizar DNA con PCR ha sido una estrategia de rutina desde la década de los afios noventa y se ha utilizado ampliamente con
diferentes propésitos, entre ellos en la caracterizacion, diferenciacion e identificacién de organismos. La técnica mas utilizada es la de
RAPDs, pero su reproducibilidad se ha cuestionado entre laboratorios. En el presente trabajo se demuestra el potencial de una
técnica no radioactiva basada en PCR que utiliza iniciadores aleatorios y de microsatélites en la misma reaccion denominada RAMPnr-
PCR (RAMP-PCR no radioactiva), adecuada para fines de genotipificacion de plantas. Esta técnica se evalu6 en diferentes especies
de leguminosas (Cicer arietinum L., Phaseolus vulgaris L., Arachis hypogaea L., Medicago sativa L., Lens esculenta Moench, Vicia
faba L., Glycine max L., Pisum sativum L. y Tamarindus indica L.) mostrando patrones mas informativos respecto a los obtenidos
independiente con RAPDs y MP-PCR. Los productos de RAMPnr se separaron en geles de agarosa y se tifieron con bromuro de
etidio. Algunas de las ventajas que la técnica ofrece son mayor estabilidad y cantidad de huellas detectadas, no requiere marcaje y el
costo es equivalente al de las técnicas mencionadas; por lo que RAMPnr-PCR podria ser de gran utilidad en la tipificacion de
genomas, asi como en la busqueda de marcadores genéticos asociados a caracteristicas especificas.

PALABRAS CLAVE ADICIONALES: marcadores moleculares, PCR, genotipificacion.

OPTIMIZATION OF DNA FINGERPRINTSOBTAINED
WITH RAPD AND MP-PCR BY THE RAMPNR TECHNIQUE

ABSTRACT

PCR-based analysis of DNA has been a routine strategy since the 1990s; it has been widely used for several purposes, among these
characterization, differentiation and identification of organisms. The RAPD technique is the most common; however its reproducibility
has been questioned among laboratories. In this study, the potential of a non-radioactive technique for genotypification that uses both
random and microsatellite primers in the same PCR reaction, called RAMPnr-PCR (non-radioactive RAMP-PCR), is reported. This
technique was evaluated with different species of legumes (Cicer arietinum L., Phaseolus vulgaris L., Arachis hypogaea L., Medicago
sativa L., Lens esculenta Moench, Vicia faba L., Glycine max L., Pisum sativum L. y Tamarindus indica L.). DNA profiles exhibited
were more informative than those obtained independently with RAPDs and MP-PCR. RAMPnr-PCR has several advantages: it is more
stability and produces a higher number of DNA fingerprints, marking is not required and cost is equivalent to that of RAPDs or MP-PCR
techniques. For those reasons, RAMPnr-PCR can be of great use in typification of genomes as well as in the search for molecular
markers related to specific traits.

ADDITIONAL KEY WORDS: molecular markers, PCR, genotyping.

INTRODUCCION comerciales para proteccién de derechos de obtentor y
La genotipificacion es una tecnologia utilizada desde patentes; para control de la calidad en la producc_|on y
la década de los afios ochenta con muy amplias procesamiento de plantas, para establecer relaciones

aplicaciones (Caetano-Anollés, 2001). De manera practica 9enéticas y evolutivas y, especialmente en el
se ha empleado en la caracterizacién de variedades fitomejoramiento, se utiliza para confirmar la identidad de
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los progenitores y progenie en poblaciones mejoradas
mediante seleccién asistida por marcadores (Yang et al.,
1996; Valadez-Moctezuma et al., 2001). Sin embargo, su
aplicacion de forma rutinaria en diferentes laboratorios
puede requerir del uso estandarizado de protocolos para
reproducir los resultados. Esto es especialmente importante
en la comparaciéon de colecciones de germoplasma cuya
finalidad es apoyar la conservacion y explotacion de los
recursos genéticos (Winter y Kahl, 1995; Valadez y Kahl,
2000).

Estudios similares se han realizado en algunos
patdégenos de plantas, ya que la estimacion de su
variabilidad genética junto con pruebas de patogenicidad,
proveen las bases para la deteccion anual de cambios en
su distribucién, lo que es de utilidad para diagnosticar y
prevenir epidemias futuras (Kaemer et al., 1992).

Latecnologia de PCR ha sido una de las herramientas
moleculares mas utilizada para los propésitos citados, pero
también para aislar genes especificos, detectar alelos
(Hoelzel, 1992); e incluso, para el estudio de relaciones
genéticas de especies fosilizadas o momificadas (Paabo,
1989; Al-Zahim et al., 1997; Pejic et al., 1998). Los estudios
de relacion genética con técnicas moleculares se basan
en el principio de que los fragmentos de DNA que se
comparan en el mismo sistema electroforético y que
muestren el mismo peso molecular tienen el mismo origen,
siempre y cuando se hayan obtenido con las mismas
técnicas. Diferentes protocolos se han disefiado para
revelar esas similitudes o diferencias gendmicas, pero su
sensibilidad para la deteccién es diferente (Valadez-
Moctezuma et al., 2001).

Una de las técnicas mas populares de PCR es la de
RAPD (Random Amplified Polymorphyc DNA) que permite
la sintesis de fragmentos especificos de DNA (amplicones),
cuando dos iniciadores aleatorios se alinean en zonas
invertidas y complementarias en el genoma (Caetano-
Anollés, 2001). Sin embargo, su reproducibilidad entre
laboratorios se ha cuestionado por causa de factores vari-
ables; por ejemplo, la variacion de temperaturas durante el
termociclaje ocasionada por los diferentes tipos de
termocicladores, la marcay concentracion de los reactivos
utilizados (MgCl,, DNA polimerasa, principalmente) y la
calidad del DNA, principalmente (Penner et al., 1993; Staub
etal., 1996).

La técnica MP-PCR (Microsatellite Primed-PCR por
sus siglas en inglés) fue utilizada por vez primera por Meyer
en 1993y requiere iniciadores que complementen regiones
del genoma en donde se encuentre el microsatélite
correspondiente (Weising et al., 1998). Este término de-
scribe la organizacion repetida en serie de grupos de di, tri
y tetranucleétidos cuya funcién se desconoce hasta la
fecha, pero se especula que pueden ser de tipo regulatorio
(Huttel et al., 1997) y que juegan un papel importante en
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los procesos de evolucion (Moxon y Wills, 1999). Los
microsatélites se han reportado en todos los eucariontes
estudiados y la principal ventaja que ofrecen para
genotipificacién es su abundancia y dispersion en el DNA,
lo que permite detectar variaciones informativas en regiones
especificas de un locus particular y obtener huellas de
diferente longitud; es decir, verdaderos “DNA fingerprints”.
Ejemplos de estas secuencias son (GATA),, (GACA),,
(TCC),, (GTG),, (GGAT),, (CT),, (CA), (Sharma et al.,
1997). La deteccion y analisis de los productos de MP-
PCR se realiza de la misma forma que RAPDs, aunque es
recomendable separarlos en geles de acrilamida y tefiirlos
con plata (Staub y Serquen, 1996; Weising et al., 1998).

RAMP-PCR (Random Amplified Microsatellite Poly-
morphism) fue unatécnica propuesta por Wu et al., en 1994,
Utiliza iniciadores de microsatélites anclados en el extremo
5’y marcados con P32, ademas de iniciadores aleatorios.
El programa de termociclaje se disefié en este caso para
favorecer principalmente la amplificacion de los
microsatélites, aunque no se excluia la posibilidad de
considerar bandas tipo RAPDs. Estos investigadores
reportaron que la técnica detecté entre 10 y 20
polimorfismos por iniciador en geles de acrilamiday de 2 a
7 alelos en 11 ecotipos diferentes de Arabidopsis, lo que
superaba las expectativas con otras alternativas.
Posteriormente, la técnica se utilizé también con éxito por
Becker y Heun (1995) y Huttel (1997) en el cultivo de gar-
banzo (citados por Weising et al., 1995) y por Sanchez de
la Hoz et al. (1996) en cebada, pero en ambos casos sin
radioactividad.

La modificacién realizada por nosotros a esta técnica
(RAMPnNr) se realiz6 como opcion para la deteccion de
perfiles de DNA mas abundantes e informativos que los
obtenidos con RAPDs y MP-PCR en genotipificacion de
plantas, pero sin radioactividad y sin acrilamida;
considerando, en primer lugar, que la reproducibilidad de
los RAPDs se ha cuestionado pero no los detectados con
microsatélites. La modificacion consistié en que los
iniciadores de microsatélites fueron sin anclas y sin marcaje
(Figura 1) y los productos obtenidos se separaron en geles
de agarosa convencionales y tefiidos con bromuro de etidio,
lo que facilita su utilizacién en muchos laboratorios.

Con la finalidad de evaluar el potencial de la técnica
modificada, el objetivo de este trabajo fue comparar la
capacidad informativa de las huellas tipo RAPDs, MP-PCR
y RAMPnNr-PCR en nueve genotipos de diferentes especies
de leguminosas de importancia econémica para México.

MATERIALESY METODOS

Se utilizaron plantulas crecidas en condiciones de
invernadero de las siguientes especies cultivadas: garbanzo
(Cicer arietinum L.), frijol (Phaseolus vulgaris L.), cacahuate
(Arachis hypogaea L.), alfalfa (Medicago sativa L.), lenteja
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FIGURA 1. Diagrama de la técnica de RAMP-PCR no radioactiva (RAMPnr). Esta técnica permite la sintesis de cualquier region de DNA
flanqueada por iniciadores aleatorios y/o de microsatélites de manera simultanea mostrando los polimorfismos en los fragmentos
tipo RAPD-RAPD, RAPD-MP, MP-RAPD y MP-MP al comparar dos o0 mas genomas. Los polimorfismos que se comparan se
deben ala pérdida o ganancia de bases nitrogenadas en la secuencia particular delimitada por los iniciadores.

(Lens esculenta Moench), haba (Vicia faba L.), soya (Gly-
cine max L.), chicharo (Pisum sativum L.) y tamarindo
(Tamarindus indica L.).

ElI DNA se obtuvo con el método de Dellaporta et al.
(1983) y el RNA de las muestras se elimindé con RNAsa (10
mg-ml?), finalmente el DNA se resuspendié en TE pH 8
(Tris-HCI 10 mM, pH 8, EDTA 1mM). Previo a la aplicacion
de las técnicas, se estandarizaron las condiciones para las
reacciones respectivas de PCR ajustando las cantidades
de DNA, enzima DNA polimerasa y MgCl, principalmente.
Para RAPDs se utilizaron los iniciadores aleatorios G-03
(5-GAGCCCTCCA-3) y G-10 (5-AGGGCCGTCT-3’) de
Roth Company; para microsatélites el iniciador (GATA), de
Gibco BRL; y para la técnica de RAMPnr, la combinacion
de ambos iniciadores [(GATA), + G-03 y (GATA), + G-10].
El programa de termociclaje para las tres técnicas fue: 1
cicloa 94 °C 1 min; 35 ciclos [94 °C, 20 s; 40 °C, 1 min; 72
°C, 20 s] y 6 min de extension final a 72 °C. La seleccion y
combinacién especifica de los iniciadores para la
implementacion de RAMPnr fue definida con base en la
capacidad de amplificacion de los iniciadores aleatorios a
la T,, 6ptima del microsatélite; es decir, que para combinar
cada iniciador aleatorio con (GATA), éstos fueran capaces
de funcionar a 40° C. El éxito de la técnica radica
precisamente en este aspecto, ya que aquellos iniciadores
para RAPDs que funcionen con T,, mayores de 35° C
(temperatura que normalmente utiliza esta técnica)
garantizan especificidad y reproducibilidad en los patrones

RAMPnNr. Para seleccionar los iniciadores aleatorios
apropiados, se evaluaron las 20 secuencias del kit G desde
35° C a 48° C, seleccionando solamente al G-03 y G-10
para la técnica RAMP. Sin embargo, se realizaron otras
combinaciones de los mismos iniciadores aleatorios con
los microsatélite (GACA), y (GGAT), cuya T, esde 48 °Cy
los perfiles RAMPnr fueron también reproducibles e
informativos (datos no mostrados a excepcién de la
funcionalidad de los iniciadores aleatorios a esta
temperatura, Figura 2). Estos resultados nos permitieron
generalizar que, dependiendo del iniciador de microsatélite
a utilizar sera la temperatura a la cual se deben seleccionar
los iniciadores para RAPDs.

Para PCR se utilizé el termociclador DNA Thermal
cycler 480 de Perkin-Elmer. El volumen final de reaccion
fue de 25 ul con 200 MM de cada dNTP, 1.5 U de Tag DNA
polimerasa, 1X de amortiguador para Taq, 2 mM de MgCl,,
50 ng de DNA, 20 pmoles del iniciador de microsatélite y/o
20 pmoles del iniciador aleatorio correspondiente. En todos
los casos se incluyd un control negativo con todos los
componentes excepto DNA. Los productos se separaron
por electroforesis en geles de agarosa 2.2 % con
amortiguador TAE 1X (40 mM de Tris-HCI, pH 8.0; 20 mM
de acetato de sodio; 2 mM de EDTA) y se tifieron en una
solucion de bromuro de etidio (0.5 ug-ml?), posteriormente
se documentaron y analizaron con el sistema Kodak Digi-
tal Science 1D 2.0.
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FIGURA 2. Amplificaciones RAPDs a40y 48 °C con los iniciadores G-03y G-10 en diferentes leguminosas. M: marcador de peso molecular
de 1 kb; 1: blanco, 2: Cicer arietinum L., 3: Phaseolus vulgaris L., 4: Arachis hypogaea L., 5: Medicago sativa L., 6: Lens
esculenta Moench, 7: Vicia faba L., 8: Glycine max L.,9: Pisum sativum L., 10: Tamarindus indica L. Las flechas sefalan
algunos fragmentos conservados en ambas temperaturas. En los carriles 6 a 10 de de los RAPDs con G-03 no se indica algun
fragmento en particular porque todos fueron amplificados.

RESULTADOSY DISCUSION

Los perfiles RAPDs con los iniciadores G-03 y G-10
tanto a 40 °C como a 48 °C en las especies de leguminosas
utilizadas se muestran en la Figura 2. Aun cuando en este
estudio no se reportan perfiles RAMPnr a 48 °C, la aprecia-
ciény comparacion de los perfiles RAPDs en ambas tempe-
ratura, permite estimar la funcionalidad de este tipo de se-
cuencias para ser utilizados en la técnica que se esta propo-
niendo. La comparacion de los perfiles de DNA obtenidos
con las tres técnicas se indican en las Figuras 3y 4 (RAPDs,
MP-PCR y RAMPnNr) a 40 °C de alineamiento en el
programa de termociclaje. En el panel A de ambas Figuras
se muestran los perfiles RAPDs con los iniciadores G-03 0
G-10; en el panel B, los perfiles de MP-PCR utilizando el
iniciador (GATA), y en el panel C, los perfiles RAMPnr, res-
pectivamente. N6tese que los perfiles RAPDs y microsatéli-
tes en ambas Figuras son nitidos, pero en el panel C se
observan perfiles nuevos que comparten algunos fragmen-
tos (pesos moleculares similares) de los perfiles obtenidos
independientemente con las técnicas citadas, asi como
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también polimorfismos nuevos. Las figuras del panel C res-
pecto a las de los paneles Ay B, exhiben un patron complejo
y abundante de fragmentos, que se presume contienen no
solo la expresion de aquellos amplificados con cada uno
de los iniciadores involucrados, sino ademas, los amplico-
nes flanqueados simultdneamente por ambos iniciadores.
En otras palabras, este patron representa potencialmente
cuatro tipos de fragmentos: RAPD-RAPD; microsatélite-
microsatélite; RAPD-microsatélite y microsatélite-RAPD; lo
gue nos permite suponer que los perfiles RAMPnNr superan
el potencial de RAPDs y MP-PCR.

Respecto alos barridos que se aprecian en los perfiles
RAMP en el panel C de las Figuras 3y 4, también se apre-
ciaron con los otros microsatélites evaluados, aunque solo
se muestra el resultado con (GATA),. Es muy probable que
este barrido contenga artefactos que se manifiestan como
fragmentos incompletos, lo que provoca que no se aprecien
bandas definidas y nitidas; pero también cabe la posibilidad
de que existan fragmentos de pesos moleculares muy cer-
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FIGURA 3. Comparacion de perfiles de DNA obtenidos a 40 °C con el iniciador aleatorio ROTH G-03 (Panel A), con el microsatélite (GATA),
(Panel B) y con RAMPnr (Panel C) donde se combinaron ambos inicadores. M: marcador de peso molecular de 1 kb; 1: blanco,
2: Cicer arietinum L., 3: Phaseolus vulgaris L., 4: Arachis hypogaea L., 5: Medicago sativa L., 6: Lens esculenta Moench, 7:
Vicia faba L., 8: Glycine max L., 9: Pisum sativum L., 10: Tamarindus indica L. Las flechas sefialan algunos fragmentos

detectados en RAMPnr presentes en los paneles Ay B.
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FIGURA 4. Comparacion de perfiles de DNA obtenidos a 40 °C con el iniciador aleatorio ROTH G-10 (Panel A), con el microsatélite (GATA),
(Panel B) y con RAMPnr (Panel C) donde se combinaron ambos inicadores. M: marcador de peso molecular de 1 kb; 1: blanco,
2: Cicer arietinum L., 3: Phaseolus vulgaris L., 4: Arachis hypogaeaL., 5: Medicago sativa L., 6: Lens esculenta Moench, 7: Vicia
faba L., 8: Glycine max L., 9: Pisum sativum L., 10: Tamarindus indica L. Las flechas sefialan algunos fragmentos detectados

en RAMPnNr presentes en los paneles Ay B.

canos entre si, incapaces de definirse en geles de agarosa.
Esto ultimo puede superarse utilizando geles de acrilamida
para separar los productos RAMPnr, e incluso puede
incrementarse la nitidez tifiendo los amplicones con plata
(Weising et al 1998). Los perfiles detectados con RAMPnr
no se comparan con los que se obtienen con la técnica de
AFLP, que se ha considerado la mejor alternativa para
detectar mayor cantidad de polimorfismos en cualquier
genoma en un solo experimento (Valadez et al 2000; Pejic
et al 1998), pero proporcionan informacién nueva que
también se acerca a las variaciones que pudieran presentar
los genomas que se comparen, y con mayor probabilidad
que las técnicas de RAPDs o MP-PCR. Resultados
similares fueron reportados por Weising et al. (1995)
quienes detectaron patrones reproducibles y precisos al
utilizar iniciadores con alto contenido de GCa T, de 40 °C
042 °C en C. arietinum.

CONCLUSIONES

La modificacion a la técnica de RAMP (RAMPnr) em-
pleada en este estudio demostré ser una herramienta que
se puede utilizar de manera confiable, reproducible y sin
riesgos de radiacion que no requiere infraestructura sofisti-
cada. Es factible que su aplicacion para estimaciones de
diversidad genética, sobre todo en especies endogamicas
incremente la posibilidad de detectar polimorfismos de DNA
de manera rapida, eficiente y reproducible tal como ha sido
mostrado por Valadez-Moctezuma (2000) en Cicer arieti-
num L. La probabilidad de que los resultados obtenidos
sean reproducibles con iniciadores RAPDs se incrementa,
debido a que estos iniciadores se seleccionan a T, altas
(mayor de 35 °C) definida por el iniciador para microsatélites
con el que se combinen. Los analisis RAMPnNr proporcionan
una nueva alternativa para analizar practicamente cualquier
genoma, invirtiendo el mismo tiempo e insumos de laborato-
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rio que cualquier metodologia basada en la PCR; en este
sentido, nosotros hemos realizado estudios de diversidad
genética en algunos organismos patégenos de plantas
(Fusarium oxysporum) y en germoplasmas de Cicer arieti-
num L. y Medicago sativa L., con resultados bastante
satisfactorios (en proceso de publicacién).
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