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RESUMEN

Entre las técnicas moleculares, RAPD-
PCR es una de las mas rapidas y opera-
tivamente simple para la caracterizacion de
cultivares. Sin embargo, la confiabilidad de
sus resultados radica, en gran parte, en la
optimizacion previa de variables que pueden
afectar los patrones de amplificacion. Se in-
vestigo la repetibilidad de patrones RAPD de
olivo bajo diferentes condiciones experimen-
tales. Entre ellas, la pureza del ADN, el tipo
de Tag ADN-polimerasa, las concentracio-
nes de Mg*?y dNTPs, el uso de tejidos ata-
cados por patdgenos y el uso de diferentes
termocicladores, modificaron los patrones de
bandas. Por el contrario, pequefias modifi-
caciones de la temperatura de apareamien-
to de cebadores, la concentracion del ADN
molde y la edad de los tejidos vegetales de
los cuales se aisld ADN, no afectaron los
patrones amplificados.
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SUMMARY

RAPD-PCR, although a relatively fast
and simple technique for cultivar characte-
rization, is influenced by several parameters
that need to be optimized prior using it as a
routine identification methodology. The
repeatability of olive RAPD patterns was
investigated under different PCR conditions.
Among the conditions tested the quality of
the DNA, the Taq DNA polymerase source,
changes in Mg? and dNTPs concentration,
pathogen infestation of olive tissues and
different thermocyclers could alter the RAPD
patterns. In contrast, small changes in the
temperature of annealing, the DNA
concentration and the age of tissues from
which DNA is isolated did not affect the
amplification patterns.
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La utilidad de los marcadores RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) en

la caracterizacion de variedades de olivo ya ha sido demostrada (3, 5, 8). Sin em-
bargo, como dichos marcadores pueden ser sensibles a pequefias modificaciones
en las condiciones de la reaccion de PCR (Polimerase Chain Reaction), producen
cambios en los patrones amplificados. Este es un serio inconveniente, especial-
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mente cuando se utilizan como una herramienta para establecer distincion, unifor-
midad y estabilidad (DUS) de nuevas variedades. En esta técnica, el uso de
cebadores cortos, con temperaturas de apareamiento relativamente bajas, puede
ocasionar apareamiento inespecifico entre el cebador y el ADN molde, amplificando
bandas poco reproducibles (9). Varios factores involucrados en la reaccion de PCR
pueden afectar la reproducibilidad de los patrones de amplificacion: la pureza y
concentracién del ADN, la concentracion de Mg?* (20), el tipo de ADN polimerasa
(17, 21), el termociclador empleado (15) y la presencia de ARN (21). La caracteriza-
cién de las condiciones de amplificacion permitiria resolver problemas técnicos me-
diante el ajuste de las variables involucradas e incrementar la reproducibilidad del
analisis por RAPD.

Objetivo

Investigar la reproducibilidad de los patrones de RAPD amplificados bajo dife-
rentes condiciones experimentales y discutir la utilizacion de esos marcadores en la
identificacion varietal de olivo.

MATERIALES Y METODOS

a. Material vegetal
Se recolectaron hojas jévenes y sanas de diez variedades de olivo del banco
de germoplasma del Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA), Mendoza,

Argentina.
Alorefia Manzanilla Espafiola Arauco
Farga Manzanilla de Carmona Changlot Real
Empeltre Arbequina Nevadillo
Frantoio

b. Extraccién de ADN
Se realiz6 con el método de micro-extraccion (6), ligeramente modificado.

* 0,2-0,3 g de hojas de cada variedad se congelaron en nitrégeno liquido y se
molieron en microtubos de 1,5 ml.

»  Se afiadieron 400 pl buffer de extraccion (0,1 M Tris; pH 8,0; 0,5 M NacCl;
50 mM EDTA; 1,2 % SDS) y 1 pl/ml R-Mercaptoetanol.

* Seincubd a 70 °C durante 10 minutos.

e Seguidamente, se agregaron 150 pl acetato de potasio 5 M. Se incubé en hielo
durante 20 minutos y se centrifugd 10 minutos a 10 000 rpm.

» Lafase acuosa superior fue transferida a un nuevo tubo de microcentrifuga. Se
agregaron 250 pl isopropanol y se centrifugé nuevamente, con igual rpm, du-
rante 5 minutos.

» Seeliminé la fraccién acuosa y el sedimento se dejé airear 30 minutos.

» Luego, se re-suspendid en 100 yl TE (10 mM Tris; pH 8,0; 0,1 mM EDTA). Se
agregaron 50 ul acetato de amonio 5 M y 200 pl etanol, centrifugando nueva-
mente a 10 000 rpm durante 5 minutos.

+ Elsedimento se lavo con etanol 70 % y se resuspendio en 100 pl TE.

* Las soluciones de ADN se conservaron a -20°C.
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Laintegridad del ADN se analiz6 mediante electroforesis en minigel de agarosa
(11). La pureza (estimada como la relacién de absorbancias a 260:280 nm) y la
concentracion de ADN se determind con un espectrofotometro GeneQuanta
(PharmaciaTM). Las soluciones de ADN se diluyeron hasta una concentracion de
30-40 ng/m.

c. Condiciones de amplificacion standard
Las reacciones de PCR se realizaron en un volumen final de 20 pl que contenia:
10 mM Tris (pH 9,0) 1,5 mM MgCl,
50 mM CIK 0,1% Triton X-100
100 uM de cada deoxi-nucleoétidos (ANTP)
0,2 UM de cada cebador de 10 pares de bases de longitud (Operon Technologies,
Alameda, California), entre 60 y 80 ng de ADN gendmico
1 U de Taq ADN polimerasa (Promega).

El termociclador MJ Research PTC-100 fue programado de la siguiente manera:
* un paso inicial de desnaturalizacion a 94° C por 3 min

* 45 ciclos a 92 °C por 30 s; 35 °C por un min'y 72 °C por 2 min

» finalmente se incluy6 un paso final de extensién a 72 °C por 5 min

Los productos de amplificacién se separaron por electroforesis a 5 V/icm en
geles de agarosa al 1,5 % (P/V) en buffer TBE. Los geles se trataron con bromuro
de etidio (0,5 ng/ml), se expusieron a luz ultravioleta y fotografiaron con camara
Polaroid usando pelicula 667. Para la estimacion del tamafio de los fragmentos
amplificados se utilizd, como referencia, el fago Lambda digerido con las enzimas
de restriccion Eco Rl 'y Hind III.

d. Condiciones delareaccion de PCR

Para investigar la reproducibilidad de los patrones de RAPD generados por las 10
variedades de olivo, bajo diferentes condiciones de reaccion, se realizaron ensayos utili-
zando diferentes concentraciones de Mg?, dNTPs y ADN molde. También se probaron
distintas temperaturas de apareamiento de los cebadores, diferentes ADN polimerasasy
termocicladores. En cada experimento, la extraccion del ADN y el resto de las condiciones
de amplificacién se mantuvieron como se describid precedentemente.

Para investigar el efecto de la concentracion de dNTPs sobre los patrones de
bandas amplificados y determinar la concentracion éptima bajo las condiciones es-
tablecidas de trabajo, se evaluaron diferentes concentraciones: 25, 50, 75, 100 y
200 pM, con ADN de 5 variedades de olivo: Alorefia, Arauco, Frantoio, Empeltre,
and Changlot Real, utilizando 3 cebadores: OPA 19, OPB 20 y OPB 4. Se ensaya-
ron concentraciones de 1, 2, 3, 4, 6, y 8 mM de MgCl,, utilizando como ADN molde,
las variedades Alorefia y Nevadillo, y los cebadores OPA 19y OPB19.

Se evalud el efecto de macromoléculas contaminantes de los extractos de ADN
(principalmente ARN, proétidos y polisacéridos) sobre los patrones de RAPD. Para ello se
utilizaron, en las reacciones de PCR, extractos de ADN de baja y alta pureza. Como
indicador del grado de pureza se midié la concentracion de prétidos por espectrofotometria
y la relacién entre las absorbancias a 260 y 280 nm, con el mismo método.
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También se evalud la reproducibilidad de los productos de RAPD utilizando
ADN molde extraido de hojas jovenes, adultas y senescentes. Para la ocurrencia de
apareamiento inespecifico entre cebador y ADN molde, que llevaria a la amplifica-
cion de bandas de baja reproducibilidad, se probaron 3 programas de amplificacion
con diferentes temperaturas de apareamiento, utilizando 9 cebadores y ADN de
varios genotipos. Los patrones obtenidos fueron comparados.

Programas utilizados:
1. el programa descripto anteriormente bajo condiciones de amplificacion standard;
2. el mismo, con 10 ciclos iniciales con temperatura de apareamiento a 36,5 °C y los
ultimos 35 ciclos a 35 °C;
3. 45 ciclos usando 36,5 °C como temperatura de apareamiento.

La consistencia de los patrones de RAPD amplificados con ADN-Taq polimerasas
de distintos origenes (Promega y Amplitaq, Perkins Elmer Cetus) se investigd usan-
do los cebadores OPB 6, OPB 20, OPB 14y OPB 19, y ADN de varios cultivares de
olivo. Se establecio la reproducibilidad de patrones de amplificacion entre laborato-
rios con diferentes marcas de termocicladores. Idénticas reacciones de PCR se
ejecutaron con los termocicladores MJ Research PTC-100, Biometra UNO
Thermoblock y Techne Gene E, para amplificar patrones de 7 variedades utilizando
5 cebadores. Las reacciones se realizaron de acuerdo con las condiciones standard
de amplificacion. Los productos generados fueron comparados.

e. Contaminacion del ADN
El material vegetal del cual se extrae ADN para el andlisis por RAPD puede
estar infectado por patégenos. La presencia conjunta de ADN de ambas fuentes
amplifica patrones con bandas provenientes de ambos genomas. Para evaluar el
grado de interferencia del ADN contaminante -en este caso, ADN de cochinilla- en
la solucion de ADN de olivo, se mezcld ADN de dos variedades de olivo (Farga y
Nevadillo) con ADN de Hemiberlesia latastei (cochinilla marrén del olivo) en las
siguientes proporciones:
80000:1 8000:1 800:1 80:1 40:1 20:1
10:1 5:1 2,5:2 1:1 1:2,5 15
y se realizaron reacciones de RAPD de acuerdo con las condiciones standard utili-
zando el cebador OPB 19y OPB 6.

RESULTADOS Y DISCUSION

I.  Extraccion de ADN

El método de extraccion utilizado permitié obtener extractos de ADN de sufi-
ciente pureza para las reacciones de RAPD-PCR. No se realizaron purificaciones
adicionales. Ello permitié reducir el tiempo de extraccion, procesando 24 muestras
en aprox. dos horas. EI ADN se conservo a -20 °C durante varios meses, aparente-
mente (por visualizacion en gel de agarosa) sin degradacion significativa. Los rendi-
mientos de ADN oscilaron entre 15 y 45 ug/g de tejido fresco. No se observaron
diferencias en cuanto al nimero, cantidad e intensidad de bandas de los patrones
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amplificados utilizando extractos de ADN crudos y extractos tratados con ARNasa
(datos no presentados). En este trabajo, la presencia de ARN en las muestras no
represento un factor de inhibicion, o interferencia, de la reaccion de PCR. La obser-
vacion de resultados insatisfactorios en las reacciones de RAPD cuando se utiliza-
ban ADNs extraidos de tejidos viejos de Cucumber sp., se atribuy6 a su alto conte-
nido de polisacaridos (17, 18). En este ensayo, la utilizacién de ADN proveniente de
hojas senescentes no mostré diferencias en los patrones amplificados. Aparente-
mente, comparado con otras especies, el nivel de contaminantes presente en las
hojas de olivo es relativamente bajo y su influencia puede ser eliminada mediante
diluciones apropiadas de los extractos.

M1 2 3 4 6 8 M 25 50 75100200 2550 75100 200

Efecto de la concentraciones de Mg?'y dNTPs en las reacciones de RAPD.

Figura l1a. Concentraciones crecientes de Mg?*con Alorefia y cebador OPA 19.

Figura 1b. Concentraciones crecientes de dNTPs con Alorefia (izquierda) y Arauco (derecha)
con cebador OPB 4.

M 52 120260 520104052120 260 520 1040 M 10 20 40 60120 280 560

Perfiles de RAPD amplificados utilizando extractos de
ADN de alta y baja pureza.

Figura 2a. Reacciones de RAPD con ADN de alta
pureza en concetraciones crecientes de
Arbequina (izquierda) y Frantoio (derecha)
con cebador OPB 20.

2b
Figura 2b. Productos de RAPD con ADN de baja pureza de Frantoio y cebador OPB 19.
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Perfiles de RAPD generados por dos termocicladores, utilizando seis variedades
de olivo y cuatro cebadores.

A. Changlot Real y cebador OPB 6  D. Changlot Real y OPA 19

B. Alorefiay OPA 19 E. Arbequina y OPB 20

C. Nevadilloy OPA 19 F. Alorefiay OPB 14

Para cada par de letras idénticas, la forma sin apoéstrofe y la apostrofada
corresponden alos termocicladores MJ Research y Techne Gene Thermocycler,
respectivamente.
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Figura 4.

112

Influencia del ADN contaminante de Hemiberlesia latastei sobre los patrones de
amplificacion de Nevadillo. Para las reacciones de PCR se utiliz una cantidad fija
de ADN de olivo (80 ng) los valores de cada "calle" indican la relacion
ADN_. :ADN en cada reaccion. Las fechas indican las bandas especificas de

olivo cochinilla

olivo (500y 700 pb) y de cochinilla (950 pb), junto a sus pesos moleculares estimados.
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II. Optimizacién de la concentracion de dNTPs y Mg?*.

Los resultados utilizando concentraciones crecientes de Mg?* en la reaccion de
PCR mostraron que el mayor nimero e intensidad de bandas amplificadas se obtu-
vo utilizando una concentracion de 2 mM. La figura 1la (pag. 111) muestra el efecto
de diferentes concentraciones de Mg?* sobre los patrones de RAPD generados por
la variedad Alorefia con el cebador OPA 19. El mismo experimento utilizando la
variedad Nevadillo y el cebador OPB 19 mostr6 amplificacién completa del patrén
de bandas, solamente en el caso de 2 mM de MgCl, (datos no presentados). El
ndmero y la intensidad de la bandas amplificadas aumento al incrementarse la con-
centracion de dNTPs (figura 1b, pag. 111). Este efecto fue mucho mas evidente
para la variedad Arauco que para la Alorefia. En esta Ultima, sélo se detecto varia-
cién en la intensidad del patron amplificado pero no en el nimero de bandas. La
utilizacion de otras variedades con otros cebadores (datos no presentados) mostro
gue el efecto sobre los patrones puede variar en magnitud, dependiendo de la com-
binacion "variedad-cebador". Sin embargo, en todos los casos, las concentraciones
Optimas de dNTPs estuvieron entre 100 y 200 pM.

lll. Influencia de lacalidad y concentracion del ADN

No se observaron cambios en los patrones de RAPD para un amplio rango de
concentraciones de ADN cuando se utilizaron extractos relativamente puros (consi-
derando de buena pureza extractos con relacion de absorbancias A, /A, =18y
contenido proteico < 0,3 mg/ml). Bajo estas condiciones, el patrén de bandas fue
reproducible para concentraciones desde 52 a 1040 ng ADN/reaccion (figura 2a,
pag. 111). Por otro lado, cuando se us6 ADN de baja pureza (relacion A, A, = 1,09
y contenido de protidos = 4,2 mg/ml), el patron de bandas amplificado sélo fue con-
sistente para concentraciones de hasta 60 ng/reaccion (figura 2b, pag. 111). El uso
de 120 ng/reaccion determino la desaparicion de algunas bandas de baja intensidad
mientras que concentraciones superiores produjeron total inhibicion de la reaccion,
no pudiéndose visualizar ningun producto de amplificacion.

De acuerdo con estos resultados la alta concentracion de ADN no seria, en si
misma, la causa de inhibicién de reacciones de PCR. Estos resultados sugieren que
la inhibicion se produce debido a otros contaminantes, como protidos y polisacaridos
muy concentrados en los extractos crudos, sin purificar. Transferidos, junto con el
ADN a la solucion de reaccion, interfieren posteriormente el proceso de amplificacion.
Para minimizar -y eliminar- esta fuente de error en las reacciones de PCR se diluye-
ron los extractos de baja pureza. La elevada sensibilidad de la reaccién de PCRy la
baja cantidad de ADN requerida permiten utilizar extractos diluidos, con baja concen-
tracion de contaminantes. Se ha sugerido diluir los extractos de ADN para eliminar el
efecto inhibitorio de los polisacéaridos en la muestra (13).

IV. Influenciadelatemperaturade apareamiento de cebadores, termociclador
y Taq polimerasa
Se han recomendado temperaturas de apareamiento de 5 °C por debajo de la
temperatura de "melting" (Tm) de cada cebador (10). A pesar de que son aconseja-
bles temperaturas de apareamiento en relacién a la Tm de cada cebador, en gene-
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ral, en las reacciones de RAPD-PCR, se utiliza una Gnica temperatura de aparea-
miento (en este trabajo: 35 °C), independientemente del cebador utilizado. Debido a
ello es posible la ocurrencia de apareamientos inespecificos entre cebador y ADN
molde, produciendo bandas no-especificas de baja reproducibilidad. El incremento
de la temperatura de apareamiento, dentro de un determinado rango, aumenta la
especificidad cebador-ADN. Debido a la naturaleza amplificadora y competitiva de
la reaccién de PCR, los primeros ciclos de la reaccidn resultan particularmente cri-
ticos sobre la especificidad de los productos obtenidos.En este trabajo no se obser-
varon diferencias en los patrones al aumentar la temperatura de apareamiento de
35a 36,5 °C enlos primeros 10 ciclos de amplificacion, para ninguna de la combina-
ciones "cebador:variedad" ensayadas. Tampoco se observaron diferencias al utili-
zar 36,5 °C a lo largo de todo el proceso de amplificacion.

Aparentemente, bajo estas condiciones de reaccion y para el rango de tempe-
raturas evaluado, el apareamiento inespecifico entre cebador y ADN molde, no es
un fendmeno frecuente. La evaluacion de un rango mas amplio de temperaturas de
apareamiento probablemente permitiria aumentar el rango de temperaturas utiliza-
bles sin comprometer la especificidad de los productos obtenibles.

Desde el punto de vista de la utilidad de un marcador molecular, es sumamente
importante que sea repetible en las condiciones experimentales establecidas para
el mismo. Debido a la gran cantidad de factores involucrados en las reacciones de
RAPD, la repetibilidad de los patrones, entre laboratorios, ha sido cuestionada. Se
ha sugerido que, si durante el proceso de amplificacion las temperaturas dentro de
los tubos son idénticas, los productos de RAPD deberian ser reproducibles (15). Si
bien las temperaturas y tiempos establecidos para cada ciclo de reaccion pueden
programarse en los distintos tipos de termocicladores utilizados por los laboratorios,
las velocidades de ascenso y descenso (ramping temperatures), asi como el tipo de
microtubos adaptables al block térmico, suelen ser propios de cada disefio. Estos
dos factores influyen sobre la marcha de transmisiéon de temperaturas desde el
block hacia las paredes del tubo y desde éstas hacia la solucion de reaccion, deter-
minando procesos termodinamicos similares pero no idénticos. Esta fuente de va-
riacion, sumada a la baja temperatura de apareamiento de cebadores cortos de
baja exigencia de homologia con el ADN molde, puede afectar la reproducibilidad
de los marcadores RAPD entre laboratorios.

Para corroborar esta hipotesis se probaron otros dos termocicladores de dife-
rentes laboratorios. Los patrones obtenidos por la marca Biometra UNO Thermoblock
fueron idénticos a los amplificados en el termociclador empleado, para todas las
variedades y cebadores ensayados. Sin embargo, la mayoria de los patrones ampli-
ficados por Techne Gene E Thermocycler presentaron variaciones respecto de los
amplificados por los otros dos termocicladores. En los primeros se observé una
disminucion de la intensidad y la pérdida completa de algunas bandas de alto peso
molecular (entre 1300 y 1500 pb) (figura 3, pag. 112). Debido a su baja
reproducibilidad, estas bandas no deberian considerarse como marcadores utiliza-
bles en la identificacién varietal. Las demas bandas, de menor peso molecular
(< 1000 pb), fueron conservadas en nimero, tamafio e intensidad.
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Otros autores (2, 7) han reportado variaciones similares entre patrones de RAPD
amplificados por distintos tipos de termocicladores. De acuerdo con estos resulta-
dos, el tipo de termociclador seria otro factor adicional a estandarizar cuando se
pretende utilizar, en forma confiable, los marcadores RAPD desarrollados por otros
laboratorios. Se han mencionado variaciones en los patrones de RAPD al utilizar
diferentes Taq polimerasas, observandose que dicha variacion dependia del cebador
utilizado (17, 18). En nuestros experimentos, la comparacién entre dos Taq
polimerasas arroj6 resultados coincidentes con aquellos reportados previamente.
El cebador OPB 6 produjo el mismo fenotipo de bandas, independientemente de la
enzima usada, mientras que los cebadores OPB 14, OPB 20y OPB 19 presentaron
variaciones enzima-dependiente de los patrones generados.

V. Contaminacion de las reacciones con DNA de otro organismo

El agregado de ADN contaminante de Hemiberlesia latastei a la solucion de
reaccion mostro alteraciones del patréon tipico de olivo para relaciones de contenido
de ADN_, :ADN_ ... iguales o menores a40:1. Los mismos resultados se obtuvie-
ron con ambas variedades (Farga y Nevadillo) y los cebadores (OPA 19y OPB 6)
ensayados. La figura 4 (pag. 112) muestra que, para relaciones de ADN_, :ADN_ .
de 40:1, la banda especifica de H. latastei (de 950 pb), esta presente en forma
tenue, apenas perceptible, en el patron de Nevadillo. La intensidad de dicha banda
aumenta progresivamente a medida que se incrementa la proporcién de ADN de
cochinillas, haciéndose claramente visible a partir de proporciones de 10:1. De acuer-
do con estos resultados la presencia de ADN contaminante en las reacciones de
RAPD, en proporciones de una décima parte (0 aun menores) respecto al contenido
de ADN molde, puede afectar los patrones de amplificacion. Por ello, la seleccion de
tejidos sanitariamente sanos para la extraccién de ADN, es crucial para evitar am-
plificacion de bandas no especifica. Asimismo, ensayar diferentes muestras de una
misma variedad puede ayudar a identificar bandas foraneas, distintas de las especi-

ficas del olivo.

La optimizacion previa de las variables involucradas en las reacciones de RAPD-
PCR es necesaria, para poder utilizar esta técnica como un método confiable de
identificacién varietal. Los resultados obtenidos, resumidos en la tabla de pag. 116,
permitieron optimizar y estandarizar nuestros protocolos para las reacciones de
RAPD. Las condiciones Optimas seleccionadas fueron utilizadas para evaluar la
reproducibilidad de marcadores RAPD previamente desarrollados, seleccionando y
utilizandose aquellos altamente consistentes para la identificacion de cultivares de
olivo argentinos (3, 4).

Entre las técnicas de marcadores moleculares disponibles, como RAPD, RFLP,
AFLP o SSR, RAPD es probablemente la mas barata y operativamente simple de
ellas (16) porque no requiere informacion previa sobre secuencias nucleotidicas y
no incluye manejo de radioactividad para la revelacion de los patrones. Sin embar-
go, previamente, es necesario, optimizar y estandarizar aquellas variables
involucradas en la reaccién. Una cuidadosa seleccidn de tejidos sanos para la ex-
traccion del ADN y la disminucién de la concentracion de sustancias contaminantes
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Optimizacion de las variables involucradas en el analisis de RAPD

Variables

Rango evaluado

Baja pureza (Az2e0/A2s0= 1,09,

Condicion
Optima
seleccionada

concentracion de prétidos = 4,2 mg/ml): 20 a 60
Pureza y concentracion 10-20-40-60-120-280-560
(ng/reaccion) del ADN Alta pureza (Aze0/A2s0 = 1,80, 52 a 260
conc. de protidos = 0,3mg/ml):
52-120-260-520-1040
Concentracion 2
de MgCl, (mM) 1-2-3-4-6-8
Concentracion 200
de dNTPs (uM) 25-50-75-100-200
35 (45 ciclos)
T:“;?:;iz?éﬁtge 36,5 (x 10 ciclos) seguido de 35 (x 35 35 (x 45
P ciclos) ciclos) *

de cebadores (°C)

36,5 (x 45 ciclos)

Termocicladores

MJ Research PTC-100
Biometra UNO Thermoblock

MJ Research

Techne Gene E PTC-100
Taq polimerasas Promega'™ — Amplitag™ Promega'
Contaminacién del ADN | 80 000-8 000-800-80-40-20-10-5-2,5- > 40

(ADN olivo . AD Nforéneo)

1-0,4-0,2

Edad de los tejidos

Hojas jévenes, adultas y senescentes

hojas jovenes
*

*  No se observaron diferencias dentro del rango evaluado. Para estas variables, la seleccion de
la condicion 6ptima obedecié a una conveniencia operativa.

en los extractos de ADN (por ejemplo, diluyendo los extractos de baja pureza) pue-
de aumentar la reproducibilidad de la técnica y la confiabilidad del andlisis. Desde
otro punto de vista, la conversion de marcadores RAPD a marcadores mas robus-
tos como SCAR (Sequence Characterized Amplified Regions)(14) o STS (Sequence
Tagged Sites) (12) permitiria reducir los problemas asociados con el uso de RAPDs.
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