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Entre las técnicas disponibles para estudiar la 
diversidad genética vegetal se encuentran los RAPD 

-

importancia en estudios que van desde caracterización 

aplicación y alta reproducibilidad son marcadores am-
-

o cultivares se estima que los microsatélites tienen poder 
de discriminación siete veces mayor que los RAPD 
(Kraic et al
ideales para estudios de mapeo de ligamiento (Hearne 
et al.,

En plantas los oligonucleótidos, compuestos por 
elementos repetitivos del tipo TG y GATA/GACA, de-
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con una frecuencia de 1 cada 50.000 pares de bases; 
se  presentan en 34 especies vegetales, y el elemento 
repetido más común es el dinucleótido AT (Morgante 

elaborado mapas genéticos de soya, arroz y trigo (Akka-
ya et al., 1992; Roder et al Pinus 

Citrus spp (Ferreira y Grattapaglia, 
C. sinen-

sis (Novelli et al C. limon (Golein et al.,
et al.

se utilizan en caracterización de diversidad genética en 
-

cribe la técnica RAM, analiza los elementos asociados 
con la técnica (calidad, cantidad de ADN, condiciones 

presenta la aplicación de la técnica en mora Rubus spp, 
Physallis peruviana, guayaba Psidium guajava

Heliconia spp.

Zietkiewicz et al. 
para medir la diversidad genética en plantas y anima-
les usando cebadores basados en microsatélites. Esta 

Hantula et al. primers (GT, 

el cual sirve de anclaje para asegurar la unión del primer
al inicio del microsatélite. Ellos denominaron a esta 

en la reacción están compuestos de dos microsatélites 

área entre ellos (Zietkiewicz et al., 

de los RAPD, es decir, utiliza un solo primer de secuen-
cia arbitraria, por lo cual la secuencia blanco también es 

menor tamaño del cebador que los RAM. Al igual que 
los RAPD, los RAM detectan un solo alelo por locus. 

El poder de resolución de los marcadores genéti-

pueden detectar. Esto se ve afectado principalmente 
por la frecuencia de mutación en los sitios del geno-
ma involucrados. Como el rango evolutivo entre los 
microsatélites es considerablemente más alto que en 

-

variabilidad en los fragmentos obtenidos por la técnica 

(Hantula et al

marcadores RAPD.  Esto es posible pero puede ser 
menos probable con los microsatélites porque la varia-
bilidad en estos elementos  resulta principalmente de 
diferencias en el número de repeticiones.

– El resultado de una inserción o supresión entre 
-

-

ADN puro, con alto rendimiento y buena calidad. En 
general las técnicas basadas en marcadores microsa-
télites requieren bajas cantidades de ADN (10 - 100 

la calidad del ADN son factores determinantes en los 

kits comerciales aumentando costos.
ADN de calidad óptima no ocasiona problemas 

los 5 ng se obtienen buenos resultados. Por el contrario, 
ADN degradado o ligado a contaminantes provenientes 

y lavados con etanol al 70% eliminan contaminantes e 
-

ción inicial del material.
En algunas especies la presencia de polimerasas, 

ligasas, endonucleasas de restricción y polifenoloxida-

cantidad de sustancias fenólicas provocó la oxidación 
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rápida de los tejidos. Para obtener ADN de buena cali-

(Sanabria et al.,

-

Hoefer, que usa como estándar de calibración ADN 

por comparación determina la concentración aproxi-
mada de cada muestra. 

El rango de concentraciones generalmente debe 
estar entre 0.01-1 ng para ADN de plásmido o fago y 

basadas en marcadores microsatélites se utilizan bajas 

Con el método de extracción descrito por Della-
porta et al.

para realizar al menos cuatro reacciones (Morillo et 
al.,

Para este tipo de marcador molecular se utilizan 
cebadores de secuencias cortas repetidas y conocidas, 
de una longitud de 18 bases que incluyen un extremo 

-
das en marcadores microsatélites utilizan primers que 
contienen de 10 a 30 nucleótidos y entre 40-60% en 

del primer, de forma que el alineamiento se favorece 
en las áreas implicadas en la elongación.

ADN total y 1.5 mM de MgCl2 y se lleva a volumen 

dependiendo de la especie estudiada y de cada situación 

-
cación o multiplicación in vitro del ADN.

-
mado por 100 mM Tris-HCl (pH

2.

-
deradas concentraciones de KCl pueden incrementar la 
actividad de la enzima de 50% a 60%, la concentración 

de la PCR. 

-
see regiones ricas en GC y forma potentes estructuras 
secundarias que detienen la polimerasa (Rees et al.,

formación de enlaces de o entre ambas cadenas. 
También se pueden usar detergentes para  estabilizar la 

Primer

Mora (Rubus glaucus 25 10 ng 1x 1.5mM 0.2 mM 2mM 1 unidad

Physalis peruviana 25 10 ng 1x 2mM 0.2 mM 4mM 1 unidad

Guayaba (Psidium guajava 25 20 ng 1x 2.5mM 0.2mM 4mM 1 unidad

Heliconias (Heliconia 25 20 ng 1x 2.5mM 0.2mM 4mM 1 unidad

Primer

CCA 5
CGA 5
GT 7G
AG 7A
CT 7C
TG 7T
CA 7

Designaciones para sitios degenerados:

Primers
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-

El volumen de la reacción es variable, aunque en 
ocasiones se recomienda emplear volúmenes pequeños 

-

la reacción tales como el ADN molde, agentes quelan-
tes presentes en la muestra

s pueden afectar la cantidad de magnesio libre 

la sal se encuentra en el rango de 1.5 a 3.0 mM.

añadir en iguales concentraciones, puesto que pueden 
captar iones Mg2+. El desequilibrio en las concentracio-
nes en sólo un dNTP baja el rendimiento de la reacción 
y favorece la incorporación errónea de nuevas bases, 

Existen diferentes tipos de ADN polimerasa que 
-

ADN polimerasa, aislada de la bacteria Termus aqua-
ticus

recomienda no usar alto número de ciclos, iguales con-
centraciones de dNTP, disminuir la duración de cada 
etapa y la concentración de MgCl2 debe oscilar entre 

Se recomienda utilizar entre 1 y 1.25 U de enzima 

tiempo de extensión generan la aparición de artefactos 

-

Se utiliza un primer

las secuencias microsatélites AC y GT.

electroforesis en geles de agarosa al 1.2% a 90 voltios 
-

nador, o en geles de poliacrilamida 19:1 (acrilamida: 

-

campo eléctrico depende del voltaje del campo y del 

masa y de la carga de los fragmentos, en realidad, de 
la relación carga/masa. Transcurrida la electroforesis, 
la localización relativa de los fragmentos se determina 

luz UV, es un método generalizado, ya que la sonda 

(Sambrook et al

fragmentos, los localiza en función del peso molecular 
por comparación con la movilidad de unos estándares 
de tamaño conocido, y si fuera preciso, extrae de nuevo 
el fragmento de interés para otras aplicaciones (ampli-

(Sambrook et al

Pasos

Desnaturalización inicial 95 5 minutos

37 ciclos de desnaturalización 95 30 segundos

Primer GT 58

45 segundos

Primer CGA 61

Primer AG 50

Primer TG 55

Primer CA  y CT 41

Primer CCA 55 50 segundos

72 2 minutos

72 7 minutos

p 219-226

TGTGTGTGTGTGTG            CACACACACACAC A
ACACACACACACAC            GTGTGTGTGTGTGT

ACACACACACACAC           GTGTGTGTGTGTGT

CACACACACACACA
ACACACACACACAC           GTGTGTGTGTGTGT
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Una de  las ventajas de la técnica RAM es que se 

geles de agarosa al 1.2% y visualizar en un transilumi-
nador con luz ultravioleta. También se pueden separar en 
geles de poliacrilamida para obtener más alta resolución 
y mejor separación de los fragmentos, obteniendo mayor 
número de bandas por marcador.

obtenido en agarosa es menor que en poliacrilamida.  
-

electroforesis en poliacrilamida requiere más agilidad 
y experticia, pero permite información más precisa 
(Sambrook et al

vea afectada por la técnica de electroforesis utilizada, 
-

ción de la matriz porosa a través de la cual se separan 

trabajo realizado en mora (Rubus
primers RAM en 

geles de agarosa. En el trabajo de caracterización de 
guayaba (Psidium guajava et al
estos mismos primers, usando geles de poliacrilamida, 

trabajo realizado en Psidium spp por Rueda et al.
con marcadores RAPD.

-

Similitud en término de marcadores moleculares: 

-
et al.,

cba

a
Sij

2

2

Donde:
Sij= Similitud entre el individuo i y el j.
a= Número de bandas presentes simultáneamente en 
los individuos i y j.
b= Número de bandas presentes en i y ausentes en j.
c= Número de bandas presentes en j y ausentes en i.

en términos de similitud del ADN, en que la ausencia 
compartida de una banda no es necesariamente indica-
ción de similitud entre dos individuos.

Se construye una matriz de variables binarias 

las bandas evaluadas en cada uno de ellos.
-

permite visualizar de manera clara y detallada los 
datos obtenidos. También facilita la representación 
multidimensional de un grupo de objetos o individuos 

-

datos, de manera que la asociación se basa en variables 

Desde el punto de vista operativo el análisis asocia 

todas las columnas determinando el nivel de proximidad 
et al., 

Cuando los dendrogramas se construyen con base 
en los grados de similitud entre individuos los agrupa-

-
ticos usuales de computación. Por lo tanto, Felsenstein 

camino para obtener la apreciación no paramétrica de 
-

permite establecer la existencia de grupos en las po-
et 

al.,

Con los marcadores RAM se estudian poblaciones 
(Hantula, et al
plantas y animales, se muestra la base de la variación 
de los individuos, se permite seleccionar regiones del 
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ADN, se permite analizar la información que se expresa 
y  la que no se expresa ya que  el número de polimor-

et al
Además la técnica no requiere estimación exacta 

de la cantidad del ADN antes de la reacción, la cual es 
útil cuando se analizan grandes tamaños de muestra. 

términos de equipos y facilidades de costo, no requiere 
conocimiento previo de secuencias ni uso de isótopos 
radiactivos (Hantula et al

Trabajos sobre caracterización de diversidad ge-
nética vegetal sugieren que la técnica RAM es útil para 

establecer grupos o asociaciones entre individuos de 
una población de acuerdo con la especie, localización 

En la colección de mora, Rubus spp, de la Univer-
sidad Nacional de Colombia, Sede Palmira,  que cuenta 
con accesiones de R. glaucus R. urticifolius
y  R. robustus et al.
la variabilidad genética utilizando seis marcadores 
microsatélites RAM (CCA, CGA, AG, CT, TG, y 

electroforesis en geles de agarosa al 1.2% a 90 voltios 
-

un transiluminador. 
primers produjeron 43 bandas polimór-

moleculares entre 260 Kb y 1500 Kb. El cebador TG 
. El análisis 

RAM diferenció materiales por especie, lugar de pro-

similitud de 0.55 diferenciaron la población en seis gru-
pos y 27 genotipos. El grupo formado por R. robustus

-
rocigosidad promedio de la población total fue de 0,31, 
oscilando entre 0.01 (grupo F R. robustus

R. glaucus

genes, tipo de reproducción, polinización, entre otros. 

variabilidad genética total; el corregimiento de Juntas 

silvestres. 

uva Physalis peruviana
et al. 

en 43 introducciones representativas de cinco departa-
mentos de Colombia (Nariño, Valle del Cauca, Cauca, 

obtenidos con  siete cebadores (GT, CT, CGA, CA, AG, 

Se generaron 50 bandas en un rango de longitud de 

-
tar asociada con la probable naturaleza alógama de la 
especie o deberse a introducciones silvestres UNPU048 

-

-
ciones del grupo 1 pertenecieron a P. peruviana
introducciones de fruto rojo se reunieron en el grupo 
2 y las introducciones recolectadas en el departamento 
del Valle  en los grupos 3 y 4.

Sanabria et al.
la diversidad y estructura genética en 53 accesiones de 
Psidium guajava procedentes de nueve transeptos del 

primers utilizados (CT, CGA, 

con pesos moleculares de 100 pb a 700 pb que superaron 
el número logrado por Rueda et al.

separaron por electroforesis en geles poliacrilamida 

e=

20 accesiones de P. guajava recolectadas en América 
(Rueda et al. -
versidad genética en las accesiones recolectadas en el 
Valle del Cauca. 

p 219-226
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El Análisis de Varianza Molecular (AMOVA

que el 64.51% de la varianza total genotipica contabilizó 
para variaciones dentro de transeptos. El agrupamiento 

-
fológicas y moleculares suministró una caracteriza-

morfológicos y valores moleculares fue explicada en 
77.58% mediante componentes principales, en el cual 
las variables originales alcanzaron valores de comuna-
lidad entre 57.22 – 95.99% en cinco variables sintéticas 
generadas. El Análisis de Correspondencia Múltiple 
caracterizó cuatro grupos, en los cuales según el análisis 
discriminante casi el 100% de las accesiones quedaron 

especies de Heliconia spp con cuatro primers (GT, 

número de bandas por primer varió entre cinco (CGA 

detectaron variación entre los individuos analizados. 

et al. 
primers o marcadores moleculares. A nivel de simili-

grupo lo  conformaron las especies del subgénero 
Grigssia
de similitud de 0.55 se diferenciaron dos grupos mar-
cados que correspondieron a las  familias Strelitziaceae
y Heliconiaceae.

El Análisis de Correspondencia Múltiple separó 
a los individuos en grupos de acuerdo con las caracte-

pendular otro y se situaron muy distantes las del género 
Strelitzia.

et al -
tablecieron distancias y  posibles relaciones entre 

UPGMA

-
ciaron las familias del orden y en general los grupos 
correspondieron a la propuesta de Krees et al.
También  se diferenciaron los subgéneros Heliconia
y Griggsia y las especies dentro de los subgéneros, al 

igual que variaciones dentro de H. latispatha roja y H. 
latispatha amarilla. 

Kress et al. -
nia, sección Heliconia, las especies H. wagmeriana,
H. stricta, H. orthotricha, H. aurea, H. bihai; y en 
el subgénero Griggsia H. 
rostrata de la sección Rostratae H. 
chartacea y H. platystachys en la sección Pendulae 

genética vegetal porque no necesita información previa, 

En la colección de mora se diferenciaron las 
especies R. glaucus, R. robustus y R. urticifolius, se 

alta diversidad.
-

genéticamente distantes dentro de P. peruviana.
En guayaba la técnica permitió detectar polimor-

Se diferenció la familia Heliconiacea de otras fa-
milias del orden Zingiberales, se diferenciaron algunas 

-

-

Arcos y Gloria Magally Cobo.

Genetics 132: 1131-1139.

Colecta y caracterización molecular con marcadores tipo RAM 

p 346-347. En
Diversidad y Cultura, 2, Popayán, Noviembre.  Memorias 

N005610000000000000. Acceso: 25-11-2007.

de seis departamentos de Colombia. Acta Agron 
109-115.
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