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Cultivo de tejidos en la agricultura

Introducciéon

El mejoramiento de plantas ha contribuido sin duda a la produccién de
nuevas variedades, que rinden mas y mejor, de los cultivos tradicionales.
Adelantos sin precedentes se han obtenido en la tolerancia a la sequiay a
los suelos dcidos, en la habilidad simbidtica para la fijacién del nitrégeno,
en la arquitectura de la planta, y en otras caracteristicas. Sin embargo, hay
limitaciones en la velocidad y precisién con que muchas de las caracteris-
ticas utiles pueden ser identificadas, seleccionadas y utilizadas en los
programas de mejoramiento. Por otro lado, en las colecciones mundiales
de germoplasma hay bajas frecuencias de variabilidad genética para la
mayoria de las caractéristicas agréndmicas de interés. Por tanto, el mejo-
ramiento genético se beneficiaria mucho de la existencia de informacién
disponible sobre la herencia de caracteristicas importantes, sobre su locali-
zacién precisa en los cromosomas, y sobre su distribuciéon dentro de los
bancos de germoplasma.

Los rapidos avances de los ultimos afios en biologia molecular proveen
las herramientas necesarias para el gstudio del mejoramiento genético de
las plantas. Algunas de estas técnicas son 1tiles en la caracterizacién de
germoplasma y en la identificacién —y ubicacién fisica en los cromo-
somas— de caracteristicas importantes. Estas nuevas técnicas hacen un
analisis a nivel genémico, y pueden tomar diferentes rutas: una indirecta,
haciendo un anilisis de proteinas o de enzimas, y otra directa, analizando
el ADN por medio del polimorfismo longitudinal de los fragmentos de
restriccion (RFLPs). Con estos anélisis se identifican marcadores molecu-
lares asociados con caracteristicas morfoldgicas, los cuales servirian para:
a) determinar la variabilidad genética en los bancos de germoplasma;
b) desarrollar mapas de ligamiento genético; y c) identificar genes especifi-
cos con el fin de rastrear su flujo en los programas de mejoramiento.

Los marcadores moleculares tienen dos caracteristicas muy utiles en el
mejoramiento genético: primera, ocurren naturalmente y por tanto no
necesitan ser inducidos, y segunda, su expresién (como en las proteinas e
izoenzimas) o su presencia (en los RFLPs) no est4 influenciada por efectos
epistaticos.

En este capitulo se sefialan algunos aspectos importantes del uso de los
marcadores moleculares en la caracterizacién del germoplasma y en los
programas de mejoramiento.
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Conceptos Fundamentales

Poteinas, enzimas e isoenzimas

Las proteinas son biomoléculas constituidas por aminoacidos y organi-
zadas en unidades estructurales.. Dentro de un organismo, las proteinas
pueden encontrarse formando parte de estructuras (la actina, p.ej., en los
microfilamentos que conforman el huso acromaético), pueden ser reservo-
rios nutritivos (la faseolina), o pueden realizar una funcién catalitica (las
enzimas). Las enzimas, por tanto, son proteinas que ejercen una funcién
catalitica especifica, es decir, aceleran las reacciones bioquimicas que
ocurren dentro de la ¢élula. L.as enzimas pueden ser desde monémeros
(una sola cadena polipeptidica) hasta complejos multiméricos (mas de una
cadena polipeptidica asociada por medio de enlaces no covalentes) que
desarrollan reacciones cataliticas muy complejas, como la replicacién del
ADN.

Las diferentes formas moleculares de una misma enzima que tienen
afinidad por el mismo sustrato se denominan isoenzimas (Market y
Moller, 1959). Varias son las causas de la variabilidad en las enzimas: a)
causas primarias o genéticas, cuando el organismo porta varios genes que
codifican, cada uno, un tipo diferente de subunidad; y b) causas secunda-
rias o postraduccionales, cuando las subunidades homogéneas son modifi-
cadas diferencialmente obteniéndose asi ‘diferentes’ subunidades, todas
provenientes de un mismo gen. Por otro lado, existen dos tipos de diversi-
dad genética en las enzimas: los alelos multiples en un solo locus genético, y
varios loci genéticos. En el Cuadro 36.1 se muestra un diagrama de la
genealogia de la multiplicidad enzimitica.

Electroforesis de las proteinas

Algunos de los aminoacidos que constituyen las proteinas pueden estar
ionizados, es decir, tendrian carga positiva o negativa. Por tanto, la
proteina que ellos constituyan puede ser cati6nica (positivamente cargada)
o ani6nica (negativamente cargada), segiin el signo de la suma de las
diferentes cargas parciales de los aminoacidos presentes en ¢lla. Si una de
estas proteinas cargadas se coloca en un campo eléctrico, se movera hacia
el electrodo de carga opuesta a la suya. Hay tres factorés fundamentales
que afectan la movilidad de una proteina bajo condiciones de electrofo-
resis:

1. La carga de la proteina, que determina en ésta la direccién de la
migracion y que influye directamente en su velocidad de movilidad.
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Las proteinas son electrolitos débiles ysu ioniZaciéﬁ‘ésté‘muy afectada
por el pH del medio que las rodea. La carga de una proteina en
solucion se puede controlar.usando diferentes sistemas ‘bofer’.

2. Lafuerza del campo eléctrico, que afecta directamente la movilidad.
3. Las fuerzas'de fricci6n,‘las ciales se oponen a la migracién. "

Tiw

Cuadro 36:1. Genealogfa: de ‘la: multiplicidad enzimatica:

Causas, ; : v . .uw -~ Condicién genética
’ Gen 1 o ) Gen 2
A. Genéticas ’ Muchos "ADN’ " o " :
logi- 7 T " Trascripcién
genéticos mARN 1 2
Traduccién
Subunidades : R :
de la enzima - 1 e 2
activa ‘
" DNA patérné © o Alelold
"DNA materno Lo - Alelo2
Alelos - . E st . [ ’ e
multiples _ ey Ay Ay
B. Postraduccionales - Lo i T Modificaciones covalentes
A . Ly L A‘ .

FUENTE: Rider y Taylor, 1980.

La matriz o soporte en el que se realiza la electroforesis es generalmente
un gel de poliacrilamida, Elgoporte tridimensional de los geles de poliacri-
lamida consta de polimeros de acrilamida.entrecruzados a manera.de red
por un segundo agente, gengralmente el denominado ‘bis* (N,N’-metilen-
bisacrilamida). El tamafio de los poros esta determinado por el porcentaje
de gel, y €ste.a su vez depende de la cantidad de-acrilamida y de la
proporcién entre acrilamida y bis. Asf, por ejemplo; Jos poros en un gelde
20% seran més pequeflos que em un. gel de 15%,.

La electroforesis en geles de poliacrilamida y empleando SDS (ﬂbdecil
sulfato de sodio) es la mas usada cuando se analizan proteinas, puesto que
da informacion sobre la cantidad y el tipo de las proteinas de una mezcla;
su abundancia relativa, y la medida de su:peso molecular. El SDS es un
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detergente aniénico que reacciona con las proteinas antes de la electrofore-
sis; después de esa reaccién, la protefina adopta una carga negativa uni-
forme y una estructura alargada. El complejo SDS-proteina es soluble, y
bajo condiciones de electroforesis viajara a través del gel de poliacrilamida
hacia el 4nodo.

Hay dos sistemas de coloracién ampliamente utilizados para visualizar
las proteinas en los geles de poliacrilamida: la tincién con el azul de
Coomasie y el método de unién de iones de plata con:las proteinas. Sin
embargo, cuando se trata de enzimas o isoenzimas, la coloracion se obtiene
gracias a la actividad especifica de la enzima,

Electroforesis del ADN

A pH neutro o alcalino, los grupos fosfato de la molécula de ADN
confieren a ésta carga uniforme negativa por unidad de longitud. Por lo
tanto, en un campo eléctrico el ADN viajara hacia el 4nodo atraido por
una fuerza constante que es independiente de la composicién de bases del
acido, de modo que las moléculas grandes se moveran mas lentamente que
las moléculas pequefias.

Los geles de poliacrilamida utilizados en la electroforesis de enzimas o
de proteinas forman poros muy pequefios que no permiten el paso de
grandes moléculas de ADN. Por tanto, en la electroforesis del ADN se
emplean con mas frecuencia geles de agarosa. Estos geles mantienen su
fuerza fisica estructural con poros de tamafio mucho mas grande que losde
los geles de poliacrilamida, y por este motivo se utilizan para fraccionar
moléculas de ADN que tengan mas de 200 pares de bases. ‘

La Biologia Molecular en la Evaluacion y
Caracterizacion de Germoplasma ‘

Andlisis de proteinas y polipéptidos

Mediante la técnica de la electroforesis, las proteinas presentes en los
extractos crudos de los tejidos vegetales pueden ser separadas y visualiza-
das para que sirvan a los bancos de germoplasma en la caracterizacién de
éste. A continuacién se describen ejemplos practicos de la utilizacién de
esta técnica en cultivos como el frijol, la yuca y algunos pastos tropicales.
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La variabilidad en los patrones electroforéticos de la proteina de la
semilla de frijol, la faseolina, ha sido una herramienta muy util para los
estudios de domesticacidn'y distribucién del germoplasma defrijolcomin
(Gepts y Bliss, 1985). . :

El extracto crudo de proteina de la semilla de frijol estd constituido
principalmente por albiiminas y globulinas, que representan el 40% vy el
60%, respectivamente; de la proteina total. Hasta el momento! se han
descrito 22 patrones electroforéticos de faseolina, algunos de los cuales
estan estrechamente relacionados con las zonas geograficas de origen del
frijol (Gepts et al., 1986). De los tipos de faseolina descritos vale mencionar
el tipo S (Sanilac) proveniente de la regi6n mesoamericana, el tipo T
(Tendergreen) proveniente de los Andes del sur, y ¢l tipo C (Contender)
proveniente de una zona intermedia entre meso-América y los Andes del
sur.

El estudio electroforético de la faseolina en una coleccion de frijol del
Este de Africa demostrd que en la mayor parte de esos materiales predo-
minaba el tipo T; este resultado indica que dichos materiales fueron
introducidos originalmente de:los Andes del sur (Triana, 1988). .

Empleando electroforesis en geles de dos dimensiones se pueden anali-
zar simultdneamente muchas eadenas polipeptidicas. Esta técnica se basa
en la separaci6n inicial de los polipéptidos en una dimension, segiin el
punto isoeléctrico, y en su separacién posterior'¢n una segunda dimensién,
mediante la electroforesis normal.

" Los niveles de expresién de los polipéptidos estan influidos por el
ambiente y, en consecuencia, su andlisis permite asociar cadenas polipep-
tidicas especificas con la expresién genética de algunas caracteristicas.

La arcelina es un buen ejemplo de un marcador proteico ligado a una
caracteristica de interés que, en este caso, es la resistencia al ataque de los
briuquidos. Estos marcadorgs: ligados a caracteristicas de interés pueden
ser proteicos, 1soen21mét1cos 0 fragmentos de DNA. ‘ '

En plantas de Phaseolus vngans s1lvestres se han encontrado altos
niveles de resistencia ados gorgojos (Zabrotes subfasciatus y Acanthosce-
lides obtectus) que causan grandes pérdidas al grano de frijol alinacenado
(CIAT, 1988b). En estos materiales resistentes se identificé y se aislé una
protefna denominada arcelina que es responsable de la resistencia a Z.
subfasciatus (Osborn et al., 1988; CIAT, 1988a). ' :

1. Debouck, D. Comunicacién: personal.
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Hasta el momento se han identificado cuatro patrones electroforéticos
de arcelina; y han sido denominados con este nombre y conlos niameros 1,
2,3 0 4. Losestudios electroforéticos de la arcelina hechos porlos entom6-
logos de frijol del CIAT permiten discriminar ré.pldamente varledades
resistentes y susceptibles de P. vulgdris silvestres.

Analisis de isoenzimas

Muchas de las proteinas obtenidas de los extractos crudos de semillas o
de tejidos son enzimas que catalizan reacciones bioquimicas especificas.
Una vez separadas estas enzimas por medio de la electroforesis, se puede
localizar una enzima especiﬁéa colocando el gel en una bandeja que
contenga el sustrato Junto con cofactores y colorantes adecuados. Los
productos de esa reacc1én enzimética reaccionan a su vez con la solucién
de tincién formando complejos coloreados éstos dan lugar a una banda
visible en el sitio donde se hallan dentro del gel. El conjunto de bandas
generadas en la tmmén se denomma zimograma.

Se dice que una protefna, una izoenzima o un fragmento de restriccion
de ADN es un ‘marcador de clasificacién’ cuando presenta variaciones
electroforéticas (polimorfismo) en-los:materiales de la especie analizada.
Para seleccionar las isoenzimas que podrian usarse como marcadores de
clasificacién, se hard primero. un ‘rastreo’ de todas las isoenzimas que se
puedan tefiir en todos los tejidos posibles; luego se seleccionan los marca-
dores que muestren mayor polimorfismo:y el tejido donde mejor se presen-
ten. Cuando se utiliza un marcador isoenzimatico para caracterizar mate-
riales dentro de una coleccién, no es necesario el conocimiento genético de
la misma; cuando se trata, en cambio, de estudios de ligamiento de marca-
dores isoenzimaticos o de ADN con ciertas caracteristicas de interés
agronémlco, se requlere conocer muy bien la genética de los marcadores.

Unejemplo de la aplicacién de los marcadores isoenzimaticos al germo-
plasma de frijol es la caracterizacién de lineas nativas y mejoradas de P.
vulgaris provenientes de' Ameérica del Norte, América Central y América
del Sur, Africay el Medio Oriente. Mediante la variabilidad que presentan
en los patrones electroforéticos de las isoenzimas fosfatasa acida (AcP),
diaforasa (NADH-Dia), esterasa (EST), Rubisco, y shikimico-deshidro-
genasa (SkDh), se analizé la base genética parala formacién de subgrupos
o de acervos genéticos (Vargas, 1988).

El estudio electroforético de ocho marcadores isoenzimaticos permitié
definir dos grandes grupos de variabilidad genética que correspondian a
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los dos principales centros de. domesticacién del frijol; las regiones meso-
americana y de los Andes; cada.grupo fue subdividido en cinco grupos con
caracteristicas morfolégicas y bioquimicas diferentes. En ese estudio se
sugiere la bisqueda de nuevos marcadores evolutivos, como la faseolina,
para definir la procedencia real de los materiales ubicados en algunos
subgrupos (Vargas, 1988).

Estudios isoenzim4ticos con materiales de frijol de Cajamarca, Per,
mostraron que en esos materiales hay gran variabilidad y que ésta puede
aprovecharse en programas de mejoramiento.parala ampliaciéon de la base
genética del frijol (Vargas, 1988),

Otro ejemplo de la aplicacién de la electroforesis a las isoenzimas es el
estudio del hongo Thanatephorus cucumens Frank (Donk) (amorfo Rhi-
zoctonia solani Kuhn), agente causal de la mustia hilachosa del frijol, una
enfermedad ampliamente distribuida, p. €j.,en lazona cafetera de Colom-
bia. En este estudio se utiliza la electroforesis de proteinas e isoenzimas
como el método mas eficiente para caracterizar los marcadores bioquimi-
cos y correlacionarlos con las caracteristicas patogénicas de los aislamien-
tos de este hongo.2

Base genética de las isoenzimas

La combinaci6n de tripletas de nucle6tidos conforma el c6digo gené-
tico, en el que cada aminoé4cido esta codificado por una, al menos, de esas
tripletas, a saber: dGTP, dCTP, dATP, y dTTP.

Mediante los procesos de trascr_ipcibn, y de traduccién, fragmentos
especificos de DNA (genes) se traducen en cadenas lineales de secuencias
definidas de aminoécidos, llamadas polipéptidos. La mayor parte de estos
polipéptidos formaran enzimas, las cuales catalizan las reacciones bio-
quimicas especificas en las diferentes vias metabodlicas de los organismos.
Algunas de esas enzimas estan formadas por una sola copia de la cadena
polipeptidica o producto génico, mientras que otras contienen més de una
copia del producto génico que conforma la estructura cuaternaria de la
enzima activa formando, p. €j., dimeros, trimeros, tetrdmeros, etc.

En las enzimas multiméricas, los polipéptidos codificados en un locus
simple (formado por dos alelos) se combinan al azar para formar laenzima
activa. En un individuo que sea heterocigoto para un determinado locus,

2. Claros, J. L. Comunicacién personal.
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los segmentos de ADN que conforman los alelos (A y a) se diferencian en
uno o mas nucleétidos, y codifican para polipéptidos que diferirdn en uno
o mas aminoacidos; ahora bien, no sélo difieren los polipéptidos en el tipo
de amino4cido sino también en'ld conformaci6n espacial y en la carga neta,
lo que influira en su movilidad dentro del gel cuando sean separados por
medio de electroforesis. ’

Cuando el producto de los alelos de un individuo heterocigético que
codifica para una enzima monomeérica es separado por electroforesis,
aparecen dos bandas simples denominadas banda rapida (fast band), o sea,
la que se aleja mas del origen catddico, y banda lenta (slow band), la que
migra poco y se halla mas cerca de ese origen.

Los productos génicos de los alelos (A y a) de un individuo heterocig6-
tico que codifican para una enzima dimérica se combinan al azar, y
producen tres formas moleculares de la enzima que est4n representadas
por los genotipos AA, Aa, y aa. Estas tres formas moleculares se hallaran
enla proporcion 1:2:1, donde laformahibrida o heteromérica Aatendrael
doble de copias que lasformas AA y aa. Portanto, al ser separadas las tres
por electroforesis, se observard un patrén de tres bandas: la banda mas
liviana (aa) estard més alejada del origen, la banda mas pesada (AA) estara
mas cerca del origen, y la banda hibrida (Aa) quedard en un punto
intermedio y presentari el doble de intensidad de tincién que las bandas
AA vy aa.

La Figura 36.1 muestra los posibles patrones de bandas para enzimas
monoméricas, diméricas, triméricas y tetraméricas. codificadas por un
locus simple de un individuo heterocigético. En esta figura se observa que
para un enzima trimérica se producen cuatro formas moleculares (AAA,
AAa, Aaa y aaa) en una proporcién 1:3:3:1, y que para una enzima
tetramérica se producen cinco formas moleculares (AAAA, AAAa, AAaa,
Aaaa, y aaaa) en una proporcién 1:4:6:4:1.

Debido a que estas combinaciones ocurren al azar, ellas y sus propor-
ciones se pueden representar por el teoremadel binomio (A + a)l en donde
Ay arepresentan los productos alélicos y n el nimero de subunidades que
conforman la enzima activa.

‘En ciertos casos, el producto de uno o ambos alelos de unlocus determi-
nado produce polipéptidos sin actividad catalitica, ciyo fenotipo se carac-
teriza por la ausencia de bandas en el gel después de su tincién. Este tipo de
alelos se denomina ‘alelos nulos’. La Figura 36.2 muestra los posibles
patrones de bandas de una enzima dimérica procedente tanto de dos
padres homocigotos —uno de ellos con alelos nulos que producen polipép-
tidos sin actividad enziméatica—como también del hibrido producto de su cruce.
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Figura 36.1. Patrén de bandas de unlocus con dos alelos A y a) que codifi can para enzimas®
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Figura 36.2. Patron de bandas de un locus con dos alelos que codifican para una enzima
1gdimérica, - de :dos: padres (uno-de:ellos:con -alelos. nulos), y de un hibrido

producto del cruzamiento de éstos.:
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Cuando en una poblacién de individuos ha ocurrido mas de una muta-
cién en un mismo locus, este locus tendrd mas de un alelo que producira
diferentes polipéptidos; éstos, a su vez produciran muchas formas molecu-
lares de una'misma enzima (aloenzimas). Los diferentes alelos dentro de un
mismo locus reciben el nombre de alelos multiples. La Figura 36.3 muestra
los seis posibles fenotipos de una enzima dimérica que apareceran en una
poblacién de individuos en que hay un locus con tres alelos multiples (A,,
Ay Ay).

Lainterpretacién de patronesb isoenzimético en individuos poliploides es
un poco mas compleja porque mas de un locus codificaré para un mismo
polipéptido. Para dos loci, por ejemplo, hay cuatro genes que codifican

AAA Ll AAA,

/\
2L

—
w
=)}

A A A, A, A, A; A, A, A, A, A, A,

A A, mmmm AA —— AA ——

A A, w——

AA, — —— A A, EERR A A, ——
AlA3[AA,

AgA , e—

AA; —— AA; —— A A ommm

Figura 36.3. Patrén de bandas para una enzima dimérica codificada por tres alelos
miltiples en un locus simple,
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para el mismo polipéptido, y para tres loci, seis genes codifican para el
mismo polipéptido. Este hecho puede causar complicaciones en la inter-
pretacién de los patrones de bandas después de la electroforesis. Las
Figuras 36.4 y 36.5 muestran ejemplos de estos casos; en la primera,

posibles patrones de bandas de dos loci comparten los alelos Ay a(ambos
segregantes) que dardn enzimas monomeérica, dimérica, trimérica y tetra-
mérica; en la segunda aparecen los p051bles patrones de bandas de una
enzima dimérica codificada por dos Toci: uno de ellos tiene fijo el alelo A,

mientras que en el otro ambos alelos segregan.

A — A mmm—— A wem— A
Monémetro (1:1)

A2 som— Aa

— Ap e
Dimero S
aa aa aa aa i
(L:2:1)
AAA mmmmmm  AAA AAA ——  AAA ———--
AAa —— AA2 wesses AA2 e—
Trimero Aaa — Aaa wesesesm Aaa.—
aaa —~—=== ‘aaa aaa : aaa
) (1:3:3:4)
AAAA cmees AAAA memesm AAAA . AAAA cmmm=
AAA2 cememm AAAa wemas AAAa
Tetrdmero ER v

AAaa BEEEER  AAasx WEEER AAag W

" AQaa wewsmms . AQ23 sem——"

2883 =~~--  aRaa —
(1:4:6:4:1)

aaaa * aaaa

Figura 36.4. Patrones de bandas de dos loci que comparten los alelos Ay a; ambos alelos
estan segregando, y ¢odifican para enzimas monomérica, dimérica, trimérica y
tetramérica. '
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Locus Locus
fijo - variable

A A A a

S —
Tres posibilidades:
. y
v K v
A A A A A A A a A A a a

}‘ I A

AA mmmm—— "AA eee— AA

Aa Aa me—

ag —— aa

Figura 36.5. Patrones de una enzima dimérica codificada por dos loci; en uno de ellos esta
fijado el alelo A, mientras que en el otro ambos alelos segregan. Las
proporciones y cifras entre paréntesis indican la intensidad de las bandas.

Aunquela metodologia general parala deteccién de patrones electrofo-
réticos de isoenzimas estd bién desarrollada y es relativamente sencilla, la
interpretacion de dichos patrones requiere de conocimientos basicos tanto
de bioquimica como de genética y de la especie o cultivo con que se estd
trabajando; en efecto, esos patrones, como se mencioné anteriormente,
dependen del namero de loci, del nimero de alelos por locus, y de la
estructura cuaternaria de la enzima.

La caracterizacién de materiales dentro de una coleccién de germo-
plasma se basa en la preseritia o ausencia de bandas de los marcadores
isoenzimaticos; no obstante, para estudiar la segregacién de un marcador
—o de su ligamiento— que tenga caracteristicas de interés agron6émico, es
necesario conocer la genética y la bioquimica de dichos marcadores. La
Figura 36.6 muestra algunas interpretaciones genéticas de las variaciones
electroforéticas de patrones isoenzimaticos, y la Figura 36.7 presenta un
ejemplo hipotético que ilustra la utilidad de las isoenzimas para discrimi-
nar materiales dentro de una coleccién,
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El fundamento genético del comportamiento de las isoenzimas da una
visién, mds clata de 1a aplicabilidad de esta metodologia, no sélo como
herramienta paracaracterizar y evaluar materiales —~complementando asi
las évatuaciones morfolégicas y agronémicas— sino taitibién en estudios
biocfilgmicos, fisiologicos, genéticos y evolutivos.
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Figura 36.6, ’Iflterp;'gtaciqx}e“s genéticas de Vari_aciongs electroforéticas.
FUENTE: Tanksley y Orton, 1983.
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Figura 36.7. Ejemplo hipotético que ilustra la discriminacién de 10 materiales cuando se
utilizan cuatro marcadores isoenzimaticos. Para simplificar, no se indica la
intensidad real de las bandas. I = isoenzima.

Limitaciones de las isoenzimas

Las isoenzimas, no obstante sus aplicaciones biol6gicas, tienen limita-
ciones cuando se evalllan materiales muy cercanos genéticamente. Las
principales causas de estas limitaciones son: ‘
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