Técnicas moleculares para evaluar...

- Lasisoenzimas representan sélo un pequefia porcién de todo el genoma
de la planta.

- La técnica de tincion de isoenzimas no detecta las siguientes especies
proteicas: '

a. Las enzimas que estdn por debajo de los limites de su deteccion.
b. Las proteinas estructurales.

c. Las enzimas que estdn presentes en el extracto pero no pueden
detectarse porque adn se desconoce la forma de tefiir sus productos.

d. Lasenzimas que intervienen en muchas vias metabélicas, y que atin
se desconocen.

- Lasisoenzimas est4n influenciadas por la edad de la planta, ya que los
genes que codifican para ellas sdlo se expresan en estadios especificos
del desarrollo y en 6rganos o tejidos especificos.

Lo ideal, por tanto, es evaluar los materiales de una coleccién anali-
zando directamente su genoma, es decir, mediante la nueva metodologia
que estudia el polimorfismo en longitud de los fragmentos de restriccion
del ADN (RFLPs).

Electroforesis de isoenzimas aplicada a la yuca

La yuca (Manihot esculenta Crantz) se propaga tradicionalmente por
estacas y no por semilla sexual, dado que es una especie altamente
heterocigética.

La coleccién de yuca del CIAT consta actualmente de unas 5000 varie-
dades, y aumenta cadaafio. El banco de germoplasma de yuca se mantiene
vivo en el campo y cada afio es renovado. En las evaluaciones de rutina se
ha observado un alto grado de duplicacién morfolégica en la coleccion;
por tanto, fue necesario evaluar la coleccién con las técnicas de electrofo-
resis de isoenzimas para confirmar los duplicados detectados mediante las
caracteristicas morfolégicas y para identificar nuevos duplicados.

Esta evaluacion se hizo empleando los patrones electroforéticos de la
isoenzima alfa-beta-esterasa (Ramirez et al., 1987; Hussain et al., 1988;
CIAT, 1988a), ya que este marcador isoenzimatico ha mostrado mayor
polimorfismo (variaciones en los patrones electroforéticos) en las varieda-
des evaluadas hasta el momento. La metodologia seguida para la tincion
de la isoenzima alfa-beta-esterasa se esquematiza en la (Figura 36.8).
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Se seleccionaron 100 clones de yuca con criterios definidos (Chavez et
al., 1988) para que representen un acervo genético que cubra gran parte de
la varibilidad genética de la coleccidén de yuca mantenida en el CIAT. Por
medio del andlisis electroforético de la isognzima alf a-beta-esterasa, se
identificaron 16 bandas en esos clones (sefialadas con las mindsculas a-p).

También se identificaron las mismas 16 bandas en 1200 clones de yuca
evaluados hasta el momento.? El patron electroforético de la isoenzima
alfa-beta-esterasa de un individuo puede estar constituido por 5§ a 12
bandas de las 16 definidas. Las primeras bandas se identifican facilmente
usando una variedad testigo cuyo patrén de bandas, que es conocido, se
corre en cada una de las electroforesis (Figura 36.9). De esta forma, dos
individuos seran duplicados posibles cuando presenten las mismas carac-
teristicas morfologicas o fisiol6gicas'y el mismo patrén electroforético de
la isoenzima alfa-beta-esterasa. Esto no significa que la duplicidad de los
dos individuos esté garantizada en un 100%), ya que ésta debe confirmarse
con nuevos marcadores isoenzimaticos o con la evaluacion directa de sus
genomas mediante la técnica de los RFLPs; no obstante, existe una alta
probabilidad de que esos materiales sean duplicados.

La determinacion de la movilidad electroforética relativa (MER) de
cada banda dentro de un zimograma se hace mediante la siguiente
relacién:

MER = (ME; / ME,) x 100

Donde: MER = Movilidad electroforética relativa
ME{ = Movilidad electroforética de la banda i (en mm)
ME; = Movilidadelectroforéticade la banda de referencia (en
mm) L
100 = Valor relativo de la banda de referencia

La banda de referencia puede ser la banda de mayor migracién de la
variedad tomada como testigo (Figura 36.10).

El anilisis anterior permite concluir que dos individuos podrian ser
duplicados cuando, ademas de presentar las mismas caracteristicas morfo-
légicas o fisiolédgicas, tienen zimogramas ¢on el mismo nimero de bandas
y con las mismas movilidades electroforéticas relativas.

De otra parte, la intensidad de las bandas daria una idea dela concentra-
cidon y de la actividad catalitica de la enzima en el extracto crudo del tejido.

3. Hershey, C. y Ocampo, C. Comunicacién personal.
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Figura 36.9 Identificacién de bandas del patréon de @ ,,5' -esterasa en siete variedades de yuca.

FUENTE: CIAT, 1988a.
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Flgura 36,10, Obtencién de las mavilidades electtoforéticas relativas. e yn- patrén de
. bandas hipatético, Se tomé como banda de referenciala de mayor migragion.
~ (ver texto), q\ue recxbe por taato, el valor 100 en una escala arbltrana de 0 a

B 100 La f6rmuln ‘en’ este ejemplo serd: MER = (ME /250) x 100

La intensidad de las bandas de uha‘misma variedad puede variar de una
electroforesis a otra; debido’ principalmente.a efectos ambientalesi o a
efectos:del proeceso, que:consta de varios pasos. Aunque los'materiales se
evaldan bajo las mismas condiciones ambientales, no se tiene en:cuenta la
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intensidad de las bandas excepto en aquellos casos en que se vea clara-
mente un contraste; la intensidad de las bandas se mide entonces usando
una escala creciente de 1 a 5. Dos individuos que sean fisiolégicamente
iguales, que posean igual nimero de bandas en sus zimogramas con las
mismas movilidades electroforéticas relativas, pero que tengan diferente
intensidad en sus bandas, podrian ain ser diferentes; por tanto, deben ser
evaluados con otros marcadores isoenzimaticos, o con marcadores de
RFLPs, para confirmar los resultados iniciales.

Analisis a nivel del ADN

Los marcadores genéticos descritos hasta el momento (morfolégicos e
isoenzimaticos) tienen una desventaja: son regulados a través del desarro-
llo, es decir, s6lo serian expresados fenotipicamente en estados especificos
del desarrollo y en 6rganos o tejidos especificos. Ademads, los caracteres
morfolégicos pueden tener efectos pleiotrépicos en caracteristicas agro-
némicas de interés.

Se describié recientemente una nueva clase de polimorfismo genético
llamado polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restricciéon
(RFLPs). Los RFLPs se usaron primero como marcadores genéticos, en
genética humana (Botstein et al., 1980); mas tarde, Beckmann y Soller
(1983), Burr et al. (1983), Soller y Beckmann (1983) y;Tanksley y Orton
(1983) estudiaron su deteccién y utilizaciéon en las plantas.

Recientemente se han comunicado altos niveles de variabilidad en los
RFLPs en variedades de maiz (Burr et al., 1983; Helentjaris et al., 1986), en
cebada (Saghai-Moroof et al., 1984), en tomate (Helentjaris et al., 1986;
Bernatzky y Tanksley, 1986) y en lechuga (Landry etal., 1987). También se
han utilizado fragmentos de restricciéon para localizar secuencias especifi-
cas en el genoma (Vallejos et al., 1985), y para mapear genes que controlan
la resistencia a enfermedades (Landry et al., 1987).

Esta metodologia ha sido empleada también para caracterizar genomas
simples, como el de lamitocondriay el del c10roplasto Flavell et al. (1983)
encontraron diferencias entre accesiones de maiz de México analizando
fragmentos de restricciéon del ADN de las mitocondrias del maiz. En
contraste, los niveles de diversidad del ADN del cloroplasto son mucho
menores que los del ADN de la mitocondria. Clegg et al. (1984) analizaron
el ADN de cloroplastos de lineas cultivadas y silvestres de cebada, y
encontraron mucho menos d1vers1dad entre las lineas cultivadas que entre
las silvestres.
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La metodologia para producir los RFLPs se basa en el uso de enzimas de
restricciéon. Las enzimas de restriccion reconocen secuencias especificas del
ADN y lo cortan en los sitios en que éstas se hallan o en sitios adyacentes.
Cuanto mas frecuente sea ese sitio de reconocimiento para la enzima, el
ADN sera cortado con mas frecuencia (Figura 36.11). Los fragmentos de
ADN producidos de esta manera pueden separarse por medio de la electro-
foresis, y los fragmentos més pequefios se moverdn mas rdpidamente en el
gel. Cuando el ADN de un organismo superior es digerido por una enzima
de restriccion, se producen muchos fragmentos de diferentes longitudes
que, al separarse a lo largo del gel, formardn una mancha continua, visible
cuando el gel se sumerge en una solucién de bromuro de etidio y es
observado en un transiluminador de luz ultravioleta.

Un fragmento especifico s6lo puede detectarse con una sonda apro-
piada, es decir, con unfragmento de ADN que ya ha sido clonado y que sea
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Figura 36.11. Ejemplo hipotético que ilustra el polimorfismo en longitud de los fragmentos
de restriccién. E, = enzima de restriccién especifica. A,B = fragmentos
largos de ADN cromosémico en estudio.

FUENTE: Bernatzky, 1988.
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homdlogo de aquél que se desea visualizar. Los diferentes fragmentos
presentes en el gel se deben trasferir a un soporte sélido, donde seran
expuestos a una sonda marcada radioactivamente en condiciones que
favorezcan la hibridacion ADN-ADN. El soporte se usa entonces para
exponer una pelicula fotografica la cual, después de ser revelada, hara
visible el fragmento de ADN que se hibrid6 con la sonda (Figura 36.12).
Utilizando este tipo de sonda de ADN 1nico, puede detectarse un frag-
mento de rara ocurrencia (uno -en un millén o menos frecuente). Las
sondas de ADN utilizadas para los RFLPs no necesitan ser homélogas de
genes caonocidos. Cualquier secuencia de ADN puede servir para los
RFLPs, siempre y cuando pueda hibridarse con algunos de los fragmentos
producidos después del proceso de restriccién.

Cualquier cambio ocasionado por mutaciones puntuales en el ADN
puede alterar la secuencia de reconocimiento tipica de una enzima de
restriccidn, en particular eliminando o creando nuevos sitios de reconoci-
miento. De manera similar, supresiones o trasposiciones de grandes frag-
mentos de ADN pueden originar cambios simultaneos en los patrones de
restriccion de diferentes enzimas. En consecuencia, una enzima de restric-
cién determinada no cortara el ADN de dos individuos por el mismo lugar.
Por tanto, se formaran fragmentos de diferente longitud cuando el ADN
de los dos individuos sea cortado por la misma enzima. A causa de su
diferencia en longitud, esos fragmentos se localizardn en posiciones dife-
rentes una vez concluidas la electroforesis, la hibridacién y la autoradio-
grafia (Figuras 36.11 y 36.12).

Aplicaciones y ventajas de los RFLPs

Entre las aplicaciones de los RFLPs se encuentran: a) la caracterizacién
de variedades; b) la identificacién de los loci genéticos que afectan las
caracteristicas multigénicas o cuantitativas; y c) el desarrollo de programas
de mejoramiento genético mediante evaluacién de germoplasma, introgre-
sién, mejoramiento de hibridos comercxales y seleccién dentro de las
poblaciones. :

Los RFLPs ofrecen muchas mas ventajas que las isoenzimas y que los
métodos de evaluacién tradigionales, por las siguientes razones:

- Los RFLPs no estdn afectados por el medio ambiente.

- Los patrones de RFLPs pueden determinarse en el DNA extraido en
cualquier época de la vida del organismo.
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Figura 36.12. Secuencia del proceso de deteccién de los RFLPs. Pstl = endonucleasa de
restriccion derivada de Pseudomonas sp. bp = pares de bases.
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- El nimero de marcadores de RFLPs que se pueden estudiar en una
simple progenie es bastante grande.

- Con los RFLPs se puede analizar todo el genoma.
- Los RFLPs expresan codominancia.

- Los RFLPs del genoma nuclear siguen una herencia mendeliana sim-
ple. '

- Los RFLPs de genomas de organelos (mitocondria, cloroplasto) siguen
una herencia materna.

- Los RFLPs no tienen efectos pleiotropicos.

Esta y otras técnicas moleculares han sido de gran valor, no sé6lo para
caracterizar y evaluar materiales, sino también en trabajos de ingenieria
genética. En efecto, algunos marcadores (genes especificos), adecuada-
mente manipulados pueden trasferirse a las plantas mediante técnicas de
cultivo de tejidos y trasformacién. En consecuencia, la obtencién de
nuevas variedades aprovechando bien estas nuevas tecnologias, exige una
buena coordinacion entre los programas de mejoramiento tradicional y los
programas de biotecnologia.

La Biologia Molecular en el Mejoramiento Genético
Mapas genéticos

Se entiende por ‘mapeo’ genético la ubicacién espacial de un genenuna
region especifica de un cromosoma. Es necesario ‘mapear’ los marcadores
moleculares como los RFLPs, una vez hayan sido identificados. Esta
operacion es simple cuando se posee material genético especial. Por ejem-
plo, en maiz se desaroll6 un mapa con 130 loci (RFLPs) que cubria los 10
cromosomas del maiz y, en ellos, €1 50% del mapa genético de esta especie,
utilizando lineas monosdmicas y analisis de segregantes (Helentjaris et al.,
1986). También se pueden hacer mapas genéticos utilizando series de
aneuploides, como se hizo en el trigo (Garcia-Olmedo et al., 1982). Otras
técnicas de mapeo son las lineas celulares de hibridos somadticos interespe-
cificos (D’Eustachio .y Ruddle, 1983), la hibridacién in situ (Harper y
Saunders, 1981), y las genotecas de cromosomas particulares (Cavannee et
al., 1984). Las técnicas antes mencionadas son obviamente de granutilidad
en los cultivos que dispo:jen de facilidades para estas operaciones genéti-
cas. Sin embargo, cuando no existe ningin material especial —como el
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antes mencionado— para hacer el mapa genético, éste se puede construir
por andlisis de segregantes,

Anidlisis de caracteristicas multigénicas

Aunque muchas de las caracteristicas de las especies cultivables.
—ingluyendo la resistencia a las enfermedades— estan determinadas por
loci que tienen un efecto dréstico en el fenotipo, la mayagria de las caracte-
risticas de importancia econémica, como el rendimiento y la resistencia
horizontal al estrés, son de naturaleza cuantitativa. Asi pues, habra varia-
cion fenotipica en las caracteristicas continuas entre un individuo y otro, y
una distribucién normal de los valores fenotipicos en una poblamén
particular. Las diferencias genéticas que afectan las caracteristicas cuanti-
tativas, ya sea dentro d¢ las poblaciames o entre ellas, estdn determinadas
por un nimero relativamente grande de logi, cada uno de los cuales aporta
una pequefia contribucion.cuantitativa, sea ésta positiva o.negativa, hasta
que se obtiene el valor fenotipico final de una caracteristica. Esta clase de
loci se depomina ‘loci para.caracteristica. cuantitativa’ (Geldermann,
1975), cuyas siglas son QTL (del inglés, quantitative. trait loci).

Utilizando dlsenos experlmentales especmles y ciertos ané11s1s de datos,
llamados colectivamente genética cuantitativa o biométrica (Falconer,
1981), ha sido posible comprender un poco la arquitectura genética de’las:
caracterfsticas cuantitativas, y utilizar este conocimiento como guia para
los programas de mejoramlento genétlco Sin embargo, la dificultad para
distinguir y manejar, en los programas de mejoramiento, loci mdmdualcs
que afectan una caracteristica de importancia econémica impone una gran
limitacién a la efe¢tividad de la genéuca cldsica‘en los procedlmxentos de
mejoramiento. De igual marera, la idenitificacién de los genes que afectan
una caracteristica cuantitativa limita su clonamiento y su aplicacién en
ingenierfa genética: En conclusién, los des 'métedos disponibles para-el
mejoramiento genético estan mas o menoslimitados ensu capacidad para
manejar las caracteristicas cugn;i\tativas.

Se demostré recientemente que 1os RFLPs proporcfonan un método
confiable para trasformar los QTL en entidades mendelianas o cuasimen-
delianas; unas y otras serian facilmente manipuladas en los programas de-
mejoramiento.genético y.en unfuturo.podrian-usarse para clonamiento en
proyectos-de ingenieria genética. Utilizando los RFLPs, existén bdsica-
mente dos vias para identificar y manipular los QTL: a) determinacion del
ligamiento entre RFLP y QTL para hacer luego el mapa de evaluacién de
los efectos de los QTL y.b) 1dent1flcaclbn y clonamlento de los QTL
empleando ‘métodos.de mutagénesxs por inserci6n..
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Paterson et al. (1988) describieron un nuevo método para el analisis de
QTL. Se utiliz6 un mapa genético detallado que, partiendo de los RFLPs,
evidenciaba los factores genéticos que afectaban varias caracteristicasde la
fruta del tomate (peso de lafruta, concentracidn de s6lidos solubles, y.pH).
Este método emplea un mapeo a intervalos que utiliza el método estadis-
tico de maxima probabilidad. El mapeo a intervalos da cuenta de los
efectos de cada segmento genémico localizado entre dos loci marcadores, y
no de los efectos asociados con loci individuales. Esto reduce las confusio-
nes que se puederi presentar por 10s efectos de recombinacién entre los 1001
marcadores y los QTL.

Conclusiones

La biologia molecular se est4 convirtiendo en una herramienta poderosa
en los programas de mejoramiento. Se estdn acumulando metodologfas
para determinar la presencia de marcadores que seran facilmente detecta-
dos y rastreados e los programas de mejoramiento. Estas nuevas técnolo-
glas son complementarias de los métodos tradicionales. En el futuro, seran
los programas coordinados que comprendan métodos tradicionales y
biotecnologia los que produciréan las nuevas variedades mejoradas.
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