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Cultivo de tejidos en la agricultura

Intfoduccién

En el trascurso de las investigaciones dirigidas a la obtencién de hibridos,
ya sea sexuales o somaticos; es indispensable la presentacién de pruebas
concluyentes de que el producto fobte'nido’ es en realidad un hibrido. En
muchos casos, esta prueba se basa en criterios morfolégicos, cuando las
caracteristicas de ambos padres son conspicuamente diferentes y permiten
su identificacién en el hibrido resultante. Por ejemplo, los hibridos obteni-
dos entre las dos especies de tomate Lycopersicon esculentum y L. penne-
llii pueden distinguirse debido a caracteristicas intermedias evidentes en
las ho_|as las flores y el polen y ademas por la heterosis (Rxck 1960;
Quirés, 1975). “Eni otros ¢asos; las caracteristicas motfolégicasno son lo
suficientemente. diferentes. como -para. permitir’ esta identificacién de
manera definitiva; un caso especialmente critico son los hibridos somati-
cos, que se obtienen mediante el cultivo de tejidos.

El cultivo de células y tejidos produce con frecuencia mutaciones y
aberraciones cromosémicas (ver Capitulos 8 y 13) que modifican en
muchos casos el fenotipo de los individuos resultantes, y dan pie a confu-
sién en la identificacion precisa y definitiva de los hibridos. En los altimos
afios se ha hecho énfasis en la obtencién de isoenzimas como marcadores
genéticos no sélo para el estudio genético de las especies sino para aplicar-
los amuchos aspectos de la investigacion basica; una de estas aplicaciones
es la identificacién de hibridos intraespecificos e interespecificos.

Isoenzimas como Marcadores Genéticos

Conceptos basicos

El descubrimiento de las isoenzimas ha favorecido la creacién de mar-
cadores genéticos mas eficientes que los morfolégicos ya que, por lo
general, permiten distinguir genotipos homocigéticos de los heterocig6ti-
cos; en otras palabras, permiten igualar el fenotipo de un individuo con su
respectivo genotipo. Antes del advenimiento de esta técmica, la variacion
genética en una especie o en una poblacioén se hacia partiendo de la
identificacién de mutantes recesivos, los cuales en el estado homocigético
resultan en fenotipos aberrantes. Sin embargo, estos illtimos son raros, ya
que la mayor parte de las caracteristicas morfoldgicas son cuantitativas y,
por tanto, estan gobernadas por varios pares de genes cuya expresxén esta
afectada por el ambiente, :
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Isoenzimas como marcadores genéticos...

La simplicidad de la técnica utilizada para detectar isoenzimas, denomi-
nada electroforesis, ha hecho posible su uso y aplicacién en la investiga-
cién genética de un gran numero de especies vegetales. McMillin (1983)
presenta una perspectiva histérica del desarrollo de las isoenzimas. Los
principales eventos que marcaron el uso de esta técnica fueron el desarrollo
de la electroforesis de almidén por Smithies (1955) y la demostracién de
que las isoenzimas pueden visualizarse en los geles por medio de tintes
histoquimicos (Hunter y Markert, 1957). Estos dos ultimos autores propu-
sieron el término ‘zimograma’ para denominar el patrén de bandas enzi-
maticas en los geles. El término isoenzima (o isozima) fue ptopu\eystyo por
Markert y Moller (1959) para designar diferentes formas moleculares de
enzimas que catalizan un mismo sustrato.

Gottlieb (1971) y Peirce y Brewbaker (1973) presentan un resumen de los
conocimientos necesarios para usar las isoenzimas como marcadores gené-
ticos, asi como otras aplicaciones de éstas. El uso de las isoenzimas se basa
en la existencia de la heterogeneidad enzimatica en las plantas; este fen6-
meno se evidencia cuando las enzimas —segun sus cargas eléctricas y por
medio de la electroforesis— se separan en sus diferentes formas molecula-
res. Este efecto permite estudiar la variabilidad genética existente entre
individuos a nivel de enzimas o de proteinas. La diferencia de cargas
eléctricas entre una enzima y otra es el resultado de cambios en su estruc-
tura molecular que pueden consistir, en casos muy sencillos, en simples
sustituciones de amino4cidos en la estructura primaria o, en casos mas
complejos, en que sea diferente €l niimero de pollpéptldos que forman
parte de cada enzima (cadenas de ammoémdos) Esta variacién corres-
ponde, generalmente, a diferencias en la secuencia del genoma, lo que
permite caracterizar la variacion a nivel molecular.

Aunque las isoenzimas catalizan el mismo sustrato, pueden ser molecu-
larmente muy diferentes porque, por lo regular, son sintetizadas por genes
distintos que despliegan su actividad en diferentes tejidos. Ademas, es
posible encontrar variacién en las isoenzimas producidas por el mismo gen
cuando éstas representan la expresion de alelos diferentes; esta variacién
alélica es mas tenue y casi siempre es efecto de sustituciones simples de uno
o pocos aminodacidos. Prakash et al. (1969) acufiaron el término ‘aloen-
zima’ (‘alozima’) para describir las isoenzimas producidas por alelos dife-
rentes del mismo gen.

La técnica de la electroforesis consiste en situar un extracto proteico
obtenido deltejido deuna plantaen un medio de soporte —ya sea un papel
de celulosa, o un gel hecho de almidén de papa, de poliacrilamida o de
agarosa— y someterlo a un campo eléctrico durante varias horas; el campo
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hace que las diferentes isoenzimas migren en el medio segin sus cargas
eléctricas. Después de esta operacion, el gel se incuba en una solucién que
contenga tanto el sustrato sobre el que actGia‘la enzima que se -desea
separar, como los cofactores necesarios més un tinte que se acople al
producto de la reaccién. Las isoenzimas se visualizan como bandas de
color que aparecen en el gel.

Para usar las isoenzimas eficazmente como marcadores genéticos es
necesario establecer claramente cuintos pares de genes las determinan, la
modalidad de herencia, y su tipo de estructura molecular, es decir, si estdn
formadas por un polipéptido (monoméricas), por dos (diméricas), o por
mas de dos. Estos estudios se hacen mediante pruebas de progenie y
cruzamientos entre individuos de fenotipos diferentes caracterizados por
zimogramas distintos. En general, las alozimas de los loci isoenzimaticos
segregan monogénicamente; sin embargo, en ocasiones, las segregaciones
pueden estar distorsionadas por modificaciones postrascripcionales a las
que est4n sujetas algunas enzimas, ya sea por genes modificadores o por
artificios de la extraccién (Rick et al., 1979). Peirce y Brewbaker (1973)
informan sobre tres patrones de bandas bésicos que se ajustan al tipo de
segregacion de las isoenzimas, y que se describen a continuacién:

Bandas rdpidas y bandas lentas. Este tipo de variacién genética en el
patrén de bandas es tipico de las enzimas monoméricas; en el caso més
simple, la proteina que expresa cada alelo de un locus dado se aprecia
como una banda que se caracteriza porque tiene una distancia de migra-
cion fija en el gel (se asume que la electroforesis se lleva a cabo siempre bajo
las mismas condiciones). Si se tiene un individuo heterocigdtico, su feno-
tipo se expresa como un zimograma constituido por dos bandas (una
rapida y otra lenta) que representan el genotipo del individuo; la expresién
simultdnea de ambos alelos en un locus se denomina codominancia. La
progenie resultante de la autofecundacién de un individuo heterocigético
segregard conforme a larazén mendeliana 1:2:1, donde 1 corresponde alos
dos genotipos homocigdticos y 2 al genotipo parental heterocigético. La
codominancia es otrade las grandes ventajas de las isoenzimas que permite
la deteccién de genotipos hibridos (Figuras 37.1, 37.2 y 37.3).

Es muy comiin la presencia de alelos miltiples en loci enzimaticos. Por
ejemplo, en Lycopersicon spp. se han reportado 22 alozimas para el locus
Adh-1 (Rick, 1983) y en alfalfa (Quir6s, 1983) 9 alozimas para el locus
Prx-1 (Figura 37.4). En casos méas complejos, un alelo puede expresarse
como dos bandas o como un grupo de varias bandas, siendo éste el caso de
la mayor parte de las peroxidasas en el tomate (Rick et al., 1979) o de las
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Figura 37.1. Fenotipos de apio para la enzima fosfoglucomutasa, locus Pgm-2. Los
individuos ¢n las lineas 15 y I8, contando desde la izquierda, son heteroci-
goticos para los alelos Pem-2F y Pgm-2M . Las enzimas gobernadas por este
locus son monoméricas, ya que los fenotipos heterocigdticos no muestran una
banda hibrida de migracidon intermedia. Los demas individuos son homoci-
goticos para los tres alelos que se encuentran en el apio. La alozima de menor
migracidn corresponde al alelo Ppm-25.
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Figura 37.2. Hibridosentre Medicago turbinatay M. truncatula determinados por el locus
monomérico Lapt-I, origen de la enzima leucina-aminopeptidasa. Los tres
primeros individuos, contando desde 1a izquierda, corresponden a la primera
especie, y son homocigbticos para el alelo Lap!-11; [os tres tltimos individuos
corresponden a la segundaespecie, siendo homecigdticos para el alelo Lapt-12,
Los demas son hibridos entre ambas especies, v heterocigotos para ambos
alelos.
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Figura 37.3. Fenotipos de brécoli para ¢l locus monomérico Lap-1. Los individuos en las
lineas 1, 2, 5, 6,y 7, contando desde la izquierda, son heterocigéticos para las
alozimas Lap-17 y Lap-1% los individuos en las lineas 4, 21 y 22 son
homocigoticos para el Gltimo alelo. Las demas plantas son homocig6ticas para
el primer alelo. Nétese que los fenotipos homocighticos para ambos alelos
muesiran una banda secundaria o 'sombra’ en la parte superior, que es la de
mayaor migracién; lambién se observa esta banda ¢n los hibridos, Las bandas
més tenues debajo de la alozima Lap-1® parecen corresponder a un segundo
locus; su herencia ain no ha sido estudiada.
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Figura 37.4. Fenoliposdealfalfa, unaespecie tetraploide, parael locus monomérico Prx-1.
En este gel se aprecian individuos heterocigdticos dialélicos (lineas [ a 3,
contando desde la izquicrda), trialélicos (por ejemplo, lineas 6 y 9) ¥
tetraalélicos (lineas 11 y 13). Ellos forman parte de la progenie resultante de la
autofecundacién de una plama terraalélica.

malatodeshidrogenasas en la papa.! Estas bandas no segregan en las
progenies de los individuos que las poseen; siempre se trasmiten como un
solo grupo (Figura 37.5), lo que puede deberse a posibles duplicaciones

. Quirds ¥ McHale, Informacion sin publicar.
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genéticas porque estdn tan cerca la unade la otra en el cromosoma que no
sufren recombinacién. Otra explicacién posible de que un alelo se exprese
como un grupo de bandas es que la isoenzima sufre una modificacion
postrascripcional o postraduccional que resulta en ‘sombras’ o bandas
secundarias,
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Figura 37.5. Fenotipos de la papa diploide Solanum phurefa que segrega respecto a las
alozimas del locus dimérico Mdh-1, origen de la enzima malato-deshidro-
genasa. Individuos homocigoticos parael alelo Mdh-1' (por ejemplo, las lineas
I y 2 contando desde la izquierda) estdn caracterizados por dos bandas, de las
cuales la inferior es una banda 'sombra’ cuyo origen se desconoce; en cambio,
los homocigdticos para el alelo Mdh-12 s6lo muestran una banda (por ejemplo,
las lincas 3 y 7). Los heterocigbticos muestran tres bandas, y es dificil sabersila
banda intermedia es la 'sombra’ de la alozima 1! o si es una banda hibrida
(heterodimero). Sin embargo, la mayor intensidad de la banda intermedia
indica que ésta es un heterodimero resultante de la combinacién de los
polipéptidos producidos por ambos alelos.

Bandas hibridas. Estas bandas se presentan como genotipos heterocigo-
ticos respecto a enzimas de estructura polimérica, es decir, aquellas con-
formadas por més de una cadenade polipéptidos. En el caso mas simple, es
decir, el de un individuo heterocigdtico para una enzima dimérica y cuyos
alelos producen polipéptidos diferentes, estos tltimos, ademas de combi-
narse entre si para formar alozimas de tipo parental, se combinan también
entre ellos para formar una isoenzima hibrida, que migrard a una posicion
intermedia entre las dos isoenzimas parentales (Figuras 37.6 y 37.7). La
progenie resultante de la autofecundacion de este individuo también
segregard en la proporcion mendeliana 1:2:1.

Alelos nulos. Estos alelos, que son raros, determinan la ausencia de
bandas en el gel; el fenémeno puede deberse a polipéptidos defectuosos
incapaces de desarrollar actividad enzimdltica, o a genes represores que
actian sobre loci enzimaticos causando la inactividad de algunos alelos.
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Figura 37.6. Zimogramas del tomate para el locus dimérico Adh-1, origen de la ¢nzima
alcohol-deshidrogenasa. Los individuos que representan fenotipos con lres
bandas son heterocigdticos para los alelos Adh-1' y Adh-t (por ejemplo, las
lincas I, y 6 a 9 contando desde la izquierda),
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Figura 37.7. Zimogramas del brécoli para el locus dimérico Pgm-2. Los individuos
heterocigdticos para los alelos Pgm-2! v Pgm-24, caracterizados por tres
bandas, s¢ muestran en laslineas 8, 13 a 17, ¥y 22, contando desde la izquierda.
Eneste caso se pueden apreciar también bandas 'sombras' producidas por cada
alelo, que se hacen evidentes en fos hibridos como bandas tenues entre las tres
bandas principales de mayor intensidad.

Los alelos nulos se comportan como recesivos, lo que impide detectar
individuos heterocigdticos (Figura 37.8); por tanto, un individuo heteroci-
gdtico para un alelo nulo, al ser autofecundado, segregard segiin la razén
mendeliana 3:1, 3 para presencia y | para ausencia de la alozima (en el
recesivo homocigdtico). En este caso no se puede igualar el genotipo con el
fenotipo, ya que los genotipos homocigdticos dominantes y los heterocigd-
ticos tendran el mismo fenotipo. Cuando laconcentraciéon de la muestraes
baja, no se observan bandas en el gel, resultado que se confunde con un
fenotipo nulo; en estos casos, es recomendable repetir el ensayo con
muestras mas concentradas.
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Figura 37.8. Zimogramasde [a alfalfa correspondientes a plantas homocigdticas respecto al
alelo nulo Lap-1D (lincas 2, 8, y 13 a 22, contando desde In izquicrda). Los
demas individuos en este gel son homocigdlicos para el alele Lap-1' o
heterocigdticos para ambos alelos. La banda inferior, de migracién lenta,
corresponde a un segundo locus, Lap-2,

Electroforesis horizontal en geles de almidon

Esla es la técnica mas versatil, econb6mica y practica para el estudio de
las isoenzimas en plantas y, por tanto, la que se trataré en esle capitulo. La
resolucién de la mayoria de las isoenzimas obtenidas con esta técnica es
bastante buena; para algunas enzimas, es mejor aln que en geles de
poliacrilamida. La gran ventaja de los geles de almidén es que s¢ cortan en
tajadas, cada una de las cuales s¢ puede ensayar en un sistema enzimatico
diferente; otra de sus ventajas es que en ellos se pueden analizar extractos
sin purificar, y una tercera, la inocuidad del almidén porque no posee
toxicidad alguna. Los recursos necesarios para desarrollar esta téenica son
minimos; en su mayor parte, el equipo puede construirlo el mismo
investigador.

El sistema consta basicamente de los siguientes elementos:
* Un molde para formar el gel.

° Dos depébsitos (reservorios), uno en cada extremo del molde, para
contener la solucidn tampo6n (o *bofer’); cada deposito estd provisto de
un electrodo: uno de ellos es el polo positivo o dnodo y el otro el polo
negativo o catodo, en el sistema.

* Dos toallas, esponjas, o cualquier otro material absorbente para poner
en contacto la solucidbn tampén con el gel.

* Una unidad de corriente continua, como fuente de poder, capaz de
producir 40 watios (400 voltios, 100 mA).
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El gel y los depdsitos se colocan en un refrigerador para llevar a cabo la
electroforesis a una temperatura de 2 a 5 °C. Si no se dispone de un
refrigerador, basta con poner una bolsa con hielo encima del gel para
enfriarlo; 1a bolsa deberd cambiarse por 1o menos una vez durante el
proceso, cuando el hielo se derrita. El gel se enfria para evitar la inactiva-
cién de las enzimas por el calor.

Los moldes para vaciar los geles son diferentes en uno u otro laborato-
rio, y su tamafio depende basicamente del nimero de muestras que se
quieren ensayar en cada gel. El'grosor.de los geles se determina por nimero
de tajadas que se desea obtener de cada uno o, en otras palabras, por el
nimero de sistemas enzimaticos que se quiera ensayar; por lo regular
tienen de 6 a9 mm porque las tajadas que se obtienen son de aproximada-
mente 1.5 mm. Tanksley (1979), Cardy et al. (1981), Quir6s (1981), y
Shields et al. (1983) presentan en forma detallada varios disefios para la
construccion del equipo de electroforesis en almidon.

Las recetas de geles son también muy variadas, y su eleccién depende de
la especie y de las enzimas que se estudian. La combinacién de geles de
tris-citrato (pH 7.8) e histidina (pH 5.7) es muy versitil, y se recomienda
usarlos primero paraensayar especies que no hayan sido estudiadas antes.
Las recetas para prepararlos, asi como las soluciones tampones para los
depdsitos, se muestran en el Cuadro 37.1.

Quir6s (1981) describe el procedimiento parala preparacion de geles que
puede resumirse en las siguientes lineas. Se prepara el volumen necesario
de solucién tampdn seglin el nimero de geles que se desee procesar; cada
gel tiene, normalmente, un volumen aproximado de 250 ml. Luego se
disuelve el almidén en 1/3 de la solucién tamp6n, usando un Erlenmeyer
de filtracién al vacio (con salida lateral) y con ayuda de un agitador
magnético; mientras tanto, se calientan los 2/3 restantes de la solucién en
un frasco volumétrico hasta el punto de ebullicién, y en ese momento se
extrae el agitador magnético. Empleando guantes aislantes del calor, se
sostiene el Erlenmeyer por el cuello mientras que con la otra mano se
introduce el cuello del frasco volumétrico que contiene la solucién caliente,
invirtiéndolo completamente; durante la maniobra, ambos frascos se
mueven rotatoriamente, ‘

La suspensidn caliente de almidén se pone en la hornilla durante unos
segundos hasta que empiece a hervir; se retira entonces del calor y se cierra
el recipiente con un tapon de caucho. La salida lateral del Erlenmeyer que
contiene el almidon se conecta a una linea de vacio y se procede a extraer el
aire de la suspension, hasta que las burbujas pequefias desaparezcan, lo
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Cuadro 37.1. Composicion de lassoluciones tampdn para preparar trestipos de geles, y las
enzimas que se ensayan en ellos.

Gel

" Depésito (soluéibn)

Enzimas?

Base Trizma 0.05M
Acido citrico

Acido bérico 0.3M;
ajustar a pH 7.8

PRX, LAP, EST,
ADH, CAT, END,

monohidrico 0.004M con NaOH IM GOT, GDH, FGM
L-histidina 0.065M L-histidina 0.009M MDH, 6-FGD,
Acido citrico : . ‘Acido citrico LAP, FAC,
monohidrico- 0.02M, . monohidrico 0.003M FGI, PRX,
pH 5.7 (dilucién 1:6 de la SDH
solucién usada en el '
gel), pH 5.7
Acido bérico 0.19M 9 partes de (Base Trizma DIA, FAL
Hidréxido de litio 0.04M, 0.05M, 4cido citrico AAT, PRX
pH 8.3 \ *monohidrico 0.007M, GDH, END

pH 8.3) por 1 parte de la
solucién usada en el gel

a. PRX=peroxidasa, LAP = leucina-amino peptidasa, EST = esterasa; ADH = alcohol deshidroge-
nasa, CAT = catalasa, END = endopeptidasa; GOT = glutamato-oxalacetato transaminasa,
GDH = glutamato deshidrog FGM = fosfoglucomutasa, MDH = malato deshidrogenasa;
FAC = fosfatasa Acida, FAL = fosfatasa alcalina, FGI = fosfoglucoisomerasa; DIA = diaforasa,
AAT = aspartato-amino transferasa; 6-FGD = 6-glucosa-fosfato deshidrogenasa, SDH = shikimato
deshidrogenasa. -

FUENTE: Shields et al., 1983.

que toma menos de un minuto. El tapén debe ser suficientemente grande
para que la fuerza de succién no lo arrastre por el cuello del Erlenmeyer.
Una vez terminada esta operacion, se retira el tapon y se vacia el almidoén
en los moldes, llenandolos hasta el tope; luego-se cubren con una plancha
limpia de vidrio, haciendo presién hasta que, al rebosar el almid6n, queden
bien sellados y no se sequen, Los geles se pueden preparar desde el dia
anterior y se pueden dejar a temperatura ambiente hasta el dia siguiente.

~Laconcentracién de almiddn en‘el gel es otro factor importante; si ésta
es muy baja, el tiempo de electroforesis es menor, pero las bandas tienden a
difundirse y las tajadas serdn demasiado fragiles para manipularlas; gene-
ralmente se usa una concentracion de 109% a 12%. Cuando se usan los geles
de tris-citrato, se. coloca una solucién tampén de acido boérico en las
cubetas que produce un frente de migracién de borato de una coloracién
marrén; éste avanza en ¢l gel a medida que el tiempo de electroforesis
progresa, y sirve de indicador para fijar el momento en que termina el
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proceso. Cuando el frente llega a 2 cm del extremo del gel, donde est4 el
4nodo, se desconecta la fuente de poder, yel gel se cortay se ensaya. Enlos
geles de histidina, en cambio, no se ve frente alguno, siendo necesario
insertar un papel filtro, como los usados para insertar las muestras, que
contiene unasolucidn de azul bromofenol de 0.5 mg/ ml. Con.ambos tipos
de geles la electroforesis dura entre 4 y 5 horas.

Para cortar el gel, se usa una sierra de calar modificada en que se
sustituye la hoja aserrada por una cuerda de acero del calibre m4s fino,
como las que s¢€ usan en las guitarras. Se puede usar también un trozo de
cuerda de nylon para pescar, que s¢ enrolla en los dedos indice de cada
mano y se pasa cuidadosamente de un extremo aotrodel gel. Para obtener
tajadas de igual espesor, es necesario poner a ambos lados del gel unas
guias de determinado grosor donde descansa el instrumento cortante; las
guias se hacen con varillas de vidrio, o.con listones de plastico.

Para la electroforesis de almidon no es necesario purificar las muestras
de tejido. Basta: con macerar en un mortero el tejido con una gota de
solucién tampén tris-HC1 0.5 M, pH 7.0, que contenga ‘1% de glutatién
como agente reductor. El liquido resultante se absorbe en un trozo de
papel filtro Whatmanno. 3de 10 x 3 mm aproximadamente. Para introdu-
cir las muestras en el gel, éste se corta trasversalmente a unos 4 cm del
extremo que sera conectado al cadtodo. Los papeles filtro se insertan en el
corte cada 3 mm, aproximadamente, se cierra el corte, se colocan las
toallas haciendo contacto en cada extremo del gel con las cubetas respecti-
vas, y se activa la fuente de poder a un voltaje inicial de 150 V, durante
10 min. Esta operacion resulta en la trasferencia de las proteinas de los
papeles filtro al gel. Se desconecta la fuentede:poder y seretiranlos papeles
defiltro conla ayuda de unas pinzas; se vuelve a cerrar el corte en el gel, y se
procede a hacer la electroforesis a 300 V.

Se ensaya rutinariamente la misma muestra en dos geles a un- mismo
tiempo, porque se obtiene la maxima informacién cuando se identifica el
mayor numero posible de enzimas. Se preparan, por tanto, dos de los
papeles filtro antes descritos por cada individuo que se muestree; uno-de
los papeles va a'un gel de tris-citrato y el otro a un gel de histidina. Por
ejemplo, para Brassicasp., en el primer gel se ensayan peroxidasa anédica,
fosfoglucomutasa, glutamato-oxaloacetato transaminasa y esterasa, mien-
tras que en el de histidina se ensayan leucina-amino peptidasa, fosfoglucoi-
somerasa, fosfatasa acida y malato deshidrogenasa. Los procedimientos
de ensayo para estas enzimas, y para muchas otras més, hansido recoplla-
das por Vallejos (1983).
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