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RESUMEN

“Caracterizacion molecular y morfolégica de tomate de cascara

(Physalis ixocarpa, Brot.)”
Lourdes Montalvo H. Maestria en Ciencias en Horticultura. Universidad Auténoma Chapingo.

(Bajo la direccién del Dr. A. Pena L.).

La presente investigacion se realizd en el Laboratorio de Biotecnologia
Aplicada UACH-INIFAP ubicado en el Campo Experimental del Valle de México
(CEVAMEX). Se estudiaron diez variedades de tomate de cascara (Physalis
ixocarpa, Brot.), con el fin de monitorear la variabilidad genética dentro y entre
poblaciones, y esclarecer las relaciones genéticas entre las mismas, utilizando
una técnica molecular (RAPD) y caracteres morfoldgicos.

El patrén de bandas de ADN fue obtenido a través de la amplificacion
por la PCR de los fragmentos de ADN de cada genotipo de las variedades de
tomate de cascara estudiadas. Se emplearon cinco iniciadores (OPAE-19,
OPB-06, OPD-11,0P1-09 y OPV-06) de Operon Technologies y la técnica
RAPD. Los productos amplificados se separaron en geles de agarosa al 1.4%,
éstos se tifieron con bromuro de etidio para ser visualizados con luz UV se
documentaron en fotografias.

La metodologia de anélisis empleada permitié obtener una matriz de

valores de las distancias genéticas entre pares de poblaciones, y de ésta se



L 4

e S

= construy® el dendogramé de egr_upai"ﬁiento correspondiente, el cual mostré una
divisién de cuatro grupos geﬁerales: 1) Mejorados, 2) Manzano, 3) I'\'/iilper-c.afy 4)
Silvestres; el primero se organizd en cinco subgrupos con seis variedades. El
tipo Silvestre aQtofértiI se mantuvo alejado de las demas poblaciones,
exhibiendo las distancias genéticas mas amplias con diferentes variedades
(0.460 a 0.878).

El agrupamiento de las mismas poblaciones con base en caracter_es
morfolégicos origind un dendograma que agrupd a las variedades de tomate de
cascara de manera similar con los datos moleculares, obteniéndose tres
grandes grupos: 1) Mejorados, 2) Milpero-Arandas-Tamazula, y 3) Silvestres.
Ambos agrupamientos coinciden con otros propuestos en investigaciones
anteriores, realizadas en base al estado evolutivo y de domesticacion de las
poblaciones.

El indice de variabilidad genética (IVG) calculado en cada variedad
permitid conocer la alta diversidad genética existente dentro de estas
poblaciones. Los valores de IVG fluctuaron de 0.2864 para la poblacion menos
variable (Tamazula), a 0.3896 para la poblacion méas heterogénea
(Salamanca). En general las variedades que mostraron los mayores IVG fueron
en orden: Salamanca, Rendidora, Manzano, Silvestre autoincompatible y
Puebla; las de variabilidad intermedia fueron: Milpero, CHF1-Chapingo vy
Arandas; y las de menor variabilidad fueron: Silvestre autofértil y Tamazula.
PALABRAS CLAVE: RAPD’s, variabilidad genética, Physalis ixocarpa, tomate de

cascara, marcadores moleculares



ABSTRACT

L. Montalvo H.

“Molecular and morphological characterization of husk tomato

(Physalis ixocarpa, brot.)”

September, 1998.

(Under the direction of A. Pena L.).

This investigation was carried out in the Laboratory of Biotechnology
UACH-INIFAP located in “Campo Experimental del Valle de Meéxico”
(CEVAMEX). Ten varieties of husk tomato (Physalis ixocarpa, Brot.) were
studied, in order to monitor the genetic variability within and among populations,
and clarify the genetic relationships between them, utilizing molecular
techniques (RAPD's) and morphological characters.

The patron of DNA bands was obtained through of the amplification for
PCR of DNA fragment of each genotip of the varieties of husk tomato studied. It
was employed five primers (OPAE-19, OPB-06, OPD-11, OPI-09 and OPV-06),
from Operon Technologies, and RAPD's technique. The amplified products
were separated in gels of agarose at 1.4%, they were tinted with EtBr to be

viewed with UV light and they were documented in photographies.



Thé analysis allowed to get a matrix of genetic diste:rjces between the
pairs of blch)p;JIation‘s and the dendrogram of cluster showed a divisiqn of Lour
general groups: 1) Improved, 2) Manzano, 3) Milpero and 4) Wilds, the first was
organized in five subgroups with six varieties. The type Wild self-fertite was
distant from the others populations, exhibiting the widest genetic distances with
other varieties studied (0.460 to 0.878).

The clustering of populations in base of morphological characters
originated a dendrogram that assembled the varieties of husk tomato that was
comparable with the molecular datas; dividing in three big groups: 1) Improven,
2) Milpero-Arandas-Tamazula, and 3) Wild. Both husk tomato clustering
coincide with other investigations carried out in base to the state evolutive and
domesticacion of varieties.

The index of genetic variability (IGV) calculated in each varieties allowed
to know the high genetic variability existent within these populations. Values of
IGV fluctuated of 0.2864 for the fewer variable populations (Tamazula) to
0.3896 for more heterogeneous population (Salamanca). In general, the
varieties with greatest IGV were in order: Salamanca, Rendidora, Manzano,
Wild selt-incompatible and Puebla; with intermediate variability were: Milpero,
CHF1-Chapingo and Arandas; and the less index was obteined with: Wild self-
fertile and Tamazula.

INDEX WORDS: RAPD’s, genetic variability, Physalis ixocarpa, husk tomato,

molecular markers
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I. INTRODUCCION

El tomate de cascara ( Physalis ixocarpa, Brot.) es una especie horticola
de importancia en México por su amplio consumo en la alimentaciéon de la
poblacién, con amplias perspectivas de mejorar dicha importancia al
incrementarse el rendimiento y el consumo per capita, lo que por consecuencia
aumentaria los ingresos econdmicos al mejorarse la productividad,
industrializacion y exportacion. Se cultivandose en 26 de los 32 estados de la
Republica Mexicana y ocupa el quinto lugar en superficie sembrada con
especies olericolas (SARH, 1993; SAGAR, 1996).

Por ser considerado como centro de origen, distribucién vy
domesticacioén; México es poseedor de una amplia diversidad genética de
tomate de cascara, misma que ha sido agrupada en ocho razas: Silvestre,
Milpero, Arandas, Tamazula, Manzano, Rendidora, Salamanca y Puebla (Pena
et al.,, 1992). Parte de esta diversidad se atribuye a que la especie presenta
autoincompatibilidad gametofitica, lo que ocasiona que sea aldégama obligada,
originando poblaciones heterogéneas y heterocigoticas; las cuales presentan
dificultad en su clasificacién debido a esta heterogeneidad, asi como a la
presencia de poblaciones intermedias y con diferente estado evolutivo

(silvestres, toleradas, fomentadas, cultivadas y domesticadas). Esta diversidad,



aunque de manera limitada se ha aprovechado en los programas de
mejoramiento genético de la especie, existiéndo a la fecha solo dos variedades
mejoradas: Rendidora y CHF1-Chapingo, ésta ultima producto del programa
regional de mejoramiento genético llevado a cabo en la Universidad Autébnoma
Chapingo (Pena, 1998a).

El mejoramiento genético es un proceso a largo plazo, sobre todo con el
uso de las metodologias tradicionales, por lo que es necesario recurrir al apoyo
de las nuevas técnicas desarrolladas en Biologia Molecular y Biotecnologia
basadas en el uso del material genético o ADN. Incursionando en esta area de
la investigacion y con la intencién de apoyar el proceso anterior, se utilizé una
de las herramientas mas prometedoras de la Biotecnologia: los marcadores
genéticos moleculares, mismos que son desarrollados por gran numero de
metodologias, como: RFLP, VNTR, tecnologia de la PCR, AFLP, etc.

Por la amplia diversidad genética que compone al género Physalis, es
importante contar con una herramienta de identificacién y caracterizacion
varietal rapida y eficiente. Los marcadores genéticos moleculares, a diferencia
de los morfoldgicos, presentan la ventaja de no estar influenciados por factores
externos o ambientales, por lo que han demostrado ser buena herramienta para
los fines anteriores. A la vez, también aportan la posibilidad de conocer el
indice de variabilidad genética (IVG) existente a nivel intra-poblacional en las
diferentes poblaciones en estudio, en este caso en las variedades de tomate de

cascara, lo que significa un valioso conocimiento que puede apoyar la



organizacién y utilizacion objetiva y clara de estas poblaciones, como fuente de
germoplasma en los programas de mejoramiento genético de la especie.
Investigaciones realizadas con base en caracteres morfo-fisiolégicos y
evolutivos, han agrupado las diversas poblaciones de tomate de cascara en
ocho razas ya mencionadas, proponiendo este orden de acuerdo al grado

evolutivo presentado (Peria, 1998b).

De acuerdo con las consideraciones expuestas, en la presente

investigacion se plantearon los siguientes objetivos:

a) Realizar la caracterizacion molecular y morfolégica de diez
variedades importantes de tomate de cascara utilizando la técnica de
los RAPD’s y caracteres morfoldgicos; asi como, la comparacion

global de dichos resultados obtenidos con ambas metodologias.

b) Calcular el indice de variabilidad genética con el fin de monitorear la
diversidad genética existente dentro de las poblaciones estudiadas

de tomate de céascara.

c) Establecer las condiciones adecuadas de obtencion de los

marcadores RAPD's.



Il. REVISION DE LITERATURA
2.1. Importancia, origen y distribucion del tomate de cascara

En la actualidad, el tomate de cascara se ubica entre las primeras cinco
especies olericolas cultivadas en México. La superficie dedicada a este cultivo
junto con el rendimiento por hectarea han sufrido grandes cambios, en los
ultimos 35 afios se reporta un incremento del 1030 y 400%, respectivamente
(Montalvo, 1995). La superficie cultivada reportada para 1993 fue de 35 000 ha
aproximadamente y el rendimiento de 11.5 ton ha” (SARH, 1993), para 1996
fue de 33 000 ha y 12.2 ton ha™ el rendimiento (SAGAR, 1996), al respecto
diversas investigaciones reportan un potencial productivo de 40 ton }ha"
(Pena,1998a).

El consumo per capita también ha sufrido importantes cambios,
actualmente el promedio nacional es de 3.5 kg, registrandose el mas elevado
en la zona Centro del pais, con un consumo promedio de 18 kg para la region
de Texcoco, Edo. de México (Gdmez, 1991).

El tomate de cascara es una especie nativa del territorio mexicano,
conocida y utilizada por los Aztecas y Mayas desde épocas Precolombinas. En
la actualidad se encuentra en forma silvestre o cultivada a lo largo del pais,

bajo diversas condiciones naturales, en altitudes que van desde los 8 hasta los



3350 msnm, asociadas a cuatro tipos climaticos [ Ac, Am y Aw; BS; Cb, y A(C),
(A)Ca, y (A)Cb], sobresaliendo el BS con un 33%. Las formas sil\'/est"re's"ise
distribuyen en una franja de la Vertiente del Pacifico que va dé;de Guatemala
hasta California. De hecho, Guatemala y México son considerados los centros
de diversidad, aunque es en este ultimo donde se encuentra el mayor
porcentaje de dicha diversidad (Santiaguillo y Lopez, 1991). Las evidencias
arqueoldgicas y la variabilidad genética de la especie, sugieren que el centro
de origen mas probable es el territorio mexicano (Santiaguillo et al., 1997)

Gran parte de las especies de tomate de cascara se localizan en las
zonas tropicales y templadas de América, y solo algunas en el Este de Asia,

India, Australia, Europa y Africa tropical (Menzel, 1951, citado por Santiaguillo

et al., 1994).
2.2. Diversidad genética de Physalis

Se ha estimado que dentro de este género existen alrededor de 100
especies de amplia distribucién, y es en México donde se encuentra mas del
70% en forma cultivada o en poblaciones con diferente estado evolutivo
(silvestres, toleradas, fomentadas, cultivadas y domesticadas), distribuidos en
26 entidades del pais, aunque no se conoce con precision su variabilidad y
disponibilidad (Lépez et al, 1994). Parte importante de esta diversidad

genética se atribuye a la condicion de la especie, ya que presenta



autoincompatibilidad gametofitica, lo cual ocasiona que sea alégama obligada,
dando origen a poblaciones heterogéneas y heterocigoticas.

El género Physalis presenta amplia variabilidad geniética. Al respecto se
han realizado varios estudios con el propdsito de caracterizar dicha diversidad,
a continuacion se citan algunos de estos trabajos:

En 1992, Ayala et al. mediante métodos numéricos y analisis cluster,
efectuaron la caracterizacién de germoplasma de tomate de céscara colectado
en diez estados de la Republica Mexicana, y evaluaron 64 colectas con el
propdsito de seleccionar material sobresaliente para su uso en el mejoramiento
genético. El método de taxonomia numérica empleado permitié agrupar éstas
colectas en siete grupos definidos. Los materiales del grupo cinco presentaron
la mayor expresiéon en tamafo de fruto, por lo que fueron considerados como
promisorios para ser incluidos en el programa de mejoramiento genético de la
especie. Otro trabajo similar fue realizado por Santiaguillo y Lépez en 1991.

PeAa (1998b) ha realizado varias publicaciones al respecto y
actualmente se encuentra en revision para su publicacion un trabajo sobre la
variabilidad genética en tomate de cascara (Physalis ixocarpa, Brot.), en donde
hace referencia a varios aspectos que han generado controversia sobre el
tema.

Santiaguillo y otros autores publicaron en 1997 el articulo “Importancia
de los recursos fitogenéticos del tomate de cascara (P. ixocarpa) en México”,
donde destacan la importancia de conocer, colectar y preservar la mayor

variabilidad existente de la especie, asi como la intensificacion de trabajos



tanto basicos como tecnoldgicos tendientes a la colecta, ,c;onservacién,
caracterizacion y evaluacion de dichos recursos genéticfo_s..l:os m;smos autores
en ese ano publicaron otro estudio, titulado “El tomate milpero (Physalis
ixocarpa, Brot.) como recurso fitogenetico”, los objetivos fueron profundizar en
el conocimiento del tomate milpero como recurso vegetal de .origen mexicano,
plantear las bases de su utilizacion en un programa de fitomejoramiento y
reunir la mayor diversidad genética posible en este tipo de tomate (Santiaguillo
et al., 1997).

Santiaguillo y Pefia (1997) describen las razas mas importantes de
tomate de cascara en base a sus caracteres morfoldgicos y fisiolégicos,
resumidas en el Cuadro 1. La diversidad genética referida ha sido abordada en
el area de recursos genéticos de la linea de investigacion de tomate de cascara
del Programa Nacional de Investigacion en Olericultura de la Universidad
Auténoma Chapingo (UACH). Los estudios efectuados a la fecha en relacion a
los recursos genéticos, han constatado la existencia de muitiples variantes
genéticas en la especie. Intentos por sistematizar la riqueza genética colectada
condujeron a la diferenciacion de algunas razas, logrado en base a
caracterizaciones de las colectas recurriendo al agrupamiento de materiales
con caracteristicas fisioldgicas y morfolégicas similares. De forma esperada,
los grupos formados correspondieron con las poblaciones (razas) diferenciadas
en la practica como Rendidora, Salamanca, Tamazula, Puebla, Manzano,

Arandas, Milpero cultivado, Milpero no cultivado y las variedades mejoradas.

Las tres primeras son las mas importantes y estudiadas, sobre todo Rendidora.



ne

Entre las caracteristicaé ‘que diferencian una raza de otra estan el habito de
crecimiento, ciclo reproductivo, rendimiento; color, tamano, forma y firmeza de
fruto, rasgos de caliz y numero de semilla por fruto (Santiaguillo y Peria, 1997).'

Otras investigaciones relacionadas con el tema han incluido estudios a
nivel cromosémico (Garcia, 1977 y Rao et al., 1987; citados por Pefia, 1998b; y

mas recientemente Grimaldo, 1997), reportando resultados interesantes.

Cuadro 1. Caracteristicas descriptivas de las variedades de tomate de

cascara (Physalis spp.).

Rendidora rastrero precoz | muy rend. | Mediano verde verde
limén
Salamanca erecto tardio | rendidora | grande verde verde
intenso claro
Tamazula erecto precoz | rendidora | mediano morado verde a
morado
Puebla rastreroa | precoz | rendidora | grande verde verde con
semierecto intenso nervaduras
moradas
Manzano rastrero a tardio | rendidora grande | amarillo-a- verde
semierecto naranjado
Arandas erecto precoz | poco rend. | Mediano verde a morado a
morado verde
Milpero rastrero a tardio | muy poco | pequeno verde a verde a
cultivado erecto rendidora morado morado
Milpero no rastrero a tardio | muy poco muy verde - verde
cultivado erecto rendidora | pequenio | amarillo
CHF1- rastrero a muy mucho mediano verde verde
Chapingo semierecto | precoz muy limén
rendidora

Fuente: Santiaguillo y Pefa (1997) con modificaciones realizadas por el autor.




Grimaldo (1997) estudio 1a relacion entre el grado de domesticacion y
las caracteristicas citoldgicas y morfolégicas de flores y frutos de 10 razas de
tomate de cascara (Physé/is spp.). Las diferencias encqr_],tradas en los
cromosomas y .»vcomportamiento citologico entre poblaciones, fueron
independientes al grado de domesticacién o mejoramiento genético que tenian

éstas y a la variacion del tamaro de flores y frutos.
2.3. Importancia de la diversidad vegetal

La biodiversidad es la totalidad de genes, especies y ecosistemas de
una region; también la han llamado como la variacién de genes dentro de
especies producto de millones de afios de evolucién o domesticacién; siendo la
mutacién, seleccidén, migracion y la hibridacion las principales fuentes de
variacion (Montes, 1989).

La variabilidad genética vegetal es la materia prima y la base para el
mejoramiento genético de las plantas, que sustenta la produccion agricola del
mundo, en la actualidad dicha variabilidad se ha visto seriamente amenazada
por un sin numero de circunstancias naturales y la intervencién del hombre,
acelerandose el avance del proceso de erosidon genética; razén por la cual se
considera que la investigacion al respecto no debe posponerse.

La forma principal de aprovechar el patrimonio de una especie vegetal

es mediante la generacién de variedades mejoradas, para lo cual se debe



et Y

contar con el mayor acervo de conocimientos acerca de la especie y de los
métodos de mejoramiento genético.

En parte, el fitomejoramiento tiende a eliminar variabil:idad al tratar de
hacer a los cultivos mas manejables para el hombre; sin embargo, en
ocasiones esa uniformidad se convierte en desventaja, por ejemplo cuando el
material es susceptible a algun patogeno.

De acuerdo con Smith y Smith (1992) la diversidad puede dar la
oportunidad de evitar poner en peligro la base genética con respecto a
dificultades impuestas anualmente con el manejo, medio ambiente, plagas y
enfermedades. Desafortunadamente solo la percepcion permite determinar que
tipo o nivel de diversidad genética es suficiente.

Un estudio integral de los recursos fitogenéticos implica la aplicacion y
desarrollo de una serie de disciplinas del conocimiento basico como la
botanica, hasta la caracterizacién con marcadores moleculares, incluyendo la
genética, evolucion, estadistica, etc.; asi, la aplicaciéon de las técnicas de la
biologia molecular ubicadas en este contexto alcanzan el mas alto impacto. A
la fecha la técnica que parece ser mas Util para el mejoramiento genético de los
cultivos es el uso del polimorfismo de marcadores genéticos que pueden ser

morfoldgicos, bioquimicos o moleculares (Castillo, 1993).
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2.4. Técnicas utilizadas en la clasificacion varietal

Realizar claéificaciones implica designar nombres descriptivés para
ilustrar variedades de plantas, lo que llega a ser de suma importancia para
identificar fuentes de semillas y plantas en campo, incluso los productores y
consumidores finales también se interesan por conocer la identidad varietal.

En el mejoramiento de plantas se requiere describir las variedades
cultivadas porque representan el producto final del proceso de mejoramiento; y
el germoplasma por ser la base de éste.

Los patrones de diversidad genética se han estudiado utilizando una
gran variedad de caracteres morfolégicos, bioquimicos y moleculares
(marcadores). Por ello, es necesario conocer la utilidad de los diferentes
métodos para reconocer y esclarecer las relaciones de las especies. Esto
implica conocer la distancia genética relativa entre individuos o poblaciones
que son utilizados en los programas de mejoramiento y permiten la
organizacion del germoplasma, proveen un muestreo mas eficiente de
genotipos y es factible conocer la similaridad genética entre éstos, facilitando la
seleccion de los individuos por cruzar en las combinaciones hibridas para
optimizar la expresion de la heterosis (Ahmad et al.,1996).

Los marcadores son las caracteristicas distintivas de un organismo o
una poblacién que se manifiestan de manera constante. En este aspecto se

basa la seleccidon de individuos deseables en el fitomejoramiento, dichos
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marcadores pueden ser morologicos y moleculares, incluyendo los

bioquimicos y genéticos (Rivera et al., 1991).

2.4.1. Marcadores morfoldgicos

Las caracteristicas morfoldgicas de los organismos son el primer
indicador visible para la identificacion y diferenciacion de genotipos. Los datos
morfolégicos para describir cultivares tienen mucha popularidad como
descriptores; sin embargo, su validez para la identificacion y caracterizacion de
cultivares y usos relacionados es cuestionada, sobre todo porque en la
actualidad se requiere calcular las distancias genéticas entre cultivares, lo que
es imposible conocer con estos datos.

El alto numero de plantas mejoradas cercanamente relacionadas,
liberadas en la actualidad, hace dificil lograr una identificacién unica y valida.
Este problema se acentia en cultivos con niveles limitados de diversidad
genética de materiales élite o cuando se practica seleccion de materiales muy
similares. Lo mismo puede suceder en poblaciones de plantas con amplia
diversidad genética.

La morfologia refleja no soélo la constitucidn genética del cultivar, sino
también la interacciéon del genotipo por el ambiente (GxA). Los descriptores
basados en datos morfolégicos son fundamentalmente defectuosos en la
habilidad para proveer informacidn real para el calculo de la distancia genética

o la validacién de pedigries, sobre todo en materiales colectados en diferentes
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anos y/o localidades. La-variacion morfoldgica tiene una medida inconsistente
debido a los efectos de l& int.eraccién GxA y los pequeﬁo; .eféctbs_ 'de‘
numerosos genes cuantitati\}bs. Existen otras consideraciones al respéctd en el
sentido de que un numero considerable de variaciones morfolégicas se han
eliminado, con la consecuencia de que muchas variedades son aparentemente
similares. Para gran cantidad de caracteristicas morfolégicas, el control

genético es desconocido; se sabe también que genotipos diferentes pueden

dar fenotipos aparentemente similares (Smith y Smith, 1992; Lee, 1995).
2.4.2. Marcadores moleculares

Los marcadores moleculares se han utilizado ampliamente en los ultimos
20 afos, dentro de éstos existen varios tipos como: los bioquimicos

(isoenzimas y proteinas) y genéticos (basados en fragmentos de ADN).
2.4.2.1. Bioquimicos

A. Isoenzimas
Las isoenzimas, también llamadas aloenzimas, fueron definidas
originalmente por Markert y Moller en 1959 (citados por Soltis y Soltis, 1989),
como diferentes variantes de una misma enzima o multiples formas
moleculares de enzimas, con funciones similares y presentes en el mismo

individuo. Su funcién es regular la accién de los genes en el desarrollo y la
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diferenciacion en plantas y animales.” Algunas de éstas se distinguen por su
presencia en distintas parte; de la misma planta, y a diferentes
concentraciones,

El principio de su uso en estudios de poblaciones como marcadores
moleculares 'pa‘rte de dos caracteristicas: la proporcién de loci enzimaticos,
para lo cual cada poblacidn es polimérfica; y el principal nimero de loci, para el
que los individuos son heterocigéticos. Un locus isoenzimatico se define como
el gene estructural para una enzima capaz de catalizar una reaccion
bioquimica especifica. Las enzimas en su totalidad son proteinas y pueden
reflejar directamente alteraciones en la secuencia del ADN.

Se han utilizado ampliamente en el mejoramiento genético para la
evaluacion y selecciéon de genotipos deseables, en estudios de evolucion en
plantas cultivadas; localizacion, numero y naturaleza de los genes que
contribuyen a patrones de herencia cuantitativa (QTLs), medicion de la
variabilidad genética en poblaciones de plantas, entre otras.

Son enzimas que tienen un sustrato en comun, pero difieren en la
movilidad electroforética y son reveladas cuando los geles se sumergen en
soluciones que contienen colorantes especificos a la enzima. Los datos
obtenidos de los geles electroforéticos consisten del numero y relativa
movilidad de varios productos enzimaticos, los cuales con un apropiado
analisis proveen un método ampliamente usado en la evaluacion de las
diferencias genéticas entre grupos de plantas. El patréon de bandas resultante

es el fenotipo electroforético, que consiste de una o mas bandas coloreadas (1
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a 15) para cada individuo ap_alizado, y varia en su complejidad dependiendo
del tejido, enzima analizada.,fr.wuh‘\ero de genes codificantes, su estado alélico
(homo o heterocigosis) y estructura cuaternaria de los productos proteicos
(Soltis y Soltis, 1989; Brown, 1990).

Un trabajo representativo éon isoenzimas es el realizado por Montero
(1996) al estudiar hibridos dobles de maiz H-28 y H-30 procedentes de INIFAP

'y PRONASE para conocer su diversidad genética y las distancias genéticas

entre si y sus progenitores, los cuales tienen un bajo nivel de endogamia.

B. Proteinas

Las proteinas son el producto de la transcripcion primaria del ADN. El
perfil de éstas en semillas se ha utilizado para identificar cultivares de
diferentes especies, a través de la técnica llamada SDS-PAGE (del inglés
Sodium dodecil sulfate polyacrylamide gel electrophoresis). Aun cuando esta
técnica no diferencia a cultivares cercanamente relacionados, provee evidencia
para identificar algunos de ellos (Krishnan y Sleper, 1997).

Las proteinas son moléculas con carga eléctrica neta que es afectada
por el pH, y pueden ser separadas por electroforesis con base en su carga
eléctrica neta, peso molecular, punto isoeléctrico o combinaciones de estos
criterios, asi como por cromatografia.

Las proteinas se visualizan por diferentes técnicas de tincion, la mas
sensible incluye nitrato de plata y la incorporaciéon de aminoacidos radioactivos

dentro de las proteinas. Estas ultimas son utilizadas como antigenos para
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generar anticuerpos, la similaridad entre variedades puede estimarse por la
"_ - ,5 . % e

medida del grado de respu,esta.i‘e'a'nt;'e antigeno y aumento de antis:u'e?bééz bor
otros antigenos. '

Es p‘osible que los factores del ambiente afecten los niveles cualitativos
y cuantitativos de proteina en semillas, los cuales también interacciohan con
otros compuestos de érganos como raiz, hojas y tubérculos, asi como por el
estado de desarrollo de la planta, etc. Es probable que esta interaccion
perturbe la rep;roducibilidad del perfil proteico, por ello, las semillas son la
mejor fuente de proteinas (Smith y Smith, 1992).

Por éstas y otras razones, en la actualidad existen fuentes (marcadores

genéticos) mas confiables para realizar estudios de identificacion vy

caracterizacion varietal.
2.4.2.2. Marcadores Genéticos

Un marcador genético es una banda de ADN que puede estar asociada
con un caracter agronémico si se habla de plantas; o también, es cualquier gen
cuya expresion permite un efecto fenotipico detectable facilmente, por ejemplo
un gene que ocasiona resistencia para alguna plaga o enfermedad, factor
ambiental adverso, etc. (Valadéz y Kahl, 1997).

Los avances en bioquimica, genética y biologia molecular, entre otras
ciencias han proveido descriptores o marcadores basados en el ADN. La

utilizacion de fragmentos del ADN cromosémico como marcadores genéticos
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refleja diferencias tanglbles entre las secuencias homologas del ADN de los
organismos. Todo orgamsmo diploide contiene dos copias de cada cromosoma,
uno que proviene del padre y otro de la madre, las cuales son parecidas
excepto por alguna diferencia pequefia que se encuentra en la secuencia del
ADN de ambos progenitores, llamada polimorfismo del ADN. Estos
polimorfismos son la base molecular’ due determina genéticamente las
diferencias fenotipicas entre los individuos (Berumen, 1993), y son el producto
de cambic;s o rearreglos entre los pb (nucledtidos), que van desde simples
cambios de un nucledtido en la secuencia de ADN, hasta traslocaciones,
inversiones, o inserciones de segmentos de ADN.

Los marcadores genéticos moleculares consisten en la caracterizacion
detallada del patron de bandeo obtenido al finalizar cualquiera de las técnicas
desarrollada para tales fines. Este perfil de bandas es también conocido como
huellas gendmicas (son bandas que identifican de forma similar que el codigo
de barras de las mercancias en los supermercados), una traduccion del inglés
DNA fingerprinting.

La utilidad del diagnéstico basado en marcadores de ADN se
fundamenta en una extensa tecnologia utilizada para definir los polimorfismos
del ADN (Tingey y Tufo, 1993). Dichas tecnologias estan basadas en un sin
numero de principios y metodologias; tales como, corte del ADN con enzimas
de restriccion, clonacion, hibridacion, tincidn, y ultimamente la PCR (citada mas

adelante), entre otras.
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2.4.2.3. Aplicacion de los marcadores genéticos en plantas

Al inicio, la aplicacion e investigacion del ADN se enfoco a resolver
problemas sobre la salud del hombre;} sin embargo, en la actualidad es en la
agricultura donde hay mayor desarrollo de estas técnicas (marcadores
moleculares e ingenieria genética), particularmente en el fitomejoramiento,
donde la principal aplicacion esta representada por la identificacion varietal
(Rafaslki et al, 1991; Iglesias y Rojas, 1992; Lee, 1995; Sahagun, 1997;
Valadéz y Kahl, 1997) y otras como:

- Medida de la variabilidad genética

- Identificacion de recursos genéticos como fuente de mejoramiento

(evaluacion de germoplasma)

- Estimacion de la tasa de entrecruzamiento

- Analisis de paternidad o determinacion de parentescos

- Célculo de la heterogeneidad en lineas como fuente de germoplasma y

desarrollo de lineas puras mejoradas

- Identificacion de hibridos

- Determinacion de la pureza genética de lotes de semilla

- Proteccién y patente de variedades

- Identificacion de algunos patdégenos, como virus

- Busqueda eficiente de ciertos genes en las poblaciones mejoradas

(seleccion indirecta de genes blanco)
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- Identificacién de individuos transformados después de someterlos a
transformacion genética

- Analisis filogenéticos

- Prediccion de grados de heterosis mediante la medicion de divergencia

- Construccion de mapas de ligamiento

- Mapeo de loci de caracteres cuantitativos o QTLs. Con esta técnica se
tiene mayor grado de resolucion en el estudio de caracteres cuantitativos, por
lo que se emplea en monitorear que segmentos cromosdmicos se conservan en
cruzas amplias, identificar y localizar genes de caracteres cuantitativos.

- Mapeo comparado para determinar homologias del genoma. Permite
emplear sondas generadas de una especie particular para trabajar con otras
diferentes, asi como el acceso a sondas utilizables en aquellas especies cuya

posicidon de mapa puede predecirse a partir del mapeo de otra.

2.5. El material genético: ADN

2.5.1. Propiedades basicas del ADN

El ADN es un polimero formado por dos cadenas complementarias de
acidos nucleicos, dispuestas una junto a la otra en forma de doble hélice. Cada
una constituida de nucleétidos que son la unidad estructural de los &cidos
nucleicos. Estos estan conformados por dos bases puricas y dos pirimidicas

(guanina, citocina, adenina y timina en el ADN, o uracilo en lugar de timina en
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el ARN), un azucar (2' desoxirribosa en el ADN o ribosa en el ARN) y un grupo
fosfato. La unién continua de los &cidos nucleicos conforman el ADN o acido
desoxirribonucleico y ambas cadenas se unen entre si mediante puentes de
hidrégeno entre los pares de bases. Siempre se parea adenina (A) con timina
(T) y guanina (G) con citocina (C) (Maldonado y Loren, 1989; Freeland, 1981).

La caracteristica distintiva de los sistemas biolégicos de generar una
d\escendencia con caracteristicas similares a las de sus progenitores es un
fendmeno llamado herencia y tiene su localizacion en los cromosomas o ADN,
constituidos por los acidos nucleicos, en cuya secuencia de bases esta
contenida la informacién genética. Es necesario que esta informacion sea
copiada y transmitida de padres a hijos, a fin de preservar las caracteristicas de
cada especie. A este proceso de sintesis de ADN se le conoce como
replicacion. Un gene, en su secuencia de nucleétidos, tiene la informacion para
que en los ribosomas se lleve a cabo la sintesis de proteinas especificas de
cada organismos; sin embargo, para que esto ocurra se requiere previamente
que la secuencia del gen sea copiada en la forma de ARN, el cual es por lo
menos de tres tipos: ribosomal, de transferencia y mensajero. Los tres
participan en la sintesis de proteinas pero, es este ultimo el que lleva la
secuencia de codones que serviran para dirigir la incorporacion secuencial de
aminodcidos en la sintesis de proteinas. A este proceso de sintesis de ARN se
le conoce como transcripcion (Davis et al., 1986).

Los procesos descritos son universales y esenciales en todos los

sistemas bioldégicos, mismos que se dividen en dos grandes grupos: sistemas

3
]

20



biologicos de tipo procariote (bacterias, bacteriéfagos, virus y plasmidos) y
sistemas de tipo eucariote (células y organismos superiores). Ambos grupos se
diferencian entre si por la organizacién de su genoma. En los cromosomas de
eucariotes los genes estan separados unos de otros por secuencias de ADN no
codifican;g llamado ADN espaciador, el cual tiene una longitud varias veces
mayor que los genes que se encuentran dispersos en él. Si bien este hecho no
esta totalmeﬁte:; .comprendido, se piensa que refleja mayor potencial de
recombinacion génica que en los sistemas procariotes. No obstante que no se
ha definido la funcion de este ADN espaciador, también debe replicarse junto
con los genes, durante la fase de su sintesis en las células. Otras
caracteristicas del ADN relacionadas con las anteriores son las siguientes:

Complementariedad. La complementariedad de las dos cadenas del
ADN, debida a la unién especifica entre los pares de bases G-C y A-T es
sumamente importante para la duplicacion del material genético.

Antiparalelismo. Las dos cadenas polinucleotidicas de la doble hélice
del ADN son antiparalelas; es decir, el extremo 3'-OH de una de las hebras es
adyacente al extremo 5'-P (5'-fosfato) de la otra, siendo esta caracteristica a la
que se atribuye la alta estabilidad de la molécula.

Desnaturalizacion y renaturalizacion. Por su estructura, el ADN
permite con cierta facilidad que las dos cadenas se separen para formar dos
cadenas sencillas, mismas que se reasocian al someterlas a condiciones

particulares de temperatura o compuestos. A temperatura alta (mayor a 50°C)

los puentes de hidrégeno (H) existentes entre las bases pareadas se rompen.
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Esto depende del contenido de pares de bases A-T en las regiones de las
hebras, pues aqui existen solo dos enlaces de H'y en las uniones G-C son
triples. Un ADN de cadenas sencillas se reconstruye a una temperatura

alrededor de 25°C (Watson, 1983).

2.5.2. Desarrollo de su estudio

Existen dos principios fundamentales que rigen el caminar de muchas
ciencias bioldgicas y son la base de los conocimientos que actualmente se
tienen sobre el ADN y su empleo en los marcadores geneéticos moleculares: 1)
La aceptacién de la teoria Darwiniana de la evolucion, la cual sugiere que en
todas las formas vivientes existen los mismos principios basicos de la vida; y 2)
La teoria celular de Schleiden y Schwann, la que originalmente propone que
. todas las plantas y animales estan formados por unidades fundamentales
llamadas células. Sin embargo, existe un nivel mas basico que trasciende las
estructuras celulares, y que fue estudiado por el microbidlogo norteamericano
Avery y sus colaboradores MacLeod y McCarty del Instituto Rockefeller en
1944, quienés demostraron que las propiedades patogénicas de los
pneumococos podian modificarse mediante la adicion de ADN de alto peso
molecular, sugiriendo que esta macromolécula podria ser la responsable de
transmitir caracteres hereditarios. A raiz de estas investigaciones, el interés por
el estudio de los acidos nucleicos cobré un auge excepcional que alcanzd uno

de sus puntos maximos con los descubrimientos claves de Watson y Crick en

22



1953, quienes dilucidaron la estructura del ADN y propusieron un mecanismo
coherente para explicar una de las caracteristicas fundamentales del material
geneético que habia mantenido confundidos a los genetistas por muchos anos:
la autoduplicacién del gen (Freeland, 1981; Rivera et al., 1991).

¢ Como estaba codificada la informacion en la molécula de ADN? ;Qué
papel juega el ARN?. Estas y muchas otras interrogantes IIeyaron a bidlogos,
quimicos y fisicos a interesarse por los fendémenos moleculares que se llevan a
cabo dentro de la célula. Asi se inicid lo que actualmente conocemos como
Biologia Molecular, herramienta basica en el desarrollo de la técnica de los
marcadores genéticos moleculares y otras areas (Ingenieria genética, Cultivo

de tejidos, etc.) que conforman la Biotecnologia moderna (Galindo, 1988).

2.5.3. La Biologia Molecular y la Biotecnologia

Las investigaciones en estas areas, conducidas por Watson y Crick
* durante el periodo de 1940-1970, estuvieron dirigidas fundamentalmente a
esclarecer los mecanismos mediante los cuales se podia replicar el ADN ( y por
lo tanto el gene). Se estudié el funcionamiento de la transcripcion y la
naturaleza detallada de la clave genética; asi como las bases estructurales y
bioquimicas mediante las que un ARNm da origen a un polipéptido, y se
describi6 los sistemas de reparacion del ADN en las células (Berumen, 1993).
A pesar de los avances significativos de la Biologia Molecular, fue hasta

inicios de los 70’'s cuando algunos investigadores se dieron cuenta de una
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nueva posibilidad que cambiaria la direccién y concepcion de esta disciplina y
que ademas, tenia un potencial enorme de influir en la sociedad, las
herramientas de la Biologia Molecular no solo permitian el estudio fino del
genoma de los organismos vivos sino, incluso, la manipulacién a voluntad de
este genoma y la transferencia de caracteres genéticos trascendiendo las
barreras naturales de las especies (Rivera et al., 1991).

Los avances en bioquimica, genética, biologia molecular y biotecnologia
han proveido descriptores basados en proteinas (incluyendo isoenzimas) y
ADN, estas moléculas son universales en el reino animal y vegetal, y ahora son
utilizadas como herramientas en diversos estudios de estas disciplinas (Smith y

Smith, 1992).

2.6. Técnicas para generar marcadores genéticos

La eleccion de la técnica para generar alguna clase de marcador
genético para un proyecto en particular depende de muchos factores, primero
considerar los objetivos y/o alcances del trabajo, incluyendo el tipo de
poblacion a evaluar; cantidad de material biolégico disponible; genética del
c;arécter y del organismo a ser estudiado; el costo o recursos econdmicos
disponibles y equipo; incluso, considerar la complejidad de cada técnica, con el

fin de seleccionar la mas adecuada para el cumplimiento de los objetivos de la

investigacion.
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2.6.1. RFLLP

Los RFLP (del inglés Restriction Fragment Length Polimorphisms) son
polimorfismos en la longitud de fragmentos de ADN cortados con enzimas de
restriccion. Fueron utilizados per vez primera por Grodzicker et al. en 1974
como un instrumento para el andlisis genético de un mutante de adenovirus
sensible a la temperatura. Posteriormente Botstein et al. en 1980 (citados por
Iglesias y Rojas, 1992) descubrieron la base tedrica de este método para el
mapeo de genes asociados con diversas enfermedades en el hombre,
iniciandose asi la mayoria de los trabajos con marcadores, siendo hasta 1983
cuando Burr, et al. descubrieron la posibilidad de emplear esta metodologia en
plantas, principalmente enfocada a su mejoramiento.

El primer paso en la obtencién de los RFLP, asi como gran parte de los
marcadores, implica la extraccion y purificacion del ADN de los individuos en
estudio y la posterior digestion de éste con enzimas de restriccion,
obteniéndose una mezcla de fragmentos de restriccion, que difieren en longitud
de acuerdo con una distribucion especial de sitios de corte a lo largo de la
molécula de ADN. Ya que las variaciones a nivel de ADN entre los individuos
son monitoreadas como cambios en la longitud de fragmentos definidos de
ADN, se le ha dado el nombre al polimorfismo o diferencias asi reveladas
(Iglesias y Rojas, 1992).

Los fragmentos de ADN de individuos procariotes pueden ser separados

segun su tamano o peso molecular por la técnica de electroforesis en gel de
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agarosa, en el que migran dichas moléculas, las de menor peso molecular se
moveran con mas facilidad que las de mayor peso.

Posteriormente, es posible visualizar los fragmentos de ADN sometidos
a electroforesis mediante sustancias fluorescentes irradiadas con luz UV,
como el bromuro de etidio (BrEt). Para ello, los geles se sumergen
directamente.“en una solucién de este compuesto, el cual se intercalara entre
las dos hélices del ADN, y asi las bandas de ADN se observaran de color
blanco-naranja al irradiar el gel con luz UV.

En organismos eucariotes no es posible diferenciar los patrones de
distribuciéon de los fragmentos de longitud de ADN gendmico directamente,
debido al gran nimero de fragmentos que producen sdélo una serie de manchas
continuas cuando son separadas en el gel, por esto, los fragmentos se
transfieren del gel a un medio de soporte como la membrana de nylon o filtro
de nitrocelulosa, segun la técnica descrita por Southern (1975) citada por Smith
y Smith (1991).

Posteriormente, los fragmentos transferidos son visualizados por
hibridacion empleando sondas de ADN marcadas apropiadamente de forma
radioactiva con /a- *P/ dATP, o de forma no radioactiva disefada mas
recientemente para suprimir el problema de manejar la radioactividad. Esta
técnica se basa en reacciones enzimaticas, dos de ellas son la colorigénica y
la luminogénica (Bronstein et al., 1989).

Después de que los fragmentos de ADN hibridizan (ADN-ADN) con

dichas sondas, pueden ser visualizados por autoradiografia, apareciendo las
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bandas sobre el film (Salinas et al.,1996; Rivera ét al., 1991; Smith y Snj‘i‘th,
1991). -
Los RFLP son marcadores codominantes y bastante confiables en
analisis de ligamiento y mejoramiento. Ademas es posible determinar si el
caracter ligado esta presente en estado heterocigote u homocigote en un
individuo, lo cual es importante conocer en caracteres recesivos (Winter y Kahl,

1995).
2.6.2. VNTR

Los VNTR ( Numero Variable de Secuencias Repetidas en Serie, del
inglés Variable Numerical Tandem Repeat) es otra técnica basada en el uso de
las enzimas de restriccidon y el método de hibridacion tipo Southern Blot. Una
desventaja de esta y otras técnicas es que requieren alta cantidad de ADN
(cuando menos 60 ng) de alto peso molecular, por lo que no se puede utilizar
en muestras con escaso ADN o degradado. Para establecer los patrones de
identidad tipo VNTR se emplea la técnica de hibridacién mencionada, con la
que se detectan los fragmentos de ADN de un locus especifico producidos por
las enzimas de restriccion, las cuales cortan el ADN de doble cadena en
secuencias especificas de 4 a 6 nucledtidos, estos fragmentos son separados
mediante la electroforesis en gel de agarosa. Estos pasos son comunes a
todos los marcadores genéticos. Asi que, para distinguir las bandas que

contienen los marcadores polimérficos que se buscan para identificar a cada
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individuo, es necesario transferir el ADN a un filtro de nylon y realizar la
hibridacién del ADN, mediante sondas radiactivas del marcador genético en
cuestion (Berumen, 1993). Una modalidad de esta técnica es la citada por Zhou
et al. (1997) a la cual llamé DAMD (del inglés Direct amplification of
minisatellite-region DNA), amplificacién directa de regiones de minisatélites en

el ADN.

2.6.3. Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

La reaccion en cadena de la polimerasa (del inglés Polimerase Chain
Reaction) fue descrita por Kary B. Mullis en los 80’s como un proceso que
permite sintetizar un numero ilimitado de copias de cualquier gene. Desde
entonces varios campos de la investigacion han tomado las ventajas de esta
técnica y reemplazado, en gran parte, a la clasica y laboriosa clonacion del
ADN, que consiste en clonar o introducir una pequefia secuencia de ADN de
interés en ADN de un plasmido, las bacterias al reproducirse clonaran dicho
plasmido (Coperias, 1995).

La PCR consiste en la amplificacion de secuencias especificas de ADN
a partir de una mezcla compleja de secuencias como es el ADN gendmico. Se
usan primers (iniciadores) sintéticos para iniciar la sintesis de una cadena
complementaria del ADN con ayuda de una enzima polimerasa termoestable

(Taq | polimerasa) obtenida de una bacteria termofilica ( Thermus aquaticus).
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Los productos de las secuencias amplificadas son aislados, caracterizados y
utilizados directamente como marcadores moleculares (Clegg y Durbin, 1990).

La PCR es un procedimiento que se realiza en tres pasos (Figura 1): el
primero es una desnaturalizacion que sirve para separar la cadena doble de
ADN en dos sencillas mediante alta temperatura (94°C); en el segundo, la
temperatura se reduce para permitir el alineamiento de las moléculas
iniciadoras o “primers” a la secuencia blanco o secuencia original del ADN; en
el tercer paso se lleva a cabo la elongacion o extension (polimerizacion) de la
molécula iniciadora, momento donde interviene la enzima Taqg polimerasa que
anexa a esta molécula los desoxirribonucledtidos necesarios para formar la
nueva cadena de ADN: esta enzima tolera activa hasta 72°C de temperatura. Al
término de dichos pasos se realiza un ciclo de amplificacién y estos se repiten
en un aparato llamado termociclador, el cual es un incubador pre-programado
que cicla automaticamente. Las secuencias de ADN son amplificadas
exponencialmente in vitro y pueden visualizarse por técnicas de tincion
convencionales. En cada ciclo la cadena se duplica con respecto al ciclo
previo; asi, la concentraciéon de moléculas de ADN de doble cadena colocadas
inicialmente en el aparato seran 2" moléculas, donde n = al numero de ciclos
realizados (Llaca, 1992).

En general, el procedimiento de trabajo en el laboratorio se debe
efectuar con estricta precaucién, sobre todo al preparar la mezcla de reaccidn,
trabajar en un lugar limpio y de preferencia en la campana de flujo laminar para

no contaminar la reacciéon con algun ADN extrafio debido a la capacidad de
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Figura 1. Secuencia de pasos realizados en la Reaccién en Cadena de

la Polimerasa (PCR).
Fuente: Valadéz y Kalh, 1997
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esta técnica de sintetizar millones de copias, lo que ocasionaria un problema
claro. Probablemente la mayor virtud de la PCR es la sensibilidad para
amplificar concentraciones bajas de ADN (nanogramos) en la reaccién, e
incrementar estos niveles a concentraciones altas a las cuales trabajan
efectivamente las metodologias de los marcadores. Esta sensibilidad permite
no sélo el uso de cantidades pequefias de ADN, sino también de ADN
degradado o impuro. Un ejemplo seria la deteccién de virus en millones de
células en un tejido, o estudios con ADN de muestras fosiles o viejas.

Otras ventajas de la PCR son que es mas econdémica y rapida que otras
técnicas (RFLP, AFLP, etc.) y no incluye el uso de radioactividad, porque las
moléculas marcadas con fésforo (*?P) presentan dificultades de manejo y
sintesis, ya que tienen una vida media corta (14.3 dias) y gran energia en su
radiacion B, altos costos de produccion (Urefla y Davila, 1983), tampoco

requiere de hibridacién, clonacién molecular, etc.
2.6.3.1. Componentes de la PCR

Primer o molécula iniciadora: son secuencias cortas de ADN
(oligonucledtidos ) de una sola cadena, con pares de bases complementarias a
una region pequefa del genoma, capaces de imitar in vivo e in vitro el
comportamiento del ADN natural, y cuyo extremo final de la cadena tiene un
enlace 3'-OH libre requerido por la ADN polimerasa para adicionar nucledtidos

e iniciar la formacién de la nueva cadena. Los iniciadores pueden generarse
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‘artificialmente utilizando un sintetizador de ADN y son de tamano pequefo
(alrededor de diez pares de bases de longitud); aunque se sintetizan de
cualquier tamano, de 6 a 150 nucledtidos de longitud, se disefan de acuerdo
con la necesidad de cada trabajo. En ocasiones llevan nucleétidos con bases
modificadas y generalmente van sin el grupo fosfato 5 terminal, lo que es
importante porque con procedimientos sencillos pueden acoplarse a este
extremo sustancias fluorescentes o radioactivas (Maldonado y Loren, 1989). La
concentracion a utilizar varia entre 0.05 y 1.0 uM para 100 pl de reaccion, para
25 ul de reaccién la concentracion éptima esta en 0.2 uM. El uso de
concentraciones mayores favorece la amplificacion de regiones inespecificas y
la formacion de dimeros de oligonucledtidos.

ADN polimerasa: es una enzima que cataliza el ensamble de
desoxirribonucledtidos (dNTP’s) en forma de trifosfatos (dATP, dGTP, dCTP y
dTTP) a las moléculas iniciadoras o primers. Las mas comunes se obtienen de
bacterias termoestables como Thermus aquaticus resistentes a altas
temperaturas (> 90°C) a las cuales trabaja el termociclador. Se utilizan, ademas
en de procesos de amplificacién en la PCR, en trabajos de secuenciacion y
marcaje de ADN. A la fecha se han identificado por lo menos tres polimerasas
diferentes, por mucho tiempo se creyd que la ADN polimerasa | era la enzima
principal encargada de la unién mutua de los dNTP’s. Ahora se sabe que la
ADN polimerasa lll es un agente polimerizante importante (Watson, 1983). La
concentracién de enzima comunmente usada en PCR es alrededor de 2.5

unidades por 100 ul de reaccién, cantidades menores limitan los productos
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amplificados y el exceso produce amplificaciones no especificas (Saiki, 1992
citado por Avendano, 1997). Lo importante es probar la cantidad adecuada a
emplear en cada trabajo.

ADN: es extraido de cada organismos en estudio por diferentes métodos
y se coloca en la mezcla de reaccién a una cantidad que varia entre 25 y 70
ng, incluso mas, esto depende de |la especie u organismo de trabajo y la pureza
y calidad del mismo. Este ADN se conoce con nombres diferentes como ADN
genomico, templado, molde o blanco. La cantidad requerida por la PCR esta
sujeta a factores como su naturaleza (repetitivo, ADNcp, ADNmt, ADNSsc),
tamafio del genoma, calidad y pureza (alto peso molecular y libre de
contaminantes como proteinas, ARN, y compuestos utilizados durante la
extraccién), entre otros (Llaca, 1992; Freyre, 1994).

Mezcla de desoxirribonucleétidos (dNTP’s): toda reaccion de PCR
requiere de los nucledtidos que la ADN polimerasa incorporara a la molécula
iniciadora, estos son: dATP, dCTP, dGTP y dTTP; los cuales se manejan a una
concentracién que varia de 50 a 200 uM de cada uno. Es probable que
concentraciones altas provoquen falsas incorporaciones por la polimerasa; la
optima de dNTP’s depende de la concentracién de MgCl,, iniciador, y numero
de ciclos de la PCR. Lo comun es de 200 uM por reaccion.

MgCl,: la enzima para funcionar requiere una concentracién optima de
1.5 mM de iones de magnesio en la PCR; aunque puede variar de 0.5 a 5 mM.

Es importante realizar pruebas empiricas de diferente concentracion en la
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mezcla de reaccion, a fin de determinar la dptima. Este compuesto a veces
viene incluido en el buffer de la enzima polimerasa.

Amortiguador: el amortiguador estandar para la PCR conti.ene 1.5 mM
de MgCl, (no siempre viene incluido), 10 mM Tris-HCI, 50 mM KCI, 100 mg mi™
de gelatina y un pH de 8 4.

El pH de la reaccién también es importante, ya que el oéptimo al que

trabajan las enzimas esta entre 7 y 8.3.
2.6.3.2. Condiciones del termociclado

Cada paso o ciclo de termociclado requiere del tiempo y temperatura
conveniente para llevarse a cabo la amplificacién completa de los fragmentos
del AND, asi como una mezcla de reaccién adecuada con los componentes y
concentraciones mencionados. El numero de ciclos aplicado al proceso de
amplificacion varia dependiendo de la especie en estudio, pero en la mayoria
de los trabajos programan entre 35 y 50 ciclos en total. A continuaciéon se

mencionan las condiciones apropiadas para cada paso del proceso de PCR:

Desnaturalizacion

Durante este paso las dos cadenas del ADN se separan al romperse los
puentes de H que las une, esto sucede a temperatura entre 90-95°C por un
tiempo de 1 a 5 minutos, lo comun es 4 minutos a 94°C en un termociclador

automatico.

(&)
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Alineamiento
Con la temperatura adecuada que va entre 36 a 60°C los iniciadores se
alinean a la cadena del ADN molde. La temperatura conveniente de alineado

depende de la longitud y el contenido de GC en los iniciadores.

Extension

La temperatura de extension que generalmente se utiliza es 72°C. La
duracién de este periodo depende principalmente de la longitud Yy
concentracién de la secuencia que se amplificara (Saiki, 1988, citado por

Avendario, 1997). El tiempo utilizado generalmente es de 2 a 5 minutos.

2.6.4. Técnicas basadas en la PCR

A partir de la PCR se han disefiado un gran numero de metodologias

para detectar los marcadores del ADN, como los citados a continuacion:

2.6.4.1. Micro, mini y macrosatélites

En 1985, Alec J. Jeffreys y otros investigadores del Departamento de
Genética de la Universidad de Leicester en Gran Bretafa, descubrieron
secuencias cortas de ADN de diferente tamafio (2 a no mas de 100 pb)
repetidas varias veces en el genoma de eucariotes, lo que confiere

polimorfismo suficiente a los organismos (Berumen, 1993; Jeffreys et al., 1985

35



citados por Lu et al., 1996), ya que la unidad basica de estas repeticiones
seriadas consiste de una cantidad pequena de bases, las cua]eé “'e:'s_t"én
conectadas entre si y forman una cadena de unidades repetidas. El
polimorfismo mencionado esta dado por el numero diferente de unidades
basicas conectadas. A estas regiones del genoma se les llama satélites:
microsatélites, minisatélites y macrosatélites. Estas pequefias secuencias de
bases se repiten n veces en forma aleatoria a lo largo de los cromosomas; los
microsatélites no sobrepasan los cinco pares de bases, los minisatélites tienen
entre 10 y 20 pb, y los macrosatélites poseen mas de 20 pb. Los genetistas han
conseguido reconocer varias de estas secuencias y sintetizar a partir de ellas
sondas radioactivas que son capaces de identificar estas secuencias
hipervariables en el ADN y obtener las huellas génicas de los individuos en
estudio a través de diferentes métodos (Coperias, 1995).

Los marcadores moleculares provenientes de este tipo de secuencias se
han denominado como: secuencias simples repetidas (SSR del inglés Simple
Sequence Repeats), secuencias repetidas en serie (STR del inglés Sequence
Tandem Repeats) o incluso como STMS (Sequence Tagged Microsatellite
Sites). Se han reportado muchas técnicas para revelar estos polimorfismos;
algunas guardan similitudes entre si, aunque, dentro de las mas relacionadas
se tienen é los SSR-PCR, ISSR-PCR (Inter- SSR), MP-PCR (PCR iniciada por
microsatélites) y STS-PCR.

La técnica MP-PCR utiliza secuencias de microsatélites para amplificar

regiones gendmicas entre dos sitios que tienen unidos dos iniciadores
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complementarios a los microsatélites. Permite la amplificacién de esta regidon
de ADN localizada entre dos microsatélites. Los productos amplificados son
separados por electroforesis, son patrones altamente estables y reproducibles,
pero muestran menos polimorfismos con respecto a las huellas generadas
cuando se amplifican microsatélites como sondas (Valadéz y Kahl, 1997).

Los ISSR-PCR y STS-PCR son modificaciones a la técnica anterior. Los
ISSR es un método desarrollado por Zietkiewiez et al. (1994) en el cual la
secuencia simple repetida es el iniciador para la PCR, un iniciador especifico
terminal se ancla a un SSR particular utilizado para amplificar el ADN entre dos
SSRs opuestos, los polimorfismos ocurren cuando un genoma tiene ausente
uno de los SSRs o tiene una insercién-delecion que modifica la distancia entre
repeticiones (Ramakrishna et al., 1995 y Yang et al, 1996). Es mas
recomendable para estudios de microevolucién y no para clasificacion varietal.
Los STS fueron reportados y aplicados por Olson et al. (1989), Talbert et al.
(1994) y Chen ef al. (1994); igual consisten en desarrollar primers basados en
secuencias de sitios marcados de la especie en estudio. Un STS es una
secuencia corta y unica, amplificada por la PCR que identifica una zona
conocida en un cromosoma, frecuentemente consta de 20 nucledtidos, por lo
que es mas estable y menos afectada por las condiciones de reaccion o
amplificacion.

Los SSR-PCR son microsatélites del genoma que se componen de un
grupo repetido de 2 a 5 nucledtidos, como: (AT)n, (GT)n, (ATT)n, etc., y son

una fuente abundante de marcadores de ADN que son codominantes siguiendo
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la herencia Mendeliana. Estos son amplificados por la PCR utilizando primers
flanqueadores de esos microsatélites (Senior et al., 1996). La variacién en el
numero de series repetidas (n) es lo que da como resultado los productos de
diferente tamario o el polimorfismo buscado para identificar a los individuos. El
uso de los SSR se ha incrementado sobre todo para proyectos de mapeo en
plantas, porque son altamente polimérficos, son codominantes y abundantes en
el genoma de plantas (Beckmann y Soller, 1990; Roder et al., 1995).

Las desventajas de trabajar con marcadores basados en secuencias
satélites son el requerimiento de librerias gendmicas y clones secuenciados
para disefar dichas sondas que permitiran su amplificaciéon en el genoma (Hartl
y Seefelder, 1998). También se tiene problema cuando la cantidad de ADN
disponible es escasa y poco puro; aunque con el uso de la amplificacion
enzimatica del ADN o de la PCR, este aspecto puede solucionarse. En general
estas metodologias requieren de secuenciar la(s) zona(s) que se desee
amplificar para disefiar los iniciadores apropiados para cada especie u

organismo de estudio.

2.6.4.2. RAMPO

La técnica RAMPO significa amplificacion aleatoria del polimorfismo de
microsatélites, del inglés Random Amplified Microsatellite Polymorphisms, fue
descrita por Morjane et al. (1994) y Richardson et al. (1995). Combina a los

RAPD (técnica que utiliza moléculas iniciadoras aleatorias y sintéticas) con
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hibridacién de microsatélites como sondas, para producir varias ﬁUelIas
genéticas polimorficas e independientes en un unico gel electroforético. La
técnica inicia con la amplificacion del ADN gendmico con un iniciador aleatorio
sintético (RAPD). Después se separan electroforéticamente y se tifen los
productos de la PCR, el gel se seca o se transfiere a una membrana de naylon,
y una subsecuente hibridacién con una sonda de oligonucledtidos
complementario al microsatélite. La autoradiografia obtenida es una huella
génica polimérfica y reproducible, la cual no corresponde a los patrones
tenidos en el gel y puede ser diferente al usar sondas distintas.

Con esta prueba se generan patrones de bandas que revelan huellas

génicas variables entre genotipos cercanamente relacionados.

2.6.4.3. AFLP

El procedimiento para generar los AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphisms) es un método que combina tres metodologias: la de PCR,
RFLP y RAPD, y consiste en la amplificacién de una subserie de fragmentos de
restriccidn seleccionados del genoma total digestado y detectados por
amplificacion usando la PCR.

El ADN se corta con la combinacién de dos enzimas de restriccion (una
de corte preciso y la otra de corte discontinuo) y las terminaciones de estos
fragmentos de ADN se ligan a adaptadores especiales o secuencias de bases

especificas. De esta manera, la secuencia de los sitios de restriccion ligados
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sirve como sitio obligatorio para la subsecuente amplificacion a los mismos
fragmentos de restriccidn, utilizando iniciadores que son homélogos de estos
adaptadores.

Para disminuir la cantidad de bandas reveladas (10 a 100 fragmentos
dependiendo del contexto de la secuencia del nucledtido selectivo) y facilitar su
interpretaciéon, a los iniciadores se les adiciona de una a tres bases o
nucledtidos selectivos en el extremo 3’ y asi se realizara un amplificacion
también selectiva (Caetano - Anolles et al., 1991; Hartl y Seefelder, 1998).

Los AFLP son una técnica nueva de marcadores con gran potencial para
detectar un alto nivel de polimorfismo, obtener mapas genémicos mas rapido
debido a que puede analizarse gran cantidad de marcadores en un tiempo
corto, y el perfil de bandeo obtenido es reproducible. La mayoria de los autores
la han utilizado para estudios de filogenie. Lu et al. (1996) citan otra variante a
la que llaman AFLP-microsatélites, y la proponen para estudios de diversidad
genética. Las desventajas mas claras son el alto costo de la técnica y lo

laborioso de la misma.

2.6.4.4. RAPD

Los trabajos iniciales basados en la PCR mostraron la limitante de
requerir conocer al menos una minima cantidad de datos de la secuencia
gendmica del loci de interés, que permita la sintesis de los iniciadores

apropiados. Estas limitaciones fueron superadas con la nueva técnica de
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-

amplificacién aleatoria de ADN: RAPD (del inglés Random Amplified
polymorphic DNA), que es una amplificacidn enzimatica diferencial de
fragmentos pequefios de ADN con iniciadores de oligonucledtidos de
secuencia de pb arbitraria en la PCR.

En 1990, dos grupos independientes simultaneamente describieron la
técnica de estudio de los polimorfismos de ADN. Un grupo de DuPont definid
las aplicaciones del mapeo genético y llamo al método RAPD (Williams et al.,
1990). Otro grupo de California (Rafaslki et al., 1991) del Instituto de
Investigaciones Bioldgicas enfocaron la investigacion al estudio de las huellas
gendmicas y la denominaron técnica con primers arbitrarios PCR (AP-PCR)
Ambos métodos se basan en los mismos principios y son mas conocidos como
RAPD. La técnica es rapida, facil de realizar, comparativamente barata, y se

aplica a diferentes organismos.

Procedimiento

El procedimiento de los RAPD es relativamente rapido y sencillo, sélo se
emplean pequenas cantidades de ADN sin que necesariamente sea puro (15-
25 ng), no requiere de manejo de radioactividad, ni de la transferencia tipo
Southern como los RFLP.

La técnica se basa en una secuencia simple y corta de oligonucledtidos
sintéticos (iniciadores o primers) seleccionados al azar. Cuando se mezclan

con el ADN gendmico y la polimerasa termoestable, y son sometidos a la
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reaccion de PCR, se inicia la amplificacion de varios de estos fragmentos. Los
productos de la amplificacidn se separan en geles de agarosa est;ndar por
electroforesis y visualizados con tincion de bromuro de etidio bajo luz UV.

La naturaleza de los fragmentos amplificados depende de la secuencia
del iniciador y del ADN del genoma en estudio. Un iniciador generalmente
amplifica varias bandas localizadas en diferente lugar del genoma. Los
iniciadores utilizados para esta técnica son los que tienen 10 oligonucledtidos
de longitud con un contenido promedic de 50% de bases G y C (Freyre et al.,
1995; Johnson et al., 1994).

Los RAPD suceden cuando dos o mas muestras distintas tienen
patrones diferentes. El polimorfismo obtenido es utilizado como un marcador
molecular para diferentes propdsitos.

La naturaleza molecular exacta de los polimorfismos detectados en la
secuencia del ADN con RAPD no ha sido conocida, pero se cree que los

cambios localizados en la secuencia del ADN (polimorfismos) se deben a

inserciones o deleciones de pequefios segmentos de bases en el genoma.

Comparacion de los RAPD con otras técnicas basadas en el ADN

En la mayoria de las técnicas como RFLP, AFLP, VNTR, etc. se practica
el maréage radioactivo del ADN y la hibridacion, lo cual requiere de varios
miligramos de ADN digestado con endonucleasas de restriccién; y el manejo de

radioactividad como el **P, el cual presenta problemas en su almacenado, ya
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que se debe realizar bajo condiciones especiales, de lo contrario se inactiva
facilmente, ademas de ser sumamente peligroso para el hombre.

A diferencia, los RAPD no requieren del uso de primers especificos, la
cantidad de ADN gendmico necesario es 100 veces menor que con AFLP. Las
bandas amplificadas no son cortadas con una endonucleasa de restriccion y
se observan directamente en los geles de agarosa tefiidos, con bromuro de
etidio (el cual es cancerigeno pero mas facil de manejar y almacenar) y se

archivan electrénicamente o con fotografia.

Limitantes de la técnica

Los marcadores RAPD requieren que una cantidad considerable de
individuos y loci muestreados, comparados con marcadores codominantes tales
como RFLP e isoenzimas; y ademas la baja homologia entre fragmentos co-
emigrantes de diferentes especies, es probable que limite su aplicacion en
estudios filogenéticos a nivel interespecifico (Chan y Sun, 1997).

Halldéen et al. (1996) citan como limitantes las siguientes: La
reproducibilidad de los patrones de bandas es baja, debido a que la técnica es
sensible a la variacién de las condiciones experimentales. Los marcadores
generados son comunmente dominantes. Tienen baja informacién comparados
con marcadores codominantes en analisis de ligamiento de poblaciones Fa.

Skroch y Nienhuis (1995) evaluaron el impacto del grado de error y

reproducibilidad de los datos RAPD en las estimaciones de la distancia
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genética, y reportaron un 2% de error, y una reproducibilidad del 76%
(porcentaje de bandas RAPD manifestadas y replicadas en otras
amplificaciones), este porcentaje lo atribuyeron a la fuerte dependencia de la
uniformidad a las condiciones de amplificacion entre experimentos. Para
mejorar la reproducibilidad de los datos se debe seleccionar los iniciadores con

base en la reproduccién de la informacion que ellos generen.

Trabajos realizados con los RAPD

De Bustos et al. (1998) estudiaron la variacion genética de 102
poblaciones de cebada silvestre nativas de Espana, incluyendo un material
anual y uno perenne. Realizaron anélisis con RAPD entre y dentro de
poblaciones, especies y subespecies. Los iniciadores originaron un total de
250 productos amplificados. El nivel de polimorfismo detectado varid entre
unidades taxondémicas dependiendo de los iniciadores incluidos y el sistema
reproductivo de la planta. En general, la mayor variacion fue entre especies
alégamas. Los resultados demostraron diferencias en el grado de similaridad
entre unidades taxondmicas. Las poblaciones se dividieron en tres grupos.

Martinez (1997) investigd las diferencias y semejanzas genéticas de seis
materiales de maiz a nivel molecular, utilizando las huellas genémicas de cada
material generadas por la técnica de los RAPD con cinco iniciadores. Encontré
la formacion clara de grupos separados de acuerdo al control de la polinizacién

en los materiales.
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Lerceteau et al. (1997) emplearon los marcadores RAPD y RFLP para
evaluar las relaciones genéticas dentro de especies de T. cacao y valoraron la
organizacion de esta diversidad genética. La variabilidad genética se estimod
con 18 primers y 43 sondas para los RFLP en 155 arboles de cacao
pertenecientes a grupos morfolégicos y origenes geograficos diferentes. La
matriz de distancias genéticas, mostré estimaciones de acuerdo con las
relaciones de parentesco entre genotipos.

Rusell et al. (1997) determinaron las relaciones genéticas entre 18
materiales de cebada cultivada, a través de los RFLP, AFLP, RAPD y SSR y
compararon los resultados con las relaciones de pedigree. Las cuatro técnicas
difirieron en la cantidad de polimorfismos detectados. Los 13 primers SSR
fueron polimodrficos, y cerca del 54% de los fragmentos generados mediante
AFLP fueron monomérficos. La distancia genética mayor se observd con los
AFLP (0.937) y las mas bajas con RFLP (0.322).

Chan y Sun (1997) examinaron la diversidad y relaciones genéticas de
23 especies cultivadas y silvestres de amaranto con marcadores RAPD e
isoenzimas. Detectaron un total de 30 loci con 15 enzimas y fueron polimérficos
a nivel interespecifico. Los grados mas altos de diversidad genética inter
poblacional se encontraron dentro de especies. De los 600 fragmentos RAPD
generados con 27 primers, 39.9% fueron polimérficos entre poblaciones dentro
de cada especie cultivada.

Lakshmi et al. (1997) utilizaron los RAPD y RFLP para evaluar variacion

genética intra e inter especifica en especies de mangle. Los 48 genotipos
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estudiados representaron 8 poblaciones diferentes. Se detecté un bajo nivel de
polimorfismo intra-poblacional con ambos marcadores. A nivel inter-
poblacional, fueron polimdrficos 25 de 73 loci RAPD (34%) detectados por 13
iniciadores, y 44 de 96 loci RFLP (45.8%) revelados con 15 combinaciones
sonda-enzimas.

Golembiewski et al. (1997) evaluaron el potencial de los marcadores
RAPD para la idéntificacio’n de 13 cultivares sintéticos de pasto rastrero;, ocho
de los 50 iniciadores probados produjeron fragmentos polimorficos que
identificaron 11 de los 13 cultivares de pasto y concluyeron que los RAPD son
una herramienta importante para la identificacion de cultivares sintéticos.

Tatineni et al. (1996) estudiaron la diversidad genética en germoplasma
élite de algoddn determinada pbr caracteristicas morfolégicas y RAPD, en 16
genotipos derivados de hibridacion interespecifica y a nivel fenotipico definido
por caracteres morfoldgicos estables y altamente heredables. La clasificacion
basada en los dos métodos origind resultados similares con una correlacion de
0.63 entre distancias genéticas y taxondmicas.

Lee et al. (1996) detectaron la diversidad genética en 39 colectas de
sandia usando RAPD y analisis de azucares. Se originaron 4 grupos y cada
uno fue diferenciado e identificado con caracteres morfolégicos y genéticos. La
concentracion de azucares se midié con HPLC (cromatografia de liquidos de
alta resolucion). Concluyeron que los RAPD proveen un marcador alternativo

para identificar genotipos y caracteres cuantitativos.
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Lu et al. (1996) realizaron un analisis comparativo de la diversidad
genética en 10 genotipos de chicharo evaluados por RFLP y métodos basados
en la PCR (RAPD, AFLP, AFLP-Microsatélite, e ISSR). Los métodos basados
en la PCR fueron mas informativos que los RFLP con ADNc.

Ahmad et al. (1996) estudiaron las relaciones genéticas en lenteja y
determinaron el parentesco de sus hibridos interespecificos usando
marcadores RAPD. Utilizaron 14 iniciadores que generaron 158 fragmentos. El
estudio reveld que el nivel de variacidn genética intraespecifica en lentejas
cultivadas es mas corta que en especies silvestres.

Maap y Klaas (1995) utilizaron las isoenzimas y marcadores RAPD para
analizar y estructurar una coleccidén de 300 accesiones de ajos (Allium ssp.) y
propusieron una clasificacién intraespecifica de 4 grupos principales. El origen
y distribucidon del cultivo lo discutieron de acuerdo con la distribuciéon

geogréafica y a las distancias genéticas de las accesiones.
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ll. MATERIALES Y METODOS

3.1. Localizacion del area de trabajo

La presente investigacion se llevd a cabo en las instalaciones del
Laboratorio Interins<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>