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RESUMEN

La clasificacion taxondémica de organismos generalmente involu-
cra el anilisis de sus caracteristicas morfologicas. Sin embargo, los
taxdnomos tienen serios problemas al tratar de ubicar adecuada-
mente a individuos que perteneciendo a la misma especie, subespe-
cie, variedad, linea, etc., presentan el mismo fenotipo. El fitomejo-
rador necesita conocer sus plantas desde el punto de vista genético
para incorporar eficientemente en sus programas a las que posean
el mejor potencial; tal seleccion puede dificultarse si las plantas son
fenotipicamente indistinguibles. Por lo general, los investigadores
cruzan individuos sobresalientes y seleccionan las progenies, lo que
les permite, a largo plazo, conformar variedades o lineas endogimi-
cas, Este proceso es costoso econdmicamente y tardado. Con la
finalidad de facilitar la apropiada seleccion de plantas, en la década
pasada se desarrollaron téenicas moleculares que permiten conocer
de manera inequivoea el perfil especifico del ADN para establecer
una tipificacion tnica v confiable, referida como "huellas de ADN",
asi como la deteceion de marcadores asociados a diferentes aspeetos
tules como, resistencia a patdgenos, a estrés o a rendimiento, entre
otros. Por otro lado, estas técnicas también han permitido elaborar
mapas genéticos en menor tiempo y conducir programas de mejo-
ramiento genético mas eficientes. El objetivo de este trabajo es
describir algunas de estas téenicas utilizadas para tipificar genomas
vegetales, e ilustrar con resultados propios aguéllas que son parti-
cularmente eficientes en el cultivo del garbanzo (Cicer arietinum
L.).

Palabras clave adicionales:  Cicer arfetimum L., ADN, PCR.
RFELP, RAPD, AMP-PCR, MP-PCR, AFLP, RAMPO, fitomejora-
miento, fenotipu, genotipo.

SUMMARY

The taxonomic classification of organisms generally involves the
analysis of their morphologic characteristics. However, taxonomists
Lave serious problems trying to locate, in a suitable manner, indi-
viduals who belong to the same species, subspecics, variety, acces-
sion, ete., with identical phenotypes. The breeder needs to identify
his plants from a genetic point of view, in order to incorporate
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efficiently in his programs, those who possess the hest potential;
such selection may become difficult if plants are phenotypically
indistinct. Researchers usually cross outstanding individuals and
select the offspring, which allows them, in a long term, to make
endogamic varieties . This process is very expensive and very slow.
In order to facilitate the appropriate plant selection, during the
past decade, molecular techniques were developed to determine
with precision the specific DNA profile, which allows to establish a
unique and trustable typification called “DNA fingerprints”, and
the detection of markers that are related to different aspects such
as phatogen or stress resistance, or vield, among others. On the
other hand, these techniques have also granted two things: the
elaboration of genetic maps in 4 lesser time, and the making of
more efficient programs in the genetic breeding. The purpose of
this work is to describe some of these techniques, normally used to
typify plant genomes, and show with its own results those who are
particularly efficient for the chickpea (Cicer arietinum 1..).

Additional index words: Cicer arieanum L., DNA, PCR, RFLP,
RAPD, AMP-PCR, MP-PCR, AFLP. RAMPO, plant breeding, pheno-
type, genotype.

INTRODUCCION

En el fitomejoramiento, la identificacién y seleccién de
plantas superiores, se ha llevado a cabo con la ideca de
desarrollar variedades que tengan caracteristicas lavora-
bles; sin embargo, para lograr este objetivo se requiere
baslante tiempo cuando se aplican esquemas tradicionales
de mejoramiento.

En algunas ocasiones, ¢l investigador inicia con la
seleccidn y cruzamiento dentro y entre especies (cultiva-
das o silvestres) que presenten caracteres deseables,
teniendo como meta obtener una poblacién hibrida, para
después seleccionar plantas genética o fenotipicamente
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deseadas. Este tipo de seleccion basada sélo en el aspecto
externo suele proporcionar datos que pueden ser erréneos
y variables, debido a que el fenotipo esld parcialmente
determinado por la informacién genética del individuo e
intluido por ¢l ambiente en el que se desarrolle. La se-
leccion, por tanto, se vuelve dificil y para lograr el éxito
el investigador puede necesitar retrocruzas consccutivas
para fijar las caracteristicas y hacer numerosas evalua-
ciones en ambientes diferentes, 1o que encarece la inves-
tigacion,

Considerando los problemas anteriores, desde hace
algunas décadas se han desarrollado estrategias que per-
miten detectar diferencias mas finas entre las plantas,
respecto a las detectadas solamente con descripciones
morfologicas. Estas estrategias han sido bioquimicas,
como es el caso de las isoenzimas o proteinas de reserva;
y mds recientemente, sobre todo en la década de los
noventas, se han descrito técnicas para diferenciar de
mancra directa el material genético de los individuos a
través de patrones de bandas provenientes del ADN,
conocidas como “huellas genémicas o huellas de ADN”.
En un simil, estos patrones de bandas corresponderian
por ¢jemplo, a los codigos de barras que identifican a los
productos comerciales o las huellas dactilares de huma-
nos, lo que hace posible una tipificacion genética precisa
y unica del organismo en estudio (Phillips y Vasil,
1994).

Las tecnologias para analizar genomas se han agrupado
convencionalmente en tres categorias: la primera de ellas
estd basada en hibridaciéon molecular en donde se requie-
ren sondas especificas marcadas, como es el caso de los
RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphisms,
por sus siglas en inglés) y los VNTRs (Variable Number
of Tandem Repeats) como los mini o microsatélites; la
segunda se basa en la tecnologia de la PCR (Polymerase
Chain Reaction, por sus siglas en inglés), tales como los
DAF (DNA Amplification Fingerprinting), RAPD (Ran-
dom Amplified Polymorphic DNA), MP-PCR (Microsa-
tellite Primed-PCR), AMP-PCR (Anchored Microsate-
llite Primed-PCR), entre otros; y la tercer categoria
corresponde a huellas generadas por la combinacion en
diferente medida de las dos primeras, como es el caso de
RAMPO y AFLP (Random Amplified Microsatellite
Polymorphisms y Amplification Fragment Length Poly-
morphisms, por sus siglas en inglés respectivamente)
(Caetano-Anollés y Gresshott, 1997).

Esta variedad de técnicas ha mostrado ser de gran
utilidad en diferentes areas del conocimiento; por ejem-
plo, en taxonomifa para la ubicacion adecuada de orga-
nismos de dudosa identidad; en medicina para la detee-
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cién de enfermedades congénitas y diagnostico de otras
tales como el SIDA; en problemas juridicos para el caso
de prucbas de paternidad y en medicina forense. En la
agronomia, su utilizacién ha repercutido de manera nota-
ble favoreciendo principalmente programas de fitomejo-
ramiento; por ejemplo, en la seleccion de plantas apoya-
da por marcadores genéticos, elaboracidn de mapas gené-
ticos, identificacién de genes especificos de resistencia en
plantas, caracterizacién gendmica con fines de registro
de variedades comerciales u obtencién de derechos de
patentes,

Especificamente en el fitomejoramiento, la seleccion
de plantas apoyada con marcadores genéticos ha sido la
mas utilizada, debido a que permite identificarlas desde
estados tempranos de su desarrollo. Esta identificacion se
lleva a cabo mediante la busqueda de alguna huclla o
huellas asociadas a un cardcter agronémico especifico de
interés para el investigador. La seleccién en estas condi-
ciones reduce notablemente el tiempo para obtener las
plantas que presenten el Gptimo potencial genético, sin
necesidad de esperar a su madurez y evaluar en ambien-
tes diferentes. El estudio y la ubicacién de estos marca-
dores de ADN en los cromosomas de los organismos en
estudio, facilita la elaboracion de mapas genéticos mas
completos y en menos tiempo, como ha sido el caso del
maiz (Zea mays L.), jitomate (Lycopersicon esculentum
Mill) y trigo (Triricum aestivum) (Winter y Kahl, 1995;
Valadez y Kahl, 2000)

Otra aplicacion que recientemente han tenido los mar-
cadores genéticos, ha sido para la identificacién de genes
de virulencia en poblaciones de fitopatdégenos y en el
estudio de cambios evolutivos drasticos que pueden pre-
sentarse en las poblaciones de estos microorganismos.
Este 1ltimo se ha estudiado en el hongo Ascochyra rabiei
causante de la “rabia” en el cuitivo de garbanzo (Cicer
arietinum L.) en lugares como Siria, Espafia, Turquia,
India y Africa, principalmente, donde el cultivo es bésico
para la alimentacion y la rabia es un problema severo que
no ha sido posible controlar con pesticidas. Al respecto,
los cient{ficos han aportado datos que tratan de explicar
la causa de la resisiencia que oirece este patdgeno, indi-
cando que debido a la presion de seleccion ocasionada
por los diferentes agroquimicos que se utilizan para su
control en el campo, su tasa de mutacion se incrementa
cn poco tiempo, por lo que esta cstrategia de control no
es del todo funcional para este caso (Kaemmer e al.,
1992). En México se estd efectuando un estudio similar
con el hongo Fusarium oxysporum f. sp. ciceri que afecta
drasticamente a cultivares mexicanos de garbanzo apoya-
do con técnicas moleculares. En dicho estudio se preten-
de, en primer lugar, identificar y ubicar las posibles



VALADEZ, KAHI.,, RAMSER, IIUTTEL Y RUBLUO

razas del patdgeno que ocurren en las zonas garbanceras
del pafs; en segundo lugar, estimar la variabilidad gené-
tica de ¢stas e intentar asociar dicha variabilidad con la
virulencia del mismo; y en tercer lugar, scleccionar los
genotipos disponibles en el germoplasma nacional més
resistentes a las razas detectadas.

. MARCADORES
GENETICO-MOLECULARES

La informacion que distingue a los organismos estd
contenida en sus genes y éstos s¢ encuentran distribuidos
en los cromosomas. Los genes son secuencias especificas
de bases nitrogenadas que cuando sc cxpresan, determi-
nan ¢l desarrollo y earacteristicas particulares del indivi-
duo. Esta expresion esta mediada por la formacion de
novo de una molécula de ARN mensajero que se traduce
en una molécula de proteina.

Bisicamente se han descrito dos grupos de proteinas
que son codilicadas por el genoma: las estructurales y las
que tienen actividad reguladora, estas ultimas son esen-
ciales para controlar los procesos metabdlicos en la célu-
la, La produccién organizada de¢ proteinas y metabolitos
da lugar a la diferenciacién de ciertos tipos de células y a
propiedades particulares de un organismo.

Todas las diferencias genéticas que se pueden apreciar
entre los individuos son ocasionadas por cambios en su
ADN: estos cambios pueden demostrarse en dos mane-
ras: analizando directamente esta macromolécula o bien,
analizando sus productos genéticos en la célula; es decir,
cambios en las proteinas, enzimas, metabolitos o caracte-
risticas fenotipicas. Tanto el ADN como sus productos,
pueden utilizarse como marcadores o indicadores con el
propésito de identificar una cierta propiedad en el indivi-
duo. Cuando se utiliza el término de marcador genético-
molecular, normalmente se hace referencia a un marca-
dor encontrado en el ADN; es decir, a una banda defini-
da, obtenida a través de alguna 1écnica particular asocia-
da o correlacionada a una caracteristica especifica (por
ejemplo agrondmica). Pero cuando se cita a un marcador
bioquimico, se refiere a una proteina o enzima asociada a
un fenotipo particular (De Loose y Gheysen, 1995).
Estos marcadores pueden obtenerse con metodologias
tales como las que a continuacion se describen.

Isoenzimas (polimorfismo de proteinas)

Las isoenzimas son formas multiples de una enzima
que cataliza la misma rcacecion y que difieren en su es-
tructura primaria, sus propiedades fisicoquimicas y su
regulacion. Estas moléculas pueden consistir de varias

cadenas polipeptidicas en combi—aciones alealorias; por
ejemplo, la isoenzima lactato deshidrogenasa, presenta
tetrameros de la cadena polipeptidica A y B en cinco
diferentes combinaciones: AAAA, AAAB, AABB,
ABBB y BBBB. Se ha observado que la concentracion
relativa de las isoenzimas en las células, tejidos u orga-
nos esta determinada por las proporciones relativas de los
polipéptidos sintetizados A y B, que a su vez dependen
de las proporciones relativas de la expresién de los genes
estructurales A y B (Kahl, 1995).

Las isoenzimas pueden detectarse después de separar-
las unas de otras con métodos bioquimicos convenciona-
les; por cjemplo, por cromatografia de intercambio i6ni-
co, punto isoeléctrico o electroforesis en geles de polia-
crilamida o almidén. Muchos trabajos se han reportado
al respecto, en los cuales los investigadores utilizan ex-
tractos totales de protefnas obtenidos de células o tejidos
del organismo en estudio. Después de la electroforesis
respectiva, el gel se mantiene en contacto con un sustrato
cromogénico (especifico para la enzima a detectar) y
posteriormente, se podra observar una banda colorcada
que indica la actividad de la enzima y la localizacion de
ésta en el gel. En algunas ocasiones se pueden observar
diferentes bandas en un mismo carril, lo que hace refe-
rencia a la presencia de mds de una isoenzima en ¢l or-
ganismo analizado.

Esta metodologia es confiable y facil de realizar, por
lo que se ha utilizado para hacer caracterizaciones bio-
quimicas, e incluso hasta inferencias genéticas dc plan-
tas; sin embargo, su uso se ha limitado, en primer lugar
porque su reproducibilidad depende del estado de desa-
rrollo y de las condiciones de los tejidos utilizados para
el analisis; y en segundo lugar, porque sélo es posible
detectar una cantidad reducida de polimorfismos.

Polimorfismo del ADN

Actualmente, para realizar analisis genéticos se prefie-
re recurrir al polimorfismo presente en el ADN en vez
de las isoenzimas. Esia decision tiene que ver con dos
aspectos principales: primero, porque estos polimorfis-
mos son mucho mas abundantes, ya que s¢ cncuentran
distribuidos por todo el genoma; cs decir, tanto en el
ADN codificante como cn ¢l no codilicante (que en algu-
nas plantas llega a ser hasta de 95%); y en segundo lu-
gar, porque su presencia no es afectada por condiciones
ambientales o su expresion estar limitada a ciertos tejidos
(como el caso de las isoenzimas).

Los polimorfismos en el ADN se originan por cambios
en la sccuencia de las bases nitrogenadas que conforman
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la molécula, y por lo regular no estan asociados con
caracteres fenotipicos. Estos cambios normalmente se
deben a:

1. Cambios (adicion o delecidn) en las bases nitrogena-
das: Adenina (A), Guanina (G), Citosina (C) y Ti-
mina (T).

2. Reorganizaciones en la secuencia de ADN tales
como deleciones, inversiones, inserciones o duplica-
ciones de segmentos de ADN.

3. Expansién o contraccién del polimorfismo de
VNTRs (Variable Number of Tandem Repeats, por
sus siglas en inglés) o simplemente secuencias satéli-
te (minisalélites o microsatélites).

Para el caso de los VNTRs, se han descrito dos cate-
gorias: los “minisatélites” y los “microsatélites”. Los
minisatélites consisten de secuencias de ADN repetidas
colocadas en forma seriada (tandem) a lo largo del ge-
noma, con una unidad basica de 10 a 36 pares de bases.
Estas secuencias se caracterizan porque contienen regio-
nes ricas en GC que con frecuencia hibridan entre espe-
cies diferentes y sc encuentran dispersas por todo el
genoma (Poulsen ef al., 1993 Nyborn er al., 1992; Wei-
sing ef al., 1992).

Los microsatélites, conocidos también como “secuen-
cias simples repetidas”, tienen una arquitectura parecida
a la de los minisatélites, ya que los “motifs” (secuencias
principales) estin también repetidos en serie, pero sola-
mente constan de dos a 10 pares de bases. Ambas cate-
gorias de ADN polimérfico se han encontrado en la ma-
yoria de los genomas cucariontes cstudiados, lo que da
lugar a la obtencién de patrones de bandeado individuales
y especificos para cada organismo cuando se utilizan
como sondas durante el analisis. Algunas secuencias de
microsatélites que se han reportado para la obtencion de
hucllas genémicas son por cjemplo: (GATA),, (GACA),,
(TCC),, (GTG)s, (GGAT),, (CT); y (CA); (Poulsen er
al., 1993, Weising et al., 1992).

Se ha observado que ciertas regiones en ¢l ADN son
mas polimdrficas que otras. Esto puede hacerse evidente
en algunas ocasiones mediante la sintesis in vitro del
ADN utilizando la tecnologia de la PCR; pero a veces es
necesario recurrir a técnicas mas finas como es la de
AFLP o RAMPO (descritas posteriormente), que han
permitido detectar polimorfismos en cultivos altamente
endogamicos y bastante manipulados desde el punto de
vista de fitomejoramiento, tales como el garbanzo.

Todas las metodologias que se han utilizado para la
deteccién de este tipo de cambios cn ¢l ADN, estan ba-
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sadas cn patrones de bandas electroforéticamente diferen-
tes que resultan dc las diferencias en un locus particular,
por lo que se manifiestan como fragmentos visibles de
ADN de longitud variable después de tefiir los geles con
sales de plata, bromuro de etidio, autorradiografia o
métodos no radioactivos (Winter y Kahl, 1995; Hoetzel.
1992).

Estos diferentes patrones de bandeo que exhibe el
genoma de los organismos, pueden traducirse a arboles
filogenéticos o dendrogramas con el uso de programas de
computacion apropiados, lo que permite establecer de
manera mas clara la relacion a nivel de ADN entre los
individuos de una determinada poblacion (Weising et al.
1995).

METODOS UTILIZADOS PARA
LA DETECCION DE
POLIMORFISMOS DEL ADN

1. 'Técnicas basadas en hibridacion: RFLP y VNTRs

Una de las primeras técnicas desarrolladas para anali-
zar polimorfismos en el genoma de las plantas fue la de
“RFLPs” propuesta a mediados de la década de los
ochentas. Esta técnica consiste en deteclar [ragmenlos
especificos de ADN mediante la hibridacion de una son-
da particular; es decir, mediante el uso de una secuencia
especifica de ADN que puede provenir de alguna regién
de un gen particular o algin otro fragmento del genoma,
previamente marcada con radioactividad o con algin
compuesto quimico, como la digoxigenina o la biotina.

La técnica inicia con la obtencién y fragmentacion del
ADN, con enzimas de resiriccion, separacion de los
fragmentos obtenidos por electroforesis, transferencia de
€stos a una membrana cargada positivamente (transferen-
cia tipo “Southern”) y posterior hibridacién con la sonda
apropiada. Los RFLPs se generan por rearreglos en el
genoma que originan alteraciones en los sitios de recono-
cimiento para las endonucleasas que se utilizan en la
digestién (Figura 1). Este tipo de marcadores son utiliza-
dos principalmente para localizar genes especificos y sus
alelos en genomas complejos, para discriminar indivi-
duos cercanamente relacionados y para establecer mapas
genomicos, principalmente.

Otra metodologia que tiene el mismo fundamento, es la
hibridacion con sondas marcadas que complementan a
minisatélites presentes en ¢l genoma de los organismos;
csta téenica ha sido aplicada en el estudio del genoma de
garbanzo, lo que ha permitido la deteccion de un gran
nimero de huellas polimdrficas
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Figura 1. Procedimiento para derecrar polimorfismos en (a longitd de los fragmentos de restriceién (RELPs).

El ADN de dos o mds diferentes genotipos de un cultivar [maiz en este caso (Zea mays L.) ] es primeramente aislado, después cortado (digerido) en
sitios espectficos por la endonucleasa de restriccion Eco Rl (origen: la hacteria del colon Escherichia coli), que en promedio corta al ADN cada 4096
pares de bases. Como resultado, se obtienen fragmentos de ADN (en este caso: A, B y C) gue son separados posteriormente con electroforesis. Después
de la separacion, el gel es transferido a una membrana en donde el ADN se mantiene como cadena sencilla, posteriormente ésta se hibrida con una
sonda de cadena sencille marcada con radioactividad o algiin otro compuesto como la biotina o digoxigenina. Si la sonda encuentra un fragmento de
ADN von secuencias complemeniarias, se podria formar una molécula de doble cadena (hibrido) que podra detectarse con awiorradiografia (en case de
sondas marcadas con radioactividad).
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de ADN (Figura 2). La obtencién de huellas con cual-
quiera de estas dos allernativas ofrece mayores ventajas
respecto a los RELPs, ya que se pueden detectar simulta-
neamente gran numero de bandas en un solo experimento
(un promedio de 10 a 100) debido a su abundante distri-
buci6n en el genoma, lo que hace el analisis mas eficien-
te. Esta técnica ha sido de mucha utilidad para la dife-
renciacion gendmica en cultivares de garbanzo, ya que es
mas factible detectar polimorfismos en los VNTRs que
en otras regiones de sus genomas debido a su alto nivel
de endogamia (Weising ez al., 1992).

2. Metodologias basadus en la reaccion de polimeri-
zacion en cadena (PCR).

La Reaccién de Polimerizacién en Cadena (PCR) es
una tecnologia desarrollada en la misma ¢poca que los
RFLPs y es el mecanismo usado para multiplicar in vitro
fragmentos pequenos de ADN (no mayores de 5 kb en
promedio). Para esto se requiere una molécula de ADN
que servira de molde, de moléculas iniciadoras de cadena
sencilla conocidas como “primers”, de los cuatro desoxi-
rribonucledtidos (AATP, dCTP, dGTP y dTTP), de la

enzima ADN polimerasa y de cloruro de magnesio. Para
que la multiplicaciéon ocurra, se requieren (res pasos
csenciales: el primero consiste de una desnaturaliza-
cién, en donde las cadenas complementarias del ADN se
separan por calentamiento a 94°C, para utilizarse poste-
riormente como moldes durante la sintesis de fragmentos
discretos complementarios; el segundo, en donde la
temperatura s¢ disminuye para permitir el alineamiento
o pareamiento de los iniciadores a la secuencia blanco; es
decir, un reconocimiento quimico y complementario por
parte de las bases del iniciador, donde la temperatura
dependerd de la longitud y del contenido de GC que lo
conformen; y cl tercero, una extension o alargamiento
de la molécula iniciadora mediante la adicién de nucleé-
tidos por parte de la enzima ADN polimerasa. Estos
tres pasos se repiten varias veces en el termociclador (de
30 a 40 ciclos en promedio), de manera que en pocas
horas se logran reproducir de manera cxponencial, mi-
llones de copias del fragmento de ADN (Figura 3). Pos-
teriormente, estos fragmentos “amplificados”, se visuali-
zan en un gel de agarosa o poliacrilamida con técnicas
comuncs de tincién.
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Figura 2.

Deteccion de varias secuencias polimorficas informativas (huellas gendmicas) mediante oligonucledtidos complementarios o microsarélites de

13 cultivares de garbanzo, que de otra manera no pueden ser discriminados por la monotonia gendmica. Este tipo de huellas de ADN explo-

ran la gran variabilidad de secuencias que originan en el nimero de unidades reptidas, VNTRs (Modificade de Weising et al.,

permiso de los autores).
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Figura 3. Secuencia de pasos que definen la Reaccion de Polimerizacion en Cadena.

La técnica de la PCR es altamente sensible y para que
se lleve a cabo con éxito, es conveniente considerar al
inicio pocas moléculas del ADN molde (en el orden de
nanogramos); pero debido a esta propiedad, es facil am-
plificar secuencias exdgenas de ADN (contaminantes) si
no sc toman las precauciones necesarias durante el esta-
blecimiento de la reaccién. Esta tecnologia se ha utiliza-
do ampliamente para estudiar genomas de diferentes
especies, para aislar genes especificos o para detectar
alelos particulares. Algunas metodologias basadas en esta
tecnologia son los DAF, RAPDs, MP-PCR, AMP-
PCR, entre otras; y la diferencia de cada una de ellas
estriba en el tipo de molécula iniciadora que se utilice, ya
que pueden ser aleatorias, semialeatorias o especificas y
de diferentes longitudes; mas adelante se ilustra la técni-
ca de algunas de ellas, Para el caso de DAF y RAPDs
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los iniciadores son aleatorios, para MP-PCR los iniciado-
res se basan en sccuencias que complementan a microsa-
télites; y para AMP-PCR los iniciadores son igual a los
anteriores, pero con bases nitrogenadas adicionales que
permiten una discriminacién més especifica de los frag-
mentos amplificados respecto a los obtenidos con MP-
PCR. Con las dos tltimas metodologias es factible hacer
andlisis de genomas bastante confiables; sin embargo,
para identificar un gen o alguna otra secuencia especifi-
ca, es necesario utilizar iniciadores disenados a partir de
las secuencias de bases nitrogenadas que definan a esta
regién en particular (Staub vy Serquen, 1996; Kirby,
1992; Valadez y Kahl, 2000).
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a) RAPDs

La técnica de RAPDs (Randon Amplified Polymorphic
DNA) es quizéd la herramienta més utilizada para diferen-
tes fines; los méds comunes son el andlisis de genomas de
plantas y para diagnésticos fitosanitarios o médicos. Esta
metodologia esta basada en la PCR y consiste de la sinte-
sis in vitro de secuencias discretas de ADN, uvbicadas
entre dos moléculas iniciadoras aleatorias y complemen-
tarias a ciertas regiones de la cadena de ADN molde.
Normalmente esta metodologfa utiliza iniciadores cortos
(usualmente de 10 bases) y la sintesis correspondiente
generara una cantidad especifica de fragmentos diferen-
tes, que dependerd de las veces que el iniciador haya
encontrado la region complementaria en el genoma y de
la distancia que exista entre ellos; generalmente se han
reportado como méximo 15 fragmenios menores de 5 kb
por iniciador/genoma. Si se utilizan iniciadores de mayor
longitud, la probabilidad de encontrar complementarie-

dad disminuye, por lo que ¢l nimero de fragmentos
obtenido podria verse afectado y en estos casos la meto-
dologia cambia de nombre,

Los analisis con RAPDs pueden ser de mucha utilidad,
sobre todo al establecer diferencias intraespecificas. En
la Figura 4 sc muestra ¢l andlisis de 23 cultivares de
Dioscorea bulbifera, en donde se lograron detectar varios
polimorfismos entre los aislamientos de diferentes regio-
nes. En este caso fue suficiente llevar a cabo el analisis
con tres iniciadores; sin embargo, en nuestra experien-
cia, la deteccién de polimorfismos en garbanzo con csta
[écnica es poco eliciente, incluso utilizando decenas de
iniciadores (datos no mostrados), por lo que ha sido
necesario implementar otras estrategias para poder detec-
tar dichas diferencias.

5-TGCGTGCTTG-

S-AAGCCTCGTC-3"
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Figura 4. Andlisis de RAPDs de 23 cultivares de Dioscorea bulbifera para detectar variabilidad genética intraespecifica. MW: marcadores de peso
molecular expresados en kilobases; a: Dioscorea burkiliana como grupo comparador (tomade de Ramser et al., 1996, con permiso de los au-

16 es)
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Jardin botdnico, Giessen, Alemania /var,?
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DBT7: Isla Tonga / var. sativa

DBNC1 : Nusva Caledonia /var. ?

DBS : Australia / var. suavior

DB12: Taiwan/ var, suavior
DB10 : Taiwen /var. heterophylla
DB13: Taoiwan/ var. vera
DB247 : Japon /var. vera
"_l— DB23S : Japdn /var. vera
DB267 : Jopon / var. vera
DB9304 : Etiopia /var. alveolato
DB9307 : Etiopia /var. anthropophagorum
DB9303. Etiopia /var, anthropophagorum
DB81: Madagascar /var. anthropophagorum
DB3: Tanzania /var. anthropophagorum

DB3: Tanzania /var. anthropophagorum

Distancia O.1
e
29 100
&
100 87
100
100
b D.burkilliana ( grupe no relocionado )

DBB8 : Hawaii/ var. sativa

DB9 : Hawaii/ var. sativa

DB6G : Papua Nueva Guinea/var. elongata
DB18: Tailondia / var. heterophylia

DB 16: Tailandia / var. heterophylla

Figura 5. Relaciones gendmicas representadas en forma de arbol, producto del andlisis de RAPDs de 23 cultivares de Dioscorea bulbifera con el soft-
ware NISYS-pe (Modificado de Ramser et al., 1996, con permiso de los autores).

En la Figura 5 se muestra el dendrograma que indica la
relacion genética entre los 23 cultivares de Dioscorea
deducido del andlisis de las bandas de ADN del gel de la
Figura 4: nétese que Dioscorea burkilliana se mantiene
fuera del resto de los cullivares debido a la poca relacion
genética existente (Ramser et al., 1996).

b) MP-PCR Y AMP-PCR

No siempre es factible encontrar polimorfismos y esta-
blecer diferencias entre los organismos utilizando ini-
ciadores aleatorios. De hecho, en ocasiones para poder
encontrar diferencias significativas, se requiere ensayar
con decenas o cientos de ellos; sin embargo, el disefio y
uso de iniciadores semiespecificos ha permitido detectar
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una mayor cantidad de polimorfismos respecto a los
revelados con RAPDs, sobre todo en las especies con
allos niveles de endogamia. Estos iniciadores estan con-
formados por secuencias que complementan microsatéli-
tes y se utilizan como iniciadores en la PCR para sinteti-
zar la region o regiones bordeadas por dicha secuencia.
Esla alternativa detecta las diferentes longitudes (poli-
morfismos) presentes en estas regiones especificas al
interior del genoma. En la Figura 6 se ilustra el meca-
nismo que define dicha técnica.

Los microsalélites se identificaron por vez primera en
el genoma de humanos y posteriormente en plantas y
hongos patogénicos (Caetano-Anollés er al., 1991). Aun
cuando no se han reportado funciones claras para este
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tipo de secuencias en los organismos, sc¢ les ha otorgado
un papel importante en los procesos de evolucién (Mo-
xon y Wills, 1999). La principal ventaja que los micro-
satélites ofrecen para el andlisis de ADN es su abundan-
cia y dispersion en el genoma, lo que permite detectar
una mayor variacién en regiones cspecificas para un
locus particular y obtener huellas de diferente longitud;
¢s decir, “DNA fingerprints”. Se han descrito bési-
camente dos modalidades basadas en secuencias que
complementan a microsatélites; la primera conocida
como MP-PCR (Microsatellite Primed-PCR) que utiliza
iniciadores tales como (GACA),, (GGAT),, (TCC),,
(CT)g, etc. (Weising et al., 1992). En nuestros respecti-

vos laboratorios hemos aplicado esta metodologia para el
estudio del genoma del garbanzo. En la Figura 7 se
mucstran los polimorfismos obtenidos en algunas lineas
de este cultivo utilizando ¢l iniciador (GGAT),.

La segunda modalidad llammada AMP-PCR (Anchored
Microsatellite Primed-PCR) es una variante de la ante-
rior y consiste en utilizar también iniciadores para micro-
salélites, pero con una, dos o incluso tres bases nitroge-
nadas llamadas “anclas”. Esta clase de iniciadores resul-
tan ser mas especificos que los utilizados en MP-PCR,
puesto que ademas de seleccionar la region

Microsatélite |

Region infer-repetida

Microsatélite 2

BB B

%DDDDD—

b
.‘ PCR

)»DDP»>—WI>[>I>[>|>
«1«1&%——4««««

¥ PCR

Genoma A »
Producto amplificado C

Genoma B

Producto amplificado [

q ’ Unidades repetidas simples

»» Iniciador simple repetido &n serie

( ejempio [ GACA 14 )

Figura 6. Esquema de la técnica de MP-PCR.
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Figura 7. Patrones de MP-PCR de 10 lineas de garbanzo (Cicer arietinum L.) seleccionadas del germoplasma Mexicano. Las flechas sefialan los dife
remes polimorfismos que reflejan inserciones o deleciones en la secuencia entre los das microsatélites flanqueantes. M1 : marcador de peso

molecular de | kb; M2: marcador de peso molecular de 100 pb.

correspondiente al microsatélite, se deben complementar
también las bases adicionales, lo que conlleva a que la
especificidad de los productos scleccionados se incre-
mente de acuerdo al nimero de bases que conformen ¢l
ancla una vez que los fragmentos de ADN se han sinteti-
zado, la separacion de los mismos y el analisis respectivo
sc lleva a cabo de la misma manera que para RAPDs.
Su aplicacion en el andlisis del genoma de garbanzo
también ha sido abordada por nuestro grupo y se han
detectado polimorfismos tanto a nivel intra como interes-
pecificos (Figura 8).

¢) AFLP

La técnica de AFLP (Amplification Fragment Length
Polymorphisms) es una combinacion de las metodologias
basadas en hibridacion y PCR. Al igual que otras técni-
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cas de marcadores, inicia con el aislamiento del ADN
gendmico y su restriccion completa con dos endonuclea-
sas diferentes Eco RI y Mse I; la primera de ellas reco-
noce una secuencia de seis pares de bases (pb) al interior
del genoma y la olra reconoce una sccuencia de cuatro
pb. A fravés de la accion combinada de ambas endonu-
cleasas, se produce un gran nimero de fragmentos con
frecuencias (en nlumero descendente): Mse [-Mse
I>>> Mse [-Eco RI> > > Eco RI-Eco RI. La técni-
ca de AFLP seleceiona anicamente los fragmentos Mse I-
Eco R, pero si todos estos fragmentos se amplificaran,
el nimero de productos podria ser muy grande y el co-
rrespondiente analisis muy complejo.

La restriccion es seguida por la ligacién de un adapta-
dor especifico de doble cadena de 25 a 30 pb a cada lado
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Figura 8. Deteccion de secuencias polimorficas de diferentes especies de Cicer y varios cultivares de garbanze (Cicer arietinum L) con la técnica de
AMP-PCR. Carriles | a 6: diferentes cultivares de garbanzo; 7: Cicer reticulatum; 8: Cicer echinospermum. Anclas (B: C, G, T; D A, G, T;

V:A, C G.)

del fragmento de restriccidn, dichos adaptadores presen-
tan una pequefia cola 5°. Las sccuencias de los adaptado-
res son reconocidas por iniciadores especilicos para la
PCR que se unen para dar inicio a la primer “amplifica-
cion pre-selectiva”; por lo que, solo una parte de los
fragmentos Mse I-Eco RI sc amplifican sclectivamente en
esta ctapa (SRFA, Selective Restriction Fragment Ampli-
lication) y se lleva a cabo con iniciadores que contienen
una base extra en el extremo 3’ resultando un subcon-
junto de fragmentos que ademas de llevar la secuencia
complementaria al iniciador, complementan a la base
extra adicionada. Posteriormente, estos productos ampli-
ficados son sujetos a una segunda seleccion mas Tigurosa,
en donde se consideran iniciadores con dos o tres bases
extras. Los fragmentos resultantes son complementarios
ademds del iniciador, a las extensiones consideradas,
razon por la cual sélo una porcién del genoma fragmen-
tado ¢s amplificado en la reacciéon de AFLP.
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La amplificacién pre-selectiva, se lleva a cabo con el
iniciador Eco RI mas una extension de adenina (A) y el
iniciador Mse 1 con una citosina (C). Por razones estadis-
ticas, cada iniciador reconoce aproximadamente sélo el
25% de todos los fragmentos dec restriceién. Debido a
que ambos iniciadores son adecuados para una amplifica-
cion exilosa, solo 6.25 % de todos los fragmentos se
reproducen. Este numero puede ser alto, especialmente si
se utiliza un genoma eucariético grande, pero puede
reducirse mediante ¢l incremento del nimero de bases
sclectivas en el extremo 3" del iniciador o iniciadores.

Si se considera, por ejemplo, un genoma de 3 x 10°
bases, entonces ¢l fragmento Mse [-Eco RI puede encon-
trarse representado 107 veees; es deeir, 100 000 fragmen-
tos con una longitud promedio de 3 x 10° bases (3000
bases). En este ejemplo, solo 1 de cada 4096 fragmentos
(alrededor de 24 fragmentos) puede ser amplificado. Por
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esta razon, cs csencial reducir el nimero de fragmentos,
lo que se lleva a cabo mediante el segundo paso del pro-
tocolo de AFLP (amplilicacion selectiva).

Generalmente para genomas grandes (5 x 10* a 6 x 10°
pb). por ejemplo cebada ([ordeum vulgare), algodén
(Gossypium hirsutum 1..), pepino (Cucumis sativus L.),
lechuga (Lactuca sariva L)), chile (Capsicim annuum
L.). papa Salanum tuberosum 1..), uva (Vitis spp.), soya
(Glicine max L.), girasol (Helianthus annuus L.), tabaco
(Nicotiana tabacum) o tomate (Lycopersicon esculentum
Mill.), se utilizan iniciadores de pre-amplificacién que
contengan una base como ancla més los iniciadores selec-
tivos Mse I + 3 bases y Eco RI + 3 bases. Para geno-
mas pequenos (1 x 10° a 5 x 10* pb), por ejemplo de
Arabidopsis, citricos o arroz, no es necesaria la base que
sirve de ancla en los iniciadores para la amplificacion
pre-selectiva y los iniciadores sclectivos serian Mse 1 +
3 bases y Eco Rl + 2 bases.

Normalmente uno de los dos iniciadores de AFLP se
marca radioactivamente y los fragmentos amplificados
pucden ser detectados después de su separacion en geles
de secuenciacion de alta resoluciéon con autorradiografia.
La estralegia general se indica en la Figura 9. Debido a
que la técnica de AFLP permite una deteccién mayor de
polimorfismos comparada con las metodologias basadas

en la PCR, es posible identilicar marcadores genéticos
con mas facilidad, lo que da lugar al establecimiento vy
saturacién de mapas del genoma en plantas (Valadez v
Kahl, 2000}.

Independientemente de las ventajas mencionadas (por
ejemplo de la alta proporcién mltiple en donde un ni-
mero mayor de RFLPs pueden ser visualizados en un
inico experimento). la téenica de AFLP no requicre de
hibridacion ni clonacion, puesto que las bandas que se
obtienen son productos de la PCR. Sin embargo, para
obtener dichas ventajas, es obligatoria la pureza del
ADN genémico asi como la restriccion total del mismo.
Dependiendo del material analizado, e¢s posible que csta
técnica no detecte altos niveles de polimorfismo, pero es
extremadamente eficiente debido a que permite el analisis
simultdneo de un nimero grande de bandas sobre un solo
gel. Estos polimorfismos se heredan tipicamente de
acuerdo con las leyes mendelianas, por lo que los marca-
dores resultantes tienen la caracleristica de ser dominan
tes. Cultivo de garbanzo, el nimero de polimorfismos
detectados con AFLPs es limitado, pero con la combina-
cién de otras metodologfas alternativas, ha sido posible
integrar un mapa genémico mas completo (Figura 10).

ADN Genomico
&’ GAATTE TTaA ¥
3 —— CTTAAG BATT 3
Restriccidn con ' Mszel y EcoRl
Fragmenio e ARTTE -
restriccion a AAT
o
- e e
Adaptader EcaRl Adaplodor el
Iniciadar « | -3 A
BATTCN =————— N1 A 1' 1
TTaaoN — NAAT L '
c 5 Iniciador + |
Amplificocion pra-salsctiva con
iniciadores FeoRI+a y Muel+C
Imciador +3 5 — AAC
EEm AATTCA L —
. TTAAG CAAT [
AAC o
Amplificacidn selec1iva
con imciodor * 3
B A AT TCAAC ———— TTGT 1A [
. TTAAGT TS aacaaT [
Elecrroforesis en gal ‘ desnaturolizonte de polocrilomidg
AFLP
Secuancios odopfogore ] msal [ E=T

Figura 9. Estrategia general de la técnica de AFLP.
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Figura 10. Patrones de AFLP de cinco lineas diferentes de garbanzo (Cicer arietinum L.: 1 a 3) v la especie silvestre ms relacionada Cicer reticulatum
(6) detectados con cuatro diferentes iniciadores (4, B, C, D). Debido al alto nivel de autogamia en el cultivo, esta técnica permite detectar
solamente de 3 a 8 bandas polimdrficas en este caso particular; pero si se utilizan otras combinaciones de iniciadores, es posible detectar

mas polimorfismos.

d) RAMPO

La técnica de RAMPO (Amplificacion Aleatoria del
Polimorfismo de Microsatélites) es una forma de analisis
descrita para plantas y reportada por vez primera a fina-
les de 1995 (Richardson er af., 1995). Consiste en la
combinacion de los resultados independientes obtenidos
con dos metodologias: por un lado, el patrén de bandas
producto de PCR separadas en un gel electroforético y la
posterior hibridacién del mismo con sondas de microsaté-
lites marcadas. Esta alternativa de anlisis se disefié con
la finalidad de utilizar Optimamente los productos de
amplificacion obtenidos en una Unica reaccion de PCR y
la deteccion simultanea de huellas de ADN independien-
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tes y polimérficas que pucden estar presentes también al
interior de algin producto amplificado. La 16gica de esta
técnica consiste en que existen amplificaciones de ADN
(bandas) en el gel que no se perciben, debido a su longi-
tud o al nimero de veces que se sintetizaron, pero es
posible que en algunos de esos fragmentos s¢ encuentren
microsatelites especificos que puedan detectarse mediante
la hibridacion con sondas que los complementen.

Para cste andlisis, la sintesis del ADN se puede llevar
a cabo utiizando una molécula iniciadora aleatoria
(RAPD) o complementaria al microsatélite (MP-PCR):
después, los productos se separan, se tifien y se docu-
mentan, En seguida, el gel se seca o se transfiere a una



VALADEZ, KAIL, RAMSER, HUTTEL Y RUBLUO

5-TCACGTCCAC -3

e T L L

HERB - N n-

L e LY A
-

M (GGAA,

PM
(pb)

1500

— 1100

— 800
— 600

1500
1100

— 800
— 600

Figura 11. Andlisis RAMPO de cuatro réplicas de experimentos con una muestra cada uno de tres diferentes especies de Dioscorea (a: 1. cayenensis, b,
D. retundata v ¢: D. buibifera). En el lado izguierdo del panel superior se muestra el patron de bandas obtenidos con RAPDs wtilizando el ini
cador OPG-08 de Operon Technologies (5 -TCACGTCCAC-3"). FEn el panel superior derecho, se muesiran los productos marcados de OPG-
08 con la sonda (CA)s. En el panel inferior izquierdo se muestran los patrones de bandeada abtenidos con el iniciador MP-PCR (GGAA)s v en
el pdnel inferior derecho, se muestran los productos de (GGAA)s, marcados con la sonda (CA)s. Los marcadores de peso molecular (linea M)
estan expresados en kilobases (Tomade de Ramser et al., 1997, con perniso de lus autores).

membrana de nailon y se hibrida con alguna sonda para
microsatélites. La autorradiografia permite entonces, la
deteccion reproducible y polimdrfica de los perfiles de
las huellas que son diferentes a los partrones tefiidos de
RAPDs, v que a su vez son completamente distintos
para cada sonda de microsatélite que se utilice. En la
Figura 11 se muestra un estudio realizado con esta meto-
dologia.

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS
El panorama que permile visualizar el conjunto de las

técnicas y metodologias descritas previamente s muy
alentador. En muchos estudios de diferentes disciplinas
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cientificas sc ha demostrado ampliamente la utilidad que
ofrecen. En el drea agrondmica, su principal contribu-
¢ion ha sido para apoyar programas de fitomejoramicnto;
aunque también han permitido estimar de mancra réapida
y eficiente la diversidad genética tanto dc especies vege-
tales nativas y cultivadas que existen en un ecosistema
particular con fines taxonomicos, asi como estudios epi-
demioldgicos especificos.

Las herramientas moleculares quc s¢ expusieron ante-
riormente presenta obviamente ventajas y desventajas.
De manera general se puede resallar que los beneficios
que éstas ofrecen, se reflejan en tiempo y confiabilidad
de los resultados obtenidos; pero quiza el inconveniente
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principal es que su implementacién requiere de laborato-
rios con equipo y personal capacitado, lo que en muchas
ocasiones limita su uso.

Sin embargo, vale 1a pena resaltar algunas perspectivas
de las diferentes tecnologias descritas; por ejemplo, des-
de la década pasada, muchas de estas metodologias se
han venido utilizando en muchos paises para diferenciar
variedades vegetales nuevas que requieren de registro
para su proteccion legal. En este sentido, instancias gu-
bernamentales mexicanas, como el SNICS (Servicio
Nacional de Certificacion e Inspeccion de Semillas de Ia
SAGAR), ha considerado su uso para complementar los
descriptores fenotipicos que normalmente acompanan la
descripeion varietal de las plantas sometidas a registro.
Lo anterior se debe a que la caraclerizacién o deseripeién
fenotipica de la planta de interés, a menudo no resuelve
la difcrenciacion genética, sobre todo cuando de trata de
especies cultivadas con una gama amplia de variedades o
cultivares.

En el area de [itosanidad estas herramientas molecula-
res también ofrecen un uso practico, ya que las investi-
gaciones cstan siendo orientadas actualmente al disefio de
sondas moleculares para el diagnéstico de patdgenos
especilicos; sobre odo en casos en donde se carece de un
método riapido y eliciente que permita identificarlos en
muestras de semillas como es el caso del jitomate (Lyco-
persicon esculentum Mill), o en explantes con reproduc-
cion vegetativa como la papa (Solanum ruberosum L.), o
en papaya (Carica papaya 1..), que presentan problemas
ltopatologicos  severos y que pueden causar grandes
pérdidas econdmicas a los productores. La utilizacion
rutinaria de una sonda que permita diagnosticar la pre-
sencia o ausencia, por ¢jemplo de un virus en los tubér-
culos de papa que se utilizardn como semilla, evitarfa
pérdidas cuantiosas al sembrar material vegetal aparen-
temente "sano" pero con el riesgo de ocasionar grandes
danos. Por lo anterior, el contar con métodos de diagnds-
tico rdpidos y altamente especificos, permitiran reducir
significativamente las fuentes de indculo y se evitaria en
gran medida, la dispersién de los mismos en zonas que
no han estado expuestas a ese organismo en particular,
como ocurre frecuentemente con la introduccién de ma-
terial enfermo de un pafs a otro.

Para la aplicacion de las técnicas descritas en protec-
cion vegetal, vale la pena tomar en cuenta los estudios
realizados con el hongo Ascochyia rabiei en garbanzo
(citado anteriormente) y extrapolar este posible compor-
tamiento a otros fitopatégenos no menos importantes en
México. Continuamente el investigador o el agricultor
recurre al uso de pesticidas para controlar una determi-

118

nada enfermedad; sin embargo, a veces esta mecanica no
logra controiarla. Este comportamiento de resistencia por
parte del patdégeno, podria sugerir cambios genéticos
acelerados en la poblacion, por lo que estudiar su diné-
mica a nivel de genoma, permitird apreciar la velocidad
de cambio que sufren, y posiblemente se podrian propo-
ner a tiempo métodos de control alternos y eficientes, lo
que repercutirfa en la disminucién del uso de pesticidas vy
por lo tanto, en mejorar el ambiente.

Por otro lado, estas técnicas también pueden apoyar
indudablemente al mejor conocimiento de la diversidad
del germoplasma natural, con la intencién de hacer un
uso mas adecuado de dichos recursos para lines de explo-

tacion alimenticia, ecoldgica, industrial o farmacéutica,
entre otros.
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