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PREFACIO

En oportunidad de la Primera Edicién de “Biotecnologia y Mejoramiento Vegetal”, nos habiamos
propuesto responder a la necesidad de un texto en idioma espafiol, dirigido a docentes y estudian-
tes de los cursos de Agronomia y de otras formaciones relacionadas con las tecnologias aplicadas
al mejoramiento vegetal, asi como brindar un recurso de informacion general y consulta para no
especialistas. Esta Segunda Edicion, intenta actualizar, profundizar y extender estas tematicas,
atendiendo a la rapida evolucion en este campo del conocimiento.

En el contexto de los principios basicos del mejoramiento, es decir, generar variabilidad genéti-
ca y seleccionar caracteristicas deseables, las tecnologias evolucionan rapidamente y, del mismo
modo, se acelera la transferencia del conocimiento basico a las aplicaciones. Esta edicion intenta
reflejar este proceso dinamico y aportar informacién actualizada con ejemplos de aplicaciones al
mejoramiento de diferentes especies vegetales.

En este trabajo se han reunido las contribuciones de investigadores y especialistas en diferentes
campos relacionados con el mejoramiento. En las secciones dedicadas a las herramientas basicas,
se ha hecho foco en las técnicas de cultivo de tejidos y micropropagacion que se utilizan en si mis-
mas para generar variabilidad, conservar germoplasma, producir clones libres de enfermedades o
como paso obligado en la construccién de plantas transgénicas. En la seccidén que se ocupa de las
aplicaciones de estas técnicas a casos especificos, se brindan ejemplos de mejoramiento logrado
en diferentes especies.

La tecnologias “omicas” (gendmica, transcriptémica, metabolémica) constituyen una de las herra-
mientas mas importantes en el mejoramiento, por la potencialidad que presentan, tanto en el campo
de la investigacion basica, en el mapeo de genes y la identificacion de marcadores moleculares,
como en la identificacién de funciones y redes regulatorias que influyen en las caracteristicas que se
desean mejorar: resistencia a enfermedades y plagas, rendimiento, calidad nutricional y respuestas
a diferentes tipos de estrés ambiental, entre otras.

Es claro que dentro de las tecnologias de mejoramiento, la transgénesis o transformacién ge-
nética es una de las herramientas mas versatiles y poderosas, ya que permite resolver problemas
que por via del mejoramiento convencional no seria posible enfrentar. En esta edicion se presentan
numerosos ejemplos de transgénesis para la obtencion de cultivos tolerantes a estrés bidtico y
abidtico, a plagas y enfermedades o con mejoras en su calidad nutricional.

Desde 1996, cuando se cultivaron por primera vez, la superficie mundial de cultivos transgénicos
aumento 80 veces, alcanzando las 134 millones de hectareas en 2009. Segun el ultimo informe del
ISAAA (Servicio Internacional para las Adquisiciones Agrobiotecnoldgicas) estas hectareas fueron
cultivadas por 14 millones de agricultores de 25 paises, siendo Argentina uno de los lideres en
adopcion, con el 16% del area global.

Por otro lado, es importante notar que se han establecido sistemas de control a nivel internacional
para regular el desarrollo y la aplicacién de la ingenieria genética al mejoramiento de organismos
vivos (conocidos como organismos genéticamente modificados u OGMs). Si bien éstos no se limitan
a plantas, en este trabajo se presentan solo los aspectos regulatorios y de bioseguridad relaciona-
dos con los cultivos transgénicos.

Esperamos que esta nueva edicién constituya una herramienta util y accesible para docentes,
estudiantes y profesionales que se dedican y se dedicaran a la noble tarea de mejorar la agricultura.

Los Editores
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PROLOGOS

Prélogo a la primera edicion

Recientemente, un periodista, que compartia una ensalada con un bidlogo, exclamé: {Si yo
so6lo aspiro a que la lechuga que yo tenga que consumir no tenga genes! Cuando el bidlogo le
explicd que al comer ésta no habia mas opcién que engullir unos 25.000 genes del genoma de
Lactuca sativa y varios miles de genes adicionales correspondientes a los genomas de los mi-
croorganismos que habitual y cémodamente habitan en la superficie de las turgentes hojas, el
periodista quedo aténito.

Segun un eurobarémetro de hace unos meses, mas de dos tercios de los europeos estaban en
contra de los alimentos transgénicos. Sin embargo, en la misma encuesta se incluia una aseve-
racion - los tomates normales no tienen genes, los transgénicos si - frente a la que también mas
de dos tercios de los encuestados se mostraban de acuerdo o confesaban su ignorancia. Es una
lastima que dicho eurobarémetro no registrara la proporcion correspondiente al encabezamiento
“no saben, pero si contestan”, aunque es facil colegir que dicha fraccién era alta y en extremo
vergonzante.

Los avances del conocimiento biolégico y de la biotecnologia destacan en el panorama cien-
tifico-técnico de este fin de siglo y han impregnado las mas diversas vertientes de nuestra vida
cotidiana sin que se haya aceptado que un minimo de estos conocimientos deberia formar parte
integral de la cultura general. La ignorancia de los hechos basicos relativos a nuestra herencia
genética o a nuestra alimentacion se considera incluso de buen tono. Esto se refleja de entrada
en el caos semantico que se ha creado en torno a la biotecnologia, del que hay que culpar no
sélo a la ignorancia del ciudadano sino también a la torpeza de los cientificos y a la dictadura de
los medios de comunicacion. Es preciso despejar este caos si queremos entendernos a partir de
la ciencia, y no a sus espaldas.

Términos tales como organismos genéticamente modificados (OGMs), alimentos transgéni-
cos, ingenieria genética, ADN recombinante, transferencia génica, clonacién, alimentos natura-
les, mejora genética e, incluso, biotecnologia, han invadido nuestro lenguaje cotidiano sin orden
ni concierto. A estas alturas empieza a ser dificil normalizar la situacion, pero tratemos de con-
tribuir a ello.

La definicién de biotecnologia abarca a todas las tecnologias mediadas por un ser vivo o por
partes de él, sean éstas células o enzimas aisladas. Bajo esta definicién se incluyen desde la
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propia agricultura, inventada hace diez milenios, y la fabricacién de las veinticuatro clases de
cerveza mesopotamica, que tanto gustaban a Nabucodonosor, hasta la ultima forma de producir
insulina humana. No es apropiado, por tanto, usar el término de forma restringida para referirse
exclusivamente a los ultimos avances basados en la biologia molecular. Para esto ultimo resulta
mas adecuado el uso de la expresidn “biotecnologia molecular”.

Practicamente la totalidad de lo que ponemos en nuestra mesa ha sido genéticamente modificado.
La domesticacion de plantas y animales supuso una alteracién muy drastica de sus genomas y la mejo-
ra genética subsiguiente ha ido afadiendo modificaciones extensas y sustanciales. Lo importante es la
naturaleza de los cambios introducidos y no los métodos empleados para ello. De hecho, la ingenieria
genética es solo uno de esos métodos - una modalidad mas de mejora genética - y solo sirve para mo-
dificar uno o pocos genes de forma muy selectiva. No serviria para obtener razas de perro tan distintas
- en su tamano, morfologia y temperamento - como el Chihuahua y el Pit Bull Terrier, que en cambio han
surgido de la mano del hombre gracias a los métodos genéticos mas tradicionales. En consecuencia,
resulta absurdo denominar OGMs sdlo a los productos de la ingenieria genética para contraponerlos
a los supuestamente “naturales”.

Casi nada de lo que ponemos en nuestra mesa es natural, hasta el punto que la mayoria de los
organismos de los que derivamos nuestro alimento han perdido su capacidad de sobrevivir por si mis-
mos en la naturaleza. Es mas, para llegar a nuestra mesa han debido sufrir alteraciones genéticas que
les priven de infinidad de sustancias naturales que son tdxicas o inhibitorias para el ser humano. Una
variedad moderna, modificada por ingenieria genética, esta tan lejos de ser natural como las que la
precedieron. jPor fortuna! Ya que es obvio que natural no es sinénimo de inocuo.

Se consideran organismos transgénicos aquellos cuyo genoma ha sido alterado por ingenieria ge-
nética o, si se prefiere, por sastreria genética, ya que las operaciones fundamentales de esta via
experimental consisten en cortar y coser (unir) piezas de ADN. Un gen es un tramo de ADN (una se-
cuencia construida con las bases A, T, G, C) que, en general, determina una proteina (una secuencia
de aminoécidos), de acuerdo con las equivalencias plasmadas en la clave genética. Mediante la nueva
tecnologia se puede alterar un genoma por la adicién de uno o varios (pocos) genes que previamen-
te no formaban parte de él o por la inutilizacién de uno o varios genes entre los ya existentes. Estas
operaciones se hacen para conferir caracteres deseables y para eliminar caracteres indeseables del
organismo, respectivamente, objetivos que no difieren de los de la mejora genética tradicional.

En lo que difieren la vieja y la nueva tecnologia es en el repertorio génico que se puede mane-
jar - genes de la misma especie, en el caso de la vieja, y de cualquier especie, en el de la nueva -y
en el modo de introducir y transferir la modificacion genética, por via sexual o por adicién exdgena
(transformacion), respectivamente. Los organismos modificados por transformacion se suelen denomi-
nar transgénicos. Llamar transgénicos a los alimentos derivados de dichos organismos resulta menos
apropiado porque, como dice el refran, “degradado es todo gen que entra por boca de cristiano”. Es
absurdo llamar transgénico al azucar procedente de una remolacha transgénica, ya que es un producto
quimico puro, esencialmente indistinguible del aislado de la remolacha normal o de la cafia de azucar.

Con acertado criterio, los editores de esta obra han adoptado un tratamiento integral de todos los
métodos, objetivos y logros de la alteracion genética de las plantas con fines practicos. Faltan en nues-
tro idioma obras que acerquen con rigor a una parte tan importante de nuestra cultura general. Las
adaptaciones a los nuevos avances de textos preexistentes, hechas a menudo por un Unico autor, sue-
len adolecer de falta de familiaridad con la nueva tecnologia. De aqui que la aproximacion adoptada en
esta obra, segun la cual cada capitulo esta a cargo de verdaderos especialistas, sea la mas apropiada
en la actualidad.

Dr. Francisco Garcia Olmedo, 2004

12 Biotecnologia y Mejoramiento Vegetal Il



Prélogo a la segunda edicion

La buena fortuna de un libro lleva aparejada la esclavitud de su autor o autores, que quedan
encadenados a la necesidad de mantenerlo vivo en sucesivas ediciones. Estamos ante la segunda
edicion de “Biotecnologia y Mejoramiento Vegetal”, un texto que, hace seis afos, supuso una es-
pléndida y afortunada aportacion a la recension de un area tecno-cientifica en vigorosa ebullicion y
de gran relevancia practica. La necesidad de esta edicion surge de multiples circunstancias, entre
las que cabe resaltar el enorme avance del conocimiento que ha tenido lugar, la redefinicion de
los retos entonces planteados y la aparicion de otros nuevos que han diversificado los objetivos
practicos de la disciplina. Ademas, entre la aparicion de la primera edicién y la de esta segunda, ha
ocurrido una crisis alimentaria significativa que no es separable de otras, tales como la econémica,
la climatica o la energética.

Segun todos los indicios, la crisis alimentaria va a ser duradera y obedece a factores multiples: la
subida del precio del petréleo, el bajo nivel de reservas, la especulacion, el incremento de la pobla-
cion y del consumo per capita, el desvio de una parte sustancial de la produccién agraria hacia la
fabricacion de biocombustibles, la disminucion de los rendimientos por el estrés debido al cambio
climatico y la falta de inversion en innovacién agropecuaria. Parece como si el éxito relativo de las
ultimas décadas hubiera hecho bajar la guardia.

En particular, la tasa de crecimiento de la produccion de alimentos ha ido por detras de la del
crecimiento de la poblacion durante la ultima década, justo el tipo de comportamiento relativo que
propuso Malthus hace mas de dos siglos. En el ultimo medio siglo, ha sido la mejora genética la
que ha tenido el protagonismo técnico en la derrota de la amenaza maltusiana, ya que la superfi-
cie de suelo laborable apenas ha crecido. En la actualidad, se ha adquirido de pronto conciencia
de que no se sabe bien como se va a conseguir el aumento de la produccion de alimentos en un
70-100 % para el ano 2050, necesidad que se considera minima para alimentar una poblacion pro-
yectada de unos 9.000 millones de seres humanos que, ademas, tendran una demanda per capita
significativamente superior a la actual. Si se quiere lograr dicho objetivo, habremos de ser ain mas
eficaces en las proximas décadas de lo que lo hemos sido en las precedentes.

Por supuesto, las respuestas a los retos planteados ni han sido ni seran exclusivamente técni-
cas, pero todas las estrategias posibles han tenido y tendran un importante componente técnico y
es sobre este componente sobre el que se centra el libro que ahora se reedita.

El cambio climatico esta alterando los estreses bidticos y abiéticos a que deben hacer frente las
cosechas, lo que hace prioritaria la investigacién basica y aplicada tanto en el esclarecimiento de
los mecanismos involucrados como en la adaptacion de las cosechas tradicionales a las nuevas
condiciones, asi como el desarrollo de nuevas cosechas que sean mas apropiadas para condicio-
nes extremas.

La crisis energética ha impulsado un nuevo interés por los biocombustibles, en los que se han
centrado algunas esperanzas infundadas que han dado lugar a la formulacién de objetivos politicos
qgue pueden tener consecuencias perjudiciales para la alimentacién mundial. Asi por ejemplo, los
objetivos declarados para fechas préximas, tanto por lo EEUU como por la UE, estan determinando
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una competencia por el suelo agricola de la generacién de biocombustibles con la produccién de
alimentos que no puede sino encarecer significativamente los alimentos y aumentar el numero de
hambrientos en el mundo, asi como contribuir a la destruccion de bosque tropical. Por otra parte,
La busqueda de especies y variedades aptas para la produccion de biocombustibles plantea retos
formidables a la investigacién de su agronomia y a su mejora convencional y biotecnoldgica.

Es en el escenario que a grandes rasgos acabamos de esbozar, donde la presente edicion de
“Biotecnologia y Mejoramiento Vegetal II” manifiesta su pleno potencial y debe alcanzar su maxi-
ma funcionalidad.

Dr. Francisco Garcia Olmedo, 2010
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| - CAPITULO 1

Establecimiento de cultivos de
tejidos vegetales

Luis Mroginski, Pedro Sansberro y
Eduardo Flaschland

1 Introduccion

El cultivo de tejidos —en su acepcion amplia—
puede ser definido como un conjunto muy hete-
rogéneo de técnicas que presentan en comun
el hecho de que un explante (una parte sepa-
rada del vegetal que pueden ser protoplastos —
células desprovistas de pared celular— células,
tejidos u 6rganos) se cultiva asépticamente en
un medio artificial de composiciéon quimica de-
finida y se incuba en condiciones ambientales
controladas. La imprecisién de esta definicién
puede generar muchas polémicas, pero es ac-
tualmente aceptada. Generalmente es comun
dividir las técnicas del cultivo de tejidos en dos
grandes grupos: a) cultivos en medios semiso-
lidos y b) cultivos en medios liquidos, los que
a su vez pueden ser agitados (mediante el em-
pleo de agitadores de uso continuo) o estacio-
narios. También es frecuente dividir al cultivo
de tejidos atendiendo a los niveles de comple-
jidad en cultivo de érganos, cultivos celulares y
cultivo de protoplastos. Para el establecimien-
to de los cultivos utilizando cualquiera de los
sistemas es necesario tener en cuenta algunos
aspectos generales comunes relacionados con
el explante, la asepsia, el medio de cultivo y
las condiciones de incubacion. La discusion de
estos aspectos constituye el objetivo de este
capitulo. Adicionalmente se incluye el tema de
la aclimatacion de las plantas regeneradas in
vitro, que es de gran importancia en la mayoria
de las aplicaciones del cultivo de tejidos en la
agricultura.

2 Explante

Varios factores deben ser tenidos en cuenta
en la eleccion del explante apropiado para el
establecimiento de los cultivos in vitro, entre
ellos:

1. Objetivo del cultivo: si bien es dificil tratar
de clasificar las aplicaciones que se persiguen
con el cultivo de tejidos, se podria esquemati-
zarlas en aplicaciones para:

* Estudios basicos. En este caso, los explan-
tes cultivados pueden ser diversos. Si lo Unico
que se quiere lograr es un sistema de callos
para estudiar algun proceso fisioldgico, se
puede cultivar cualquier érgano, tejido o célula
viva. En este caso —en que lo Unico que se bus-
caes lainduccion de callos—lo ideal es cultivar
explantes jovenes, derivados de semillas en
germinacion, donde se obtienen respuestas ra-
pidas y, en general, hay menores problemas de
contaminacién con microorganismos. A veces
se hace uso del cultivo de tejidos porque repre-
senta un sistema experimental que simplifica
la complejidad generada por los fenémenos
de correlacion entre las distintas partes que
normalmente estan presentes en una planta
entera. El explante que se usara estara condi-
cionado por lo que se quiere estudiar. Un buen
ejemplo lo constituye el cultivo de ovarios fe-
cundados del tomate para estudiar los reque-
rimientos nutricionales durante el crecimiento
de los frutos. Asimismo, el cultivo de évulos ha
sido muy util para estudiar aspectos relaciona-
dos con la formacion de las fibras en algodén.
El cultivo de discos de tallos brindé una valiosa
ayuda para estudiar la rizogénesis in vitro.

» Obtencion de plantas con sanidad contro-
lada. Es muy comun la utilizacion del cultivo de
tejidos para la obtencion de plantas libres de
virus (ver VIII.-9). El explante ideal para ello es
el meristema (dependiendo de la especie, de
0,2-0,5mm de longitud) consistente del domo'y
de un par de primordios foliares.

* Micropropagacion. En este caso depende-
ra del sistema que se quiere utilizar. Si lo que
se quiere explotar es la brotacion de meris-
temas, los apices terminales y los segmentos
uninodales de ramas jovenes constituyen ex-
celentes explantes. En este caso el cultiva-
dor de tejidos debe conocer perfectamente la
biologia de la reproduccién de la planta para
aprovechar aquellos explantes que en forma
natural son propagulos. En cambio, si se pre-
tende micropropagar mediante el empleo de
semillas sintéticas (ver Parte IV, capitulo 2) el
explante original debera posibilitar la induccién



de la embriogénesis somatica. En este caso, la
utilizacion de embriones zigdticos inmaduros u
hojas, suelen ser frecuentes como explantes.

» Obtencion de hibridos interespecificos.
Una de las primeras aplicaciones del cultivo de
tejidos en la agricultura lo constituyé su empleo
como ayuda para la obtencién de hibridos deri-
vados de cruzamientos interespecificos, donde
se produce el aborto temprano de embriones.
En estos casos, el explante cultivado es el
embrion cigético en estadios tempranos de su
desarrollo. Con la misma finalidad también se
utilizan ovarios u évulos fecundados.

» Obtencion de plantas de semillas con em-
briones rudimentarios. Para esta finalidad los
explantes pueden ser semillas (por ej. orqui-
deas) o bien, se aislan los embriones en un es-
tado temprano de desarrollo («corazén») como
en el caso de yerba mate o de algunas varieda-
des de duraznero.

» Obtenciéon de plantas haploides (consi-
derando como haploide a un esporofito que
contiene el complemento gamético de cromo-
somas). En este caso, los explantes mas uti-
lizados son las anteras, aunque también pue-
den emplearse microsporas aisladas, évulos y
ovarios no fertilizados.

* Induccion de variacion somaclonal. En este
caso se pueden utilizar varios explantes, pero
si la finalidad de su utilizacion es la aplicacién
en planes de mejoramiento genético de plan-
tas, los explantes utilizados deben posibilitar la
regeneracion de plantas enteras.

* Produccién y/o conversion de sustancias
utiles. Se puede utilizar una gran variedad
de explantes. Los de raices suelen ser muy
utilizados.

» Obtencion de hibridos somaticos. Para esta
finalidad se recurre a la fusion de protoplastos.
En la mayoria de los casos se aislan los proto-
plastos de mesdfilos de hojas y de suspensio-
nes celulares.

» Conservacion e intercambio de germo-
plasma. Los meristemas son los explantes
preferidos para el desarrollo de sistemas de
conservaciéon a mediano y largo plazo (crio-
conservacion con nitrogeno liquido) y para el
intercambio de material genético.

» Establecimiento de suspensiones celula-
res. En este caso se recomienda iniciar los cul-
tivos a partir de explantes extraidos de semillas
en germinacion (hipocotilo, epicétilo, cotiledo-
nes, raices).

2. Posibilidad de contaminaciéon con mi-
croorganismos. De ser posible, se deben cul-
tivar explantes de plantas donantes que crecen
en condiciones de invernadero, con ello se
reduce sustancialmente las tasas de contami-
nacion. Por otra parte, es recomendable evitar
el uso de «explantes sucios» (raices, rizomas)
que provienen de plantas crecidas en macetas
0 en el campo, dado que en la mayoria de los
casos no es posible conseguir una buena des-
infeccién de los mismos.

3. Edad fisiolégica. Este es un aspecto de
gran influencia en la morfogénesis. Como regla
general se puede decir que cuando mas joven
e indiferenciado se encuentre el explante a cul-
tivar, mejor sera su respuesta in vitro. Es por
ello que los meristemas apicales y axilares son
ampliamente usados en numerosas especies.
En el caso de la micropropagacion de plan-
tas lefiosas, la edad del explante es un factor
critico. Si los tejidos son jévenes, la micropro-
pagacion tiene mayores posibilidades de ser
exitosa que con tejidos maduros. Este hecho
genera la necesidad de realizar tratamientos
de rejuvenecimiento de las plantas donantes
de explantes.

4. Tamaio. En general, cuanto mas grande
sea el explante mayores seran las posibilida-
des de inducir la proliferacion de callos o la re-
generacién directa de érganos. Sin embargo,
a mayor tamafo de explante también son ma-
yores las probabilidades de que los cultivos se
contaminen con microorganismos. También es
necesario tener en cuenta que existe un ta-
mafio minimo del explante, que depende de la
especie y del material vegetal, por debajo del
cual no es facil lograr el establecimiento de los
cultivos. Los explantes muy pequefios suelen
requerir del empleo de medios mas complejos
o de los denominados medios acondicionados.
5. Epoca del afno. Es un factor que suelen
tener mucha importancia en la micropropa
gacion y que generalmente esta asociado al



grado de dormicién que presentan ciertos ex-
plantes (yemas, por ejemplo) y también con la
posibilidad de mayor o menor proliferacion de
microorganismos.

3 Asepsia

Uno de los principales problemas que se
presentan cuando se tratan de establecer los
cultivos es el de la contaminacién de los mis-
mos con diversos tipos de microorganismos
(hongos, levaduras, bacterias, fitoplasmas, vi-
rus). El ambiente generado por explante-medio
de cultivo-condiciones fisicas de incubacién
es altamente propicio para la proliferacion de
muchos de estos microorganismos que pue-
den provocar la destruccion de los cultivos. Es
dificil cuantificar el impacto de estas pérdidas,
pero en promedio, en laboratorios dedicados a
la micropropagacion se lo puede estimar en al-
rededor del 10%. En el mejor de los casos, es-
tos microorganismos no destruyen los cultivos
pero compiten con el explante por los nutrien-
tes del medio de cultivo o bien lo modifican.
Es muy dificil conseguir cultivos estrictamen-
te asépticos dado que en la mayoria de los
casos es altamente probable que los mismos
contengan virus y fitoplasmas, por lo que en
la practica, cuando se refiere a cultivos asép-
ticos, en general se quiere significar que son
cultivos donde no se produce la proliferacion
de hongos y bacterias.

Dos son las fuentes de contaminaciones: a)
microorganismos presentes en el interior o en
la superficie de los explantes y b) fallas en los
procedimientos de cultivo en el laboratorio. La
correcta deteccion de estas fuentes y del tipo
de microorganismo son aspectos importantes
para el éxito de los cultivos, pues por un lado
ayuda a determinar la fuente de contaminacién
y por otro lado, ayuda a la planificacion de los
procedimientos para controlarlos. Varios géne-
ros de bacterias (Pseudomonas, Xanthomonas,
Erwinia, Enterobacter, Agrobacterium, Bacillus,
Micrococcus, Staphylococcus, Lactobacillus,
Mycobacterium, Corynebacterium) y de hon-
gos filamentosos (Aspergillus,  Penicilium,
Fusarium, Alternaria, Cladosporium y
Neurospora) estan frecuentemente en los cul-
tivos. Es conveniente inspeccionar visualmen-

te —con la ayuda de un microscopio estereos-
copico— los cultivos en forma periédica (por lo
menos semanalmente). También se pueden
realizar pruebas con medios de cultivo dife-
renciales y «test» bioquimicos especificos.

Para evitar y/o minimizar las contaminacio-
nes de los cultivos con microorganismos es
necesario:

1) Conocer el material vegetal con que se tra-
baja y los posibles contaminantes especificos.

2) Realizar una adecuada preparacién de la
planta dadora de explantes, cultivandola pre-
ferentemente en invernaderos tratadas con
productos quimicos que eliminen patégenos y
eventuales microorganismos enddfitos.

3) Proceder a la desinfeccion superficial de
los explantes mediante el uso de compuestos
quimicos con el objeto de eliminar los micro-
organismos con el menor dafio posible para
el explante. Si bien no es posible recomendar
un procedimiento general, se puede sefalar
que el procedimiento mas popularizado con-
siste en una doble desinfeccion mediante la
inmersion de los explantes en etanol (70%v/v)
durante 20-60 segundos seguido de hipoclo-
rito de sodio 1 -3%, contenido en el agua de
lavandina comercial, durante 3 a 30 minutos,
dependiendo de la naturaleza del explante.
Algunos procedimientos se basan en el em-
pleo de unicamente etanol o de hipoclorito de
sodio. Finalmente, es necesario eliminar los
restos de estos productos mediante varios la-
vados con agua destilada estéril.

En este ultimo punto hay que aconsejar que
se utilice agua destilada estéril de reciente
preparacion, dado que esta demostrado que el
almacenaje prolongado del agua estéril puede
ser la causa de contaminaciones con bacte-
rias. Es aconsejable realizar estas operacio-
nes de desinfeccion superficial en una camara
de transferencia con aire estéril. En lugar del
hipoclorito de sodio se puede utilizar hipoclori-
to de calcio (6 -12 %) o el cloruro de mercurio
(0,1%- 1,5%). Es preciso recomendar extrema
cautela con el empleo de este ultimo compues-
to, dado que es altamente toxico y ademas no
es removido con facilidad del explante.



En los casos en que no se utilice etanol, la
adicion de agentes tensoactivos junto con el
desinfectante es una practica recomendada.
Entre los mas usados figuran Tween-20 (0,01
— 0.1%) o unas gotas de Triton. El lavado pre-
vio de los explantes con agua corriente y de-
tergentes, ayuda a una mejor desinfecciéon. La
inmersion de los explantes en soluciones con-
teniendo sustancias antibiéticas y /o antimico-
ticas (gentamicina, sulfato de estreptomicina,
ampicilina, tetraciclina, carbenicilina, sulfato de
gentamicina, pentacloronitrobenceno, rifam-
picina, anfotericina B, benomil, carbendazim)
puede ser de utilidad, pero deben ser utilizados
en casos excepcionales. Estos productos tienen
el inconveniente de que alteran la composicién
de los medios de cultivo y ademas pueden ser
metabolizados por los explantes.

Ultimamente han aparecido soluciones bio-
cidas que matan bacterias y hongos, previenen
la germinacion de esporas y a altas concen-
traciones pueden eliminar contaminaciones
de microorganismos enddfitos. Uno de estos
compuestos es el PPM (Plant Preaservative
Mixture). Otro ejemplo es el denominado G-1,
un compuesto derivado de los furfurales de la
cafia de azucar. Este compuesto, quimicamen-
te: 1-(5-bromofur-2-il)-2- bromo-2-nitroeteno
fue desarrollado en la Universidad Central de
las Villas (Cuba) y tiene efecto bactericida y
fungicida de amplio espectro.

En los casos en que se utilicen plantulas cre-
cidas in vitro como plantas donantes de explan-
tes, es necesario desinfectar las semillas para
su cultivo y germinacién y luego es aconsejable
desinfectar también las plantulas resultantes.

En algunos materiales vegetales se utiliza
la preincubacion de los explantes mediante lo
cual éstos son desinfectados suavemente vy
precultivados durante 24 horas en un medio
conteniendo sacarosa, y finalmente son desin-
fectados nuevamente y cultivados.

4) Emplear medios e instrumentos de cultivo
esterilizados, es decir, liberados completamen-
te de cualquier microorganismo vivo o espo-
ras. Para la esterilizacion, en la mayoria de los
casos se hace uso del calor en sus diversas
formas: llama directa, calor humedo (en forma
de vapor abierto o bajo presion), calor seco
(aire caliente). Se pueden usar hornos a mi-

croondas. El agua caliente también puede ser
usada. En el caso de sustancias termolabiles,
la esterilizacion se puede hacer mediante fil-
tracion a través de filtros bacterioldgicos.

No es posible recomendar ningun sistema
de esterilizacién dado que la exitosa destruc-
cion de los microorganismos depende de mul-
tiples factores entre los que interesan el tama-
fo del recipiente, el tiempo de esterilizacion y
la naturaleza de la sustancia a esterilizar. Sin
embargo, se pueden dar algunas sugerencias:

* La esterilizacién en estufas mediante calor
seco (aire caliente) es recomendable para es-
terilizar recipientes de vidrios secos (pipetas,
capsulas de Petri, tubos). En estos casos, 2-4
horas en estufas a 180-200 °C brindan exce-
lentes resultados.

* La esterilizacion con calor himedo con va-
por bajo presién (en autoclave o en una «olla a
presién»). Es el procedimiento mas empleado
para la esterilizacion de los medios de cultivo
(salvo, como se indicé mas arriba, para aque-
llos que posean componentes termolabiles).
En este caso, lo mas comun es usar una pre-
sion de 1.46 kg.cm-2 durante 20 minutos, con
lo que practicamente se destruyen todas las
formas de vida. Es importante que en todos
los puntos del autoclave se alcance dicha tem-
peratura, para lo cual hay disponibles cintas
detectoras colorimétricas.

5) Cultivar los explantes en una camara de
transferencia con aire estéril («gabinete de flu-
jo laminary), localizada en un ambiente limpio
y no expuesta a corrientes de aire. De no dis-
poner este equipamiento, se pueden sustituir
con cuartos esterilizados previamente con luz
ultravioleta (nunca exponerse a la luz UV en
forma directa). La mesada de trabajo vy las pa-
redes del gabinete deben ser desinfectadas
previamente con etanol al 70%. De la misma
manera deben ser desinfectados exteriormen-
te todos los recipientes (conteniendo medios
de cultivo, agua, etc.) que ingresen en el area
del aire estéril.

Los operarios constituyen frecuentemente
una importante fuente primaria de contamina-
cién, porque es recomendable que, antes de
comenzar a trabajar laven sus manos y ante-
brazos con abundante agua y jabén y se des-



infecten con etanol al 70 %. La utilizacién de
guardapolvos, guantes y mascaras protectoras
de la boca y de la nariz, asi como los gorros
protectores de los cabellos, ayudan a reducir
sensiblemente los niveles de contaminacion.

Los instrumentos de trabajo (pinzas, pipetas,
tijeras, agujas, capsulas de Petri) deben ser
esterilizados antes de su uso. Muchos de es-
tos instrumentos pueden ser colocados en eta-
nol al 95% vy, antes de ser usados, se deben
flamear cuidadosamente en la llama de un me-
chero. También es necesario flamear la boca
de los recipientes que contienen los medios de
cultivo antes y después de cultivar el explante.

6) Incubar los cultivos en cadmaras o cuar-
tos de cultivo, cerrados, libres de corrientes
de aire y bien higienizados. En lo posible se
debe restringir la circulacion de personas, y los
recipientes con cultivos contaminados deben
ser rapidamente eliminados de este sector. Es
conveniente que antes del lavado, estos culti-
vos sean esterilizados.

4 Medios de cultivo

Un medio de cultivo puede ser definido
como una formulacién de sales inorganicas y
compuestos organicos requeridos para la nu-
tricion y manipulacién de los cultivos. Existen
numerosas formulaciones, cada una de las
cuales comprende entre 6 y 40 compuestos.
Para dar una idea de la cantidad de formu-
laciones disponibles, George y col., luego de
revisar mas de 3.000 trabajos cientificos des-
criben en dos tomos (casi 1.000 paginas en to-
tal) mas de 2.000 medios de cultivo. También
dos empresas multinacionales ofrecen para la
venta mas de 60 medios cada una, listos para
su utilizacién especialmente en la micropropa-
gacion comercial de plantas. En la Tabla 1 se
presentan tres medios que son muy usados en
la actualidad.

Basicamente, los medios de cultivo se com-
ponen de compuestos que suministran:

* Una fuente de carbono

* Nutrientes minerales

» -Sustancias vitaminicas

» Sustancias reguladoras del crecimiento

» Agente gelificante (en el caso de medios
semisolidos)

Tabla 1: Composicién de tres medios basicos
usados en el cultivo in vitro de tejidos.

Compuestos Medio basico’

MS N6 B5
NH4NOs3 1650 - -
KNO3 1.900 2.830 2.500
KH2PO4 170 400 0 -
CaCl2.2H20 440 166 150
(NH4)2804 - 463 134
MgS04.7H20 370 185 250
NaH2P04.4H20 - - 150
Kl 0,83 0,80 0,75
MnSO4.H20  —- = 10,00
H3BO3 6,20 1,60 3,00
MnSQO4.4H20 22,30 440 0 -
ZnS04.7H20 8,60 1,50 2,00
Na2Mo0O4.2H20 025 - 0,25
CuS04.5H20 0,025 - 0,025
FeS04.7H20 27,80 27,85 27,80
Na2EDTA 37,30 37,25 37,30
CoCl2.6H20 0,025 - 0,025
Glicina 2,00 200 -
Tiamina -HCI 0,10 1,00 10,00
Piridoxina-HCI 0,50 0,50 1,00
Acido Nicotinico 0,50 0,50
1,00
Mioinositol 100,00 - 100,00
Sacarosa 30.000,00 50.000,00 20.000,00
PH 57 5,8 5,5

P -1,
1) Composicién en mg-L "

MS = Medio de Murashige y Skoog (Physiol. Plant. 15: 473 - 97.
1962)

N6 = Medio de Chu,C.C., Wang,C:C., Sun,C.S., Hsu, C., Yin, K,C.,
y Chu, C. (Sci. Sinica 18: 6 59- 668. 1975)

B5 = Medio de Gamborg, O.L., Miller,R.A. y Ojima, K. (Exp.Cell
Res. 50: 151 - 158. 1968)

* Otros compuestos.

Fuente de carbono: Practicamente todos los
cultivos son heterétrofos (comparativamente
unos pocos son autétrofos) y por ende necesi-
tan del suministro de una fuente de carbono.
La sacarosa, en concentraciones de 2 al 5%,
es el azucar mas utilizado. En algunos medios
se la reemplaza por glucosa. En casos particu-
lares se cita el empleo de maltosa o galacto-
sa. También myo-inositol (100 mg/L) suele ser
incorporado a los medios resultando un mejor
crecimiento de los cultivos.

Nutrientes minerales: Los medios de cultivo
deben suministrar los mismos macro y micro-
nutrientes que son esenciales para el creci-
miento de las plantas enteras. En general se
destacan las concentraciones relativamente



altas de nitrégeno y potasio. El nitrégeno es
suministrado en forma de amonio y/o nitrato.
También se pueden utilizar urea, glutamina y
caseina hidrolizada. Es fundamental que el hie-
rro sea incorporado juntamente con un agente
quelante (Na2EDTA), lo que lo hace disponible
es un amplio rango de pH.

Sustancias vitaminicas: De todas las que
comunmente se incorporan a los medios, pa-
reciera que la tiamina es la unica realmente
imprescindible para el buen crecimiento de los
cultivos.

Sustancias reguladoras del crecimiento: En
la mayoria de los casos los medios utilizados
para el establecimiento de los cultivos con-
tienen auxinas (ANA, 2,4-D, AIA, AIB, NOA,
Dicamba, Picloram) y/o citocininas (BA, KIN,
ZEA, 2iP, Thidiazurdn). Las giberelinas (es-
pecialmente GA3) son requeridas en algunas
ocasiones para el cultivo de meristemas o para
la elongacién de brotes. El ABA, es usado en
algunos casos.

Agente gelificante (en el caso de medios se-
misdlidos): El agar (entre 0,6 y 1%) es el com-
puesto mas utilizado. También pueden em-
plearse «Agargel» (0,40-0,60%), «Transfergel»
(2,0-2,60%), «Phytagel» (0,25- 0,40%), agaro-
sa (0,80-0.90%) y «Gelrite» (0,10-0,20%).

Otros compuestos: Muchas sustancias, de
variada composicion quimica, suelen ser adi-
cionadas a los medios basicos. Ademas de la
glicina, otros aminoacidos se pueden agregar
a los medios. Es el caso de L-tirosina, aspara-
ginay cisteina, aunque hay que tener presente
que en dosis altas pueden inhibir el crecimien-
to de los cultivos. El carbén activado (0,1 a
5%) suele ser incorporado al medio, dado que
es probable que absorba metabolitos toxicos
para los cultivos.

En algunos medios se incorporan acidos
organicos como el malico, el citrico, el pirtvi-
co y el succinico y es frecuente el empleo de
L-glutamina y de caseina hidrolizada. Aun hoy
se siguen utilizando ciertos componentes de
composicion quimica no bien definida como el

agua de coco (5 a 15%), jugo de tomate y puré
de banana. También en ocasiones es necesa-
ria la incorporacién de agentes antioxidantes
(L-cisteina, acido ascorbico, polivinilpirrolido-
na) para prevenir el ennegrecimiento tisular
causado por la oxidacién de polifenoles pre-
sentes en los explantes. Este ennegrecimiento
puede causar la muerte de los mismos.

La preparacién de los medios de cultivo pue-
de llevarse a cabo de diferentes maneras, en
«lecturas recomendadas» se citan manuales
de laboratorio donde se describen detallada-
mente este punto.

5. Condiciones ambientales para la
incubacion.

La incubacion de los cultivos se debe llevar
a cabo en condiciones controladas. Por lo me-
nos en lo que se refiere a temperatura, calidad
e intensidad de luz, fotoperiodo, humedad at-
mosférica e higiene. Estas condiciones se lo-
gran con el empleo de camaras climatizadas
0 cuartos especialmente preparados con aire
acondicionado (frio-calor) y una buena y uni-
forme circulacion de aire en el interior y dota-
dos de un buen sistema de alarma para cortar
la iluminacién en caso de no funcionar el aire
acondicionado. En general, los cultivos son in-
cubados a temperatura constante de 25-28 °C,
con ciclo de luz/oscuridad de 16/8horas. La luz
es generalmente provista por lamparas fluo-
rescentes del tipo «luz dia» con una irradiancia
de entre 50 y 200umol m-2s-1. La humedad at-
mosférica debe ser elevada (80- 90%).

6 Aclimatacion de las plantas regenera-
das in vitro.

Durante el periodo de incubacion, los cultivos
son expuestos a condiciones ambientales disi-
miles al ambiente externo. La atmésfera interna
se caracteriza por presentar una considerable
variacion diurna en la concentracion de CO2,
humedad relativa elevada, temperatura cons-
tante e intensidad luminica baja. A su vez, el
medio de cultivo compuesto por concentracio-
nes elevadas de azucares (en aquellos siste-
mas heterétrofos y semiautétrofos de micropro-
pagacion), sales y reguladores del crecimiento,



sumado a la ausencia de microorganismos,
generan anormalidades morfolégicas, anato-
micas Yy fisioldgicas que las plantas deberan
corregir cuando son transferidas al ambiente
externo. Este periodo de adaptacién al nuevo
habitat es llamado fase o etapa de aclimata-
cién. La estrategia a implementarse durante el
mencionado ciclo debera contemplar el control
minucioso de los parametros ambientales (hu-
medad, temperatura y luz) de tal manera que
permita disminuir la deshidratacion y, al mismo
tiempo, estimular la fotosintesis con el objeto de
generar un rapido crecimiento de los plantines.

El retraso en el desarrollo de la cuticula y la
escasa funcionalidad del aparato estomatico
que presentan las hojas de la mayoria de las
especies cultivadas in vitro, determinan una
alta tasa de transpiracion que puede ocasionar
la muerte por deshidratacién. El control de este
proceso fisiolégico es de vital importancia du-
rante la aclimatacion, teniendo en cuenta que la
disminucién de la transpiracion sera gradual y
dependera de la rehabilitacién de los estomas,
asi como también del desarrollo de la cuticu-
la. El equipamiento necesario estara sujeto a la
especie, pudiendo utilizarse desde tuneles de
polietileno para plantas que posean un elevado
control de la transpiracion (por ej. Malus pumila
o Agave tequilana) o bien, a través del empleo
de camaras climatizadas (Fig.1) equipadas con
sensores que permiten un descenso paulatino
de la humedad relativa. En algunos casos pue-
de resultar necesaria la aplicacion exégena de
ABA (hormona involucrada en el control del cie-
rre de los estomas) o bien, el empleo de sus-
tancias antitranspirantes que forman una capa
semipermeable en la superficie de la hoja. En
este Ultimo caso deberan tomarse algunas pre-
cauciones debido a que pueden observarse re-
acciones de fitotoxicidad.

Resulta imprescindible evitar la exposicion a
temperaturas extremas tanto en la fase aérea
como en el substrato. Mediante el empleo de
extractores y/o acondicionadores de aire com-
binados con un sistema de niebla, es posible
establecer la temperatura de la fase gaseosa
entre los 25 y 30 °C durante la estacion estival,
mientras que en la época invernal es necesa-
rio, a veces, el empleo de mantas térmicas o
serpentinas, sea de agua o aire caliente a nivel

del substrato, para mantener la temperatura
por encima de los 18-20 °C.

Sin lugar a dudas, la opcidon mas econdémica
es el empleo de la luz natural, disminuyendo su
irradiancia (20-50%) mediante el agregado de
mallas de sombreado («saram»). No obstante,
en aquellas latitudes donde el nivel medio de
luz natural es bajo y los dias son cortos du-
rante una parte considerable del ano, la luz ar-
tificial puede ser aplicada como complemento
de la luz natural. Las lamparas tubulares fluo-
rescentes del tipo «luz dia» son empleadas
en horticultura para prolongar el fotoperiodo.
Asimismo, las lamparas tubulares de sodio alta
presion presentan una distribucién espectral
de la energia adecuada para estimular fotosin-
tesis y se emplean para tal fin en una amplia
variedad de cultivos.

Otro aspecto importante a tener en cuenta
lo constituye la eleccién del substrato, siendo
el adecuado aquel que permita el normal creci-
miento y desarrollo de las raices. Se puede em-
plear: arena, perlita, turba, vermiculita, o mez-
clas de ellos, teniendo la precaucion de rea-
lizar una esterilizacion previa. Es conveniente
el agregado de fertilizantes, sea a través del
substrato (fertilizantes de liberaciéon controla-
da) o bien mediante el sistema de riego (fer-
tilizantes solubles); empleandose proporcio-
nes ricas en fésforo (N-P-K: 9-45-15) y potasio
(N-P-K: 4-25-35) que favoreceran el desarrollo
radicular y la rustificacion de las plantas.

En todo momento debera realizarse un rigu-
roso control fitosanitario empleandose antibiéti-
cos, fungicidas e insecticidas de uso universal.

En la Figura 1, se detalla un modelo de ca-
mara de aclimatacién disefiada por los autores
y empleada por el Laboratorio de Cultivo de
Tejidos del Instituto de Botanica del Nordeste.
Basicamente, estda compuesta por una fase
aérea construida en aluminio y policarbonato
alveolar (9) y un recipiente o batea (11) que
contiene granulos de arcilla expandida a fin de
facilitar el drenaje. Mediante el agregado de
arena u otro substrato adecuado, esta camara
puede ser utilizada tanto para el enraizamiento
ex vitro de los brotes obtenidos en la etapa de
multiplicacion, asi como también, para el en-
raizamiento convencional (a «raiz desnuday)
de estacas de tallos u hojas.



Referencias:

- Techo del invernaculo.
- lluminacion artificial,
- Extractores de aire eléctricos.

- Tuberia de riego.
- Rociadores.

- Vélvula de descarga y desaglie.
- Entrada de aire acondicionado.

1
2
3
4
5
6- Sensor de humedad ambiente.
7
8
9- Cerramiento lateral de aluminio

y policarbonato.

10- Granulos de arcilla expandida
(Leca).

11- Bates de chapa de hiemmo
galvanizado.

12- Bastidor de base de perfiles
de Hierro laminado “L".

13- Bomba de alimentacion del
sistema de riego.

14- Desagle de la batea.

'

15- Colector de desagiie.
16- Malla de hierro 50 x 50 mm
de abertura.
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A - Corte transversal.

B - Vista exterior.

La humedad relativa de la fase aérea es con-
trolada por un sensor (6) ubicado por encima
de la tuberia de riego (4). El sistema humidifi-
cador estd compuesto por picos tipo «fog» y
es alimentado por una bomba de bajo caudal
y alta presion (13). Con el propdsito de evitar
el goteo que pudiese ocasionar el agua rema-
nente en las canerias, el sistema consta de
una valvula solenoide de descarga y desagle
(7). La fase gaseosa es renovada en forma in-
termitente mediante el empleo de extractores
ubicados en ambos extremos de la camara (3)
los que, conjuntamente, introducen o extraen
aire, generando un movimiento masal.

e e it

Debido a la latitud geografica en que se en-
cuentra, la cdmara esta equipada con un acon-
dicionador de aire (3000 frigorias) para evitar
situaciones de estrés térmico en época estival.

Asuvez, y dado que la mayoria de las espe-
cies estudiadas son originarias de climas tro-
picales y subtropicales, el sistema cuenta con
mantas térmicas que son colocadas por deba-
jo de los tubetes, manteniendo la temperatura
del substrato durante el invierno. En este ulti-
Mo caso se agrega un material aislante entre la
leca (10) y la malla de hierro (16) de tal manera
de dirigir el calor hacia la fase aérea.
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| - CAPITULO 2

Morfogénesis
Silvia Radice
1.- Introduccion

La embriogénesis somatica y la organogénesis
son dos procesos morfogénicos muy frecuen-
tes en el cultivo in vitro de especies vegetales.
La embriogénesis somatica es el proceso por
el cual se obtiene una estructura similar a un
embrion cigotico sin que medie la fertilizaciéon
de las gametas, mientras que por organogé-
nesis pueden obtenerse tallos, raices o flores.
Estos érganos son inducidos a partir de una
célula o de un grupo de células que, segun las
condiciones de cultivo, tienen la propiedad de
mantenerse en activa division.

Esta totipotencialidad celular fue enunciada
por Haberlandt en 1902, quien propuso la teo-
ria de que todas las células vegetales tienen
la capacidad de regenerar plantas completas.
Haberlandt no llegé a demostrar su hipotesis
debido a que no pudo lograr la divisién celu-
lar. Los medios de cultivo que empleaba no
incluian reguladores del crecimiento debido a
que esos compuestos eran aun desconocidos.
Los avances en el cultivo de tejidos vegetales
fueron muy lentos en sus inicios. En 1934, Whi-
te pudo mantener, en forma ilimitada, el creci-
miento de raices en medios liquidos a partir de
apices de tomate. Al mismo tiempo se identi-
fico el acido indol acético (AlA), que posibilitd
el mantenimiento indefinido de callos de za-
nahoria y tabaco in vitro. Posteriormente se
descubri6 el efecto de la leche de coco como
estimulante de la formacion de callo sobre el
cultivo de embriones de Datura stramonium.
En 1948 Skoog y Tsui, trabajando con cultivos
de callo de tabaco, demostraron la existencia
de una regulacion quimica en la parte aérea y
en la raiz. Trabajos posteriores en callos de la
misma especie, con el agregado de cinetina,
la primera citocinina descubierta, permitieron
demostrar que la diferenciacion de brotes, rai-
ces 0 de ambos, era regulada por el balance de
auxinas/citocininas.

2.- Tipos de morfogénesis. Definiciones

En condiciones de cultivo in vitro, las células
somaticas pueden regenerar embriones (Fig
1) o brotes, raices y/o flores (Fig 2) como res-
puesta a un determinado estimulo. La regene-
racion es un proceso que comprende diferen-
tes fases que se suceden de manera similar
para los tres tipos de morfogénesis citadas. De
Klerk y colaboradores, en 1997, denominaron
a estas diferentes fases como adquisicion de
la competencia; fase de induccién y fase de
realizacion.

En la primera fase, las células no respon-

den al estimulo organogénico pero adquieren
esa competencia durante una fase de desdi-
ferenciacion. En la segunda fase o fase de in-
duccion, las células son receptivas al estimulo
morfogénico y hay una relacién directa con el
tipo, concentracion y combinacién de regula-
dores del crecimiento agregados al medio de
cultivo y el érgano a desarrollar. En la fase de
realizacion, la célula sufre las sucesivas divi-
siones para formar el érgano determinado.
A partir de la siembra in vitro de diferentes ex-
plantes relativamente grandes y en condicio-
nes de cultivo adecuadas, puede inducirse la
formacion de nuevos 6rganos de manera direc-
ta, sin la formacién de callo. Si la formacion es
de brotes, raices o flores se denomina organo-
génesis directa. Si en cambio se induce la for-
macion de embriones somaticos, este proceso
se denominara embriogénesis directa (Figs. 1y
3). Si por el contrario, a partir de la siembra de
un explante in vitro se observa la proliferacién
de células en forma desordenada y sin ninguna
funcién predeterminada, se iniciara la produc-
cion de callos o suspensiones celulares (Figs.
2 Ay 3). La diferenciacién de érganos a partir
de callos, denominada morfogénesis indirecta,
estara condicionada a la previa formacion de
los meristemoides. Morfogénesis directa o in-
directa fueron términos propuestos por Hicks
en1980.

3.- Histologia de la morfogénesis

Después de 48 horas de realizada la siembra
del explante en el medio de cultivo adecuado,



Figura 1: A-F embriogénesis somatica obtenida por cultivo in vitro. A-C-E, embriogénesis somatica en di-
ferentes fases de crecimiento observada en Codiaeum variegatum (L) Blume cultivado en MS + 1 mg I de
BAP. B-D-F, embriogénesis somatica obtenida en diversos cultivares de Prunus sp a partir de embriones
zigéticos inmaduros cultivados en MS + 0,1 mg I'' de ANA + 1 mg I'' de Kin con una previa induccién en MS

+ 2 mg I de 2,4-D. Las reglillas representan 5 mm.

a partir de una célula epidérmica o del mesdéfilo
foliar, como ocurre en las coniferas, se suce-
den una serie de divisiones mitéticas. Asi se
pueden observar, a través del estudio histolégi-
co, pequeias masas de células que contienen
citoplasma denso y grandes nucleolos. Este
conjunto de células, agrupadas a modo de es-
feras, fueron denominadas meristemoides por
Torrey en 1966, y son responsables de la dife-

renciacion de los nuevos organos. Este tipo de
meristema puede iniciarse en forma directa, a
partir de células diferenciadas pertenecientes a
un explante cultivado in vitro, o indirectamente,
a partir de una célula o grupo de células dife-
renciadas que promueven la proliferacién celu-
lar (Fig 4 A). Su evoluciéon determinara el cre-
cimiento de un érgano, por ejemplo una yema
adventicia (Fig 4 B).



Figura 2: A-E Organogénesis somatica obtenida por cultivo in vitro. A, callo organogénico obtenido en
Abelia sp. (André) Rehder cultivada en MS + 1 mg I' de picloran. B, Inicio de brotes (flechas) en hojas
crecidas in vitro de “Crimson Gold” (Prunus persica L.) cultivadas en MS + 0,1 mg I de ANA+ 1 mg I de
Kin. C, Brotes de Gerbera jamesonii Bolus obtenidos a partir del cultivo de capitulos florales en MS 0,05
mg I de IBA + 0.75 mg I de BAP + 0,1 mg I de GA, D, brotes florecidos in vitro de Abelia sp. (André)
Rehder cultivados en MS + 1 mg I'' de BAP. E, raices (flechas) crecidas de callo de Abelia sp. (André) Re-
hder cultivadas en inducidas en MS + 1 mg |' de 2iP, previamente inducidas con 1 mg I de picloran. Las

reglillas representan 5 mm

Las células embriogénicas son similares a las
células meristematicas debido a que no son
demasiado voluminosas, tienen gran cantidad
de ribosomas, citoplasma denso, un nucleolo
agrandado y pequefios granos de almidon. Es-
tas células, que en general se agrupan, pueden
variar en tamano y numero. Dentro de un gru-

po de células embriogénicas, el desarrollo de
las mismas no esta sincronizado. Estas células
son capaces de dividirse o de transformarse
en embriones segun las condiciones del medio
de cultivo. Aquellas células que no desarrollan
proembriones comienzan el proceso de dife-
renciacion, es decir se vacuolizan, disminuye
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el volumen de nucleo y nucleolo y desaparecen
los granulos de almidon.

Las experiencias demuestran que las células
embriogénicas se desarrollan sélo cuando se
modifican las condiciones de cultivo. En gene-
ral, cuando se reducen las cantidades de auxi-
na y citocinina o se elimina la auxina.

Las células embriogénicas desarrollan como
embriones cuando las condiciones experimen-
tales permiten que estas expresen su poten-
cial. Pueden ocurrir dos condiciones ontoge-
nicas diferentes, es decir que el origen de los
embriones sea unicelular o pluricelular.

En el caso de iniciarse a partir de una célula, la
misma se aisla de las demas por una importan-
te modificacion en su pared celular, en particu-
lar por la gelificacion de la laminilla media. Esta
célula, rodeada por un polisacarido mucilagi-

R e

Fig. 3: Esquema de los diferentes procesos morfogénicos obtenidos
a partir de la siembra in vitro de diferentes explantes. Las lineas con-
tinuas expresan organogénesis o embriogénesis directa mientras que
las lineas quebradas indican que la morfogénesis se obtiene por via

indirecta.

noso, sufre divisiones polarizadas formando un
embrién globular. Previo a esta polarizacion se
deposita almidén, luego se forma la epidermis
y adquiere simetria bilateral. Sucesivamente se
observa el crecimiento de uno o mas cotiledo-
nes, el desarrollo de los tejidos provasculares,
la iniciacién de los apices radicales y de tallo y
una progresiva acumulacion de almidén, lipidos
y proteinas.

En el caso de un origen multicelular de los em-
briones somaticos pueden observarse diversos
patrones. Los embriones somaticos se forman
a partir de grupos de células epidérmicas vy
subepidérmicas (Fig 4 C). Este tipo de ontoge-
nia de origen multicelular se llama comunmente
budding o embriogénesis adventicia. Estas cé-
lulas pequenas tienen una alta relacion nucleo/
citoplasma, citoplasma denso y un nucleolo vo-
luminoso que se tifie fuerte-
mente. Se diferencian de las
células embriogénicas por la
falta de sustancias de reser-
va, por su delgada pared ce-
lular y su frecuente division
celular. Estas estructuras se
denominan proembriones
globulares (Fig 1 A, B). En
una etapa posterior desarro-
llan una epidermis, un tejido
provascular, acumulan mate-
rial de reserva y se polarizan.
Estas estructuras globulares
desarrollan cotiledones y se
transforman en embriones
somaticos que presentan
apices caulinar y radicular.
Para una misma especie
puede ocurrir uno u otro tipo
de inicio segun las condicio-
nes de cultivo. El desarrollo
de un embrion somatico de
origen unicelular es compa-
rable a la de un embrién ci-
gotico. En dicotiledéneas, la
etapa globular es seguida
por una etapa corazon que
se corresponde con la adqui-
sicidn de la simetria bilateral:
desarrollo de la epidermis,

suspensiones
celulares

, embriones

) somaticos



Figura 4: A-E Cortes histolégicos de diferentes explantes cultivados in vitro. A, meristemoides (flechas)
observados en cultivo de Silybum marianum L. en MS + 1 mg I' de AIA + 5 mg I' de BAP 10 x. B, yemas
adventicias (flechas) en apices de Fragaria x ananassa Duch. cultivados en Boxus + 0,1 mg | de IBA+ 0.5
mg | de BAP + 0,1 mg I de GA, 4 x. C, grupo de células embriogénicas (flechas) en Codiaeum variegatum
(L) Blume cultivados en 1 mg I de tidiazurén. 20 x. D, embriones somaticos en Codiaeum variegatum (L)
Blume cultivados en 1 mg I"' de tidiazurén 10 x. E, embriogénesis secundaria en Codiaeum variegatum (L)

Blume cultivados en 1 mg I' de tidiazurén 10 x.

de los estratos procambiales y de manera su-
cesiva el desarrollo del apice radical. El apice
de tallo se desarrolla mas tarde, durante la eta-
pa cotiledonar. En los embriones somaticos de
algunas especies hay una etapa intermedia en-
tre la globular y corazén llamada oblonga, que
corresponde a la individualizacion del apice de

la raiz y al procambium en respuesta a la elon-
gacion axial del embrién somatico debido al
transporte de auxinas (Fig 1 C).

Los embriones de origen multicelular obtenidos
por budding muestran la misma ontogenia que
los cigéticos, como asi también la produccién
de sustancias de reserva.
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Sin el seguimiento histolégico detallado, la for-
macion del embrion somatico sélo puede ser
confirmada por la germinacion (Fig 1 F). Sin
embargo, debido al bajo porcentaje de embrio-
nes que llegan a esta etapa, esta tarea es casi
imprescindible para una correcta evaluacién de
las respuestas encontradas con los diversos
medios de cultivo empleados.

Comparados con los embriones cigoticos de la
misma especie, los embriones somaticos fre-
cuentemente desarrollan de manera anormal
0 son inmaduros. La anomalia mas frecuente-
mente encontrada es la formacion doble o tri-
ple del sistema vascular, causada por la pobre
polarizacién del transporte de auxinas. También
se puede encontrar un contenido excesivamen-
te alto, reducido o ausente de las reservas de
almiddn y/o proteicas, que el meristema apical o
radical no estén desarrollados o que la embrio-
génesis sea repetitiva o secundaria (Fig 4 E).
La falta del meristema apical o una escasa
deposicion de sustancias lipoproteicas en los
embriones somaticos de algunas especies no
debe ser tomada como una anormalia. Esto
puede ser un sintoma de inmadurez debido
a la rapida formacion de los mismos. En este
caso una etapa intermedia que permita la ma-
duracién de las estructuras formadas permitira
incrementar el porcentaje de embriones soma-
ticos capaces de germinar.

4.- Factores que afectan los procesos
morfogénicos

Los cuatro principales factores que condicio-
nan la obtencion y el crecimiento de nuevos
organos in vitro son:

4.1.- el genctipo
4.2 .- las condiciones quimicas seleccionadas

para realizar el cultivo.
4.3.- las condiciones fisicas seleccionadas
para realizar el cultivo.

4.4.- el explante.

4.1.- El genotipo es un factor determinante en
todos los procesos morfogénicos, desde la ca-
pacidad del explante para su establecimiento en
condiciones in vitro a la proliferacion de callo, o
la diferenciacién y crecimiento de nuevos 6érga-

nos. Por esta causa, no es posible generalizar
metodologias o protocolos de trabajo debido a
que los medios de cultivo, asi como las condi-
ciones de cultivo seleccionados, deben ser es-
pecificos para cada situacién en particular. Un
ejemplo de ello es el protocolo empleado por
Stamp and Meredith en diferentes cultivares de
Vitis vinifera. En cuatro de ellos fue posible la
obtencién de embriones somaticos a partir de
embriones cigoticos, pero estos resultados no
se repitieron con el cultivar "Pinot Noir".

4.2.- Varios son los compuestos quimicos que
influyen en los patrones morfogénicos in vitro
dentro de los cuales podemos considerar:
4.2.1.- la composicion salina del medio de culti-
vo. La composicion salina mas empleada para
inducir la formacion de callo, la organogénesis
directa o indirecta en la mayoria de las espe-
cies vegetales, es la de Murashige & Skoog
(1962) (MS). Sin embargo, existen otras formu-
laciones disefiadas para inducir determinados
patrones morfogénicos. Existe ademas una es-
trecha relacién entre la composicion hormonal
del explante y la concentracion de reguladores
del crecimiento agregada al medio de cultivo.
4.2.2.- reguladores del crecimiento. Estos
compuestos pueden promover la morfogénesis
aun cuando la concentracion salina no sea la
adecuada. En condiciones 6ptimas de cultivo
pueden aumentar significativamente la dife-
renciacion de érganos. Para la induccién de
embriones somaticos en muchas especies ve-
getales es necesario el agregado de auxinas,
como ocurre en Tilia spp. Sin embargo para
otras, como es el caso del crotén (Codiaeum
variegatum), es suficiente con el agregado de
thidiazurén. El genotipo y el tipo y concentra-
cion de reguladores del crecimiento empleados
estan estrechamente relacionados.

4.2.3.- antibidticos. En procesos de transfor-
macion con Agrobacterium tumefaciens es
muy comun el agregado de antibiéticos del tipo
cefotaxime; kanamicina y carbenicilina para
la eliminacién de la bacteria. En explantes de
hoja de diferentes cultivares de Malus domes-
tica se encontré que 250 mg L' de cefotaxime
aumentan significativamente la regeneracién
de brotes mientras que 500 mg L' de carbe-
nicilina promueven la formacion de callo y la



kanamicina inhibe los procesos morfogénicos.
4.2.4.- carbon activado. En general se usa para
adsorber compuestos téxicos de la micro atmods-
fera gaseosa o el exceso de reguladores del cre-
cimiento presentes en el medio de cultivo pero
E.K. Pettersson y su equipo de colaboradores de
la Swedish University of Agriculture, demostraron
que puede promover la embriogénesis somatica
debido a la incorporacion de ciertos compuestos
al medio de cultivo por difusién.

4.2.5.- agar. Otro aspecto importante a tener en
cuenta es la consistencia del medio de cultivo.
Puede emplearse como semi-sélido o liquido. El
agente gelificante mas utilizado en el cultivo in
vitro es el agar, extraido de diversas algas ma-
rinas. Las diferentes calidades existentes en el
mercado modifican la expresién morfogénica
debido a que pueden contener sustancias inhi-
bitorias o0 promotoras del crecimiento. Tal es el
caso del cultivo de hojas de Actinidia chilensis
(en medio de MS con el agregado de 0,1 mg/L de
AIA + 1 mg/L de BAP) cuya respuesta morfogéni-
ca vario segun el tipo de agar utilizado. Cuando
el gelificante empleado fue Chubut-agar, de pro-
duccién nacional, se observé una gran diferen-
ciacion de yemas adventicias, mientras que con
el agregado de agar SIGMA R sélo se indujo la
proliferacién de callo.

En caso de seleccionar medios de cultivo liqui-
dos, la respuesta morfogénica observada varia
de manera considerable. El cultivo liquido es im-
prescindible cuando se busca promover la mor-
fogénesis indirecta a través de suspensiones ce-
lulares. Para ello es necesario cultivar los callos
en medio liquido con agitacion para permitir que
las células se disgreguen y puedan diferenciar
raices, brotes o embriones somaticos en forma
aislada.

La eleccion de un medio de cultivo liquido o
solido depende, ademas, de la especie con la
que se trabaja. En Cymbidium, por ejemplo, se
ha observado que el empleo de medio liquido
promueve una mayor diferenciaciéon de proto-
cormos respecto del mismo gelificado. A su vez,
este proceso puede mantenerse durante varios
subcultivos, mientras que en medio de cultivo ge-
lificado se observo que los protocormos tienden
a formar tallos.

4.2.6.- atmdsfera gaseosa. Es un factor determi-
nante en los procesos morfogénicos y esta con-

dicionada por el tipo y tamario del envase selec-
cionado para el cultivo, asi como también por el
sistema de cobertura del mismo. Las tapas usa-
das en cultivo in vitro varian desde el tapén de
algodon; papel de aluminio; pelicula de resinite
transparente o tapas rigidas de polipropileno. El
intercambio gaseoso es diferente para cada tipo
de tapa, en consecuencia la atmésfera interna
también sufrira variaciones.

En condiciones in vivo la atmésfera contiene 78
% de nitrogeno; 21 % de oxigeno y 0,035 % de
diéxido de carbono. En cultivos in vitro se han
registrado ademas, etileno y otros compuestos
hidrocarbonados.

El nivel de oxigeno disponible para el explante
condiciona el crecimiento y los procesos morfo-
génicos. En general se necesita una buena airea-
cién para obtener cualquier tipo de proceso mor-
fogénico. En alfalfa se puede obtener un buen
incremento de material a partir de suspensiones
celulares embriogénicas cuando la solucion se
satura con 70% de oxigeno. Por el contrario, una
tension de oxigeno del 5 % estimula la produc-
cién de plantas a partir de anteras de tabaco.

La concentracion de dioxido de carbono (CO,) en
la atmésfera gaseosa in vitro varia segun la res-
piracion y la actividad fotosintética de las plantas.
En condiciones de oscuridad, el CO, incrementa
mientras que en condiciones de luz, disminuye.
En trabajos realizados con Ficus lyrata se han
encontrado concentraciones variables, entre 0,5
% y 8,5 %, segun el tipo de sello o tapa emplea-
dos. Concentraciones superiores al 1 %, que son
generalmente toxicas en condiciones in vivo, pro-
bablemente no fueron limitantes para la actividad
fotosintética.

La presencia de etileno en condiciones in vitro
promueve diversas respuestas. Su acumulacion
tiene efectos inhibitorios sobre el cultivo de cé-
lulas, callos y anteras, La cantidad de etileno
producida in vitro varia con la especie, el tipo de
explante, la concentracion de citocininas en el
medio de cultivo, el tipo de agar utilizado y con la
luz. Una forma de incorporar etileno al envase de
cultivo es a través de la esterilizacion del material
de diseccién realizada con el material embebido
en alcohol y flameado con mechero Bunsen. En
muchos casos el etileno actia como promotor de
la morfogénesis pero luego es inhibitorio del cre-
cimiento de los 6rganos diferenciados



4.3.- Entre las condiciones fisicas podemos men-
cionar los efectos de la temperatura, la humedad
relativa y la luz.

4.3.1.- La temperatura de incubacion de los cul-
tivos es un factor importante a tener en cuenta.
Si bien en condiciones naturales las plantas ex-
perimentan diferencias térmicas durante el dia 'y
la noche, las temperaturas in vitro se mantienen
casi estables. Es importante sefialar que cuanto
mas se asemejen las condiciones in vitro a las
Optimas de crecimiento de la especie estudiada,
mayor sera la respuesta obtenida. En cultivos de
hojas de Streptocarpus x hybridus sometidos a
diferentes temperaturas se observé que la rege-
neracion mayor de brotes se producia a 12 °C
mientras que por encima de los 30 °C, practica-
mente no se observo diferenciacion.

4.3.2.- La humedad relativa (HR), como medida
de la cantidad de vapor de agua contenida en
la atmosfera gaseosa, es otro de los parametros
fisicos a tener en cuenta. La HR dependera del
sello o cobertura del envase empleado. Si este
cierre es hermético, la humedad interior sera del
100 %. Si en cambio existe la posibilidad de un
intercambio gaseoso la humedad interna pue-
de descender a niveles cercanos al 50 %. Este
importante descenso de la HR puede promover
una pérdida veloz de agua del medio de cultivo
variando la concentracion de sus compuestos
hasta llegar a niveles téxicos (Debergh, comuni-
cacion personal).

4.3.3.- La luz suministrada a los cultivos debe
ser evaluada en cuanto a la calidad, intensidad
y periodo de suministro. La respuesta morfogé-
nica de un explante puede variar segun si se le
proporciona luz o no. Para estimular la formacién
de callo, es comun que se prefiera la oscuridad.
El suministro de luz favorece la diferenciacién de
organos.

4.4.- Tal como ya se sefal6 anteriormente, los
proceso morfogénicos dependen del genotipo,
pero a esto debe sumarse el efecto del explante
seleccionado. El tratamiento de la planta madre,
las condiciones fisicas vy fisiolégicas en las que
ésta se encuentre y el sector del cual se tome
el explante determinaran a su vez la respuesta
morfogénica en condiciones in vitro. Un ejemplo
muy interesante es la diferente respuesta morfo-
génica observada en hojas de Camellia japonica

cultivadas en un mismo medio de cultivo, segun
la porcion de la lamina utilizada (Pedroso y Pais,
1993). Estos investigadores cultivaron estas ho-
jas in vitro durante seis semanas previa inmersién
del explante en una solucién de IBA (1 mg I-') du-
rante 20 minutos (Fig 5).

Figura. 5: Esquema de las diferentes respuestas
morfogénicas obtenidas después de seis semanas
de cultivo in vitro de hojas de Camellia japonica L.
segun la porcion de la lamina. 1, callo organogéni-
co. 2 embriogénesis somatica directa. 3, regenera-
cion directa de raices. 4, callo organogénico.
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| - CAPITULO 3

La citogenética molecular e inmu-
nocitogenética en el estudio de
los genomas vegetales

Guillermo Seijo; Graciela |. Lavia;
German Robledo; Aveliano Fernandez;
Viviana G. Solis Neffa

1 Introduccion

La comprension de la organizacion de los
genomas lograda a través del analisis citoge-
nético ha tenido un gran impacto en la evalua-
cion y utilizacién de la biodiversidad, asi como
en el mejoramiento genético y la ingenieria ge-
nética, en particular, desde el desarrollo de las
técnicas de citogenética molecular. EI empleo
sondas de ADN y de anticuerpos conjugados
con fluorocromos en un numero creciente de
especies vegetales ha permitido, entre otros lo-
gros, la localizacién de secuencias especificas,
la identificacion de cromosomas particulares, el
estudio del origen y la estructura de los geno-
mas de hibridos y poliploides, la comparacion
de regiones gendmicas homologas, el estudio
del comportamiento cromosémico y el analisis
de la expresion génica. Por ello, las técnicas de
hibridacion in situ (ISH) e inmunocitogenética
constituyen actualmente herramientas indis-
pensables para la comprensién de la organiza-
cion y la expresién del genoma de las plantas.

En este capitulo se describen, en primera
instancia, algunos de los criterios empleados
tradicionalmente para la caracterizacion cario-
tipica y, posteriormente, se presentan los prin-
cipios y las aplicaciones de diferentes técnicas
de hibridacion in situ de acidos nucleicos y de
inmunodeteccién de modificaciones epigenéti-
cas de nucleétidos e histonas.

2 Citogenética clasica

La caracterizacién cromosomica de espe-
cies o variedades de plantas se inicia con la
descripcion del cariotipo a través del analisis
del numero, el tamano y la forma de los cro-
mosomas que presentan (complemento cro-

mosoémico). Esta caracterizacién se realiza
en metafase mitética debido a que, en esta
fase, los cromosomas han alcanzado su maxi-
mo grado de condensacion y sus limites estan
perfectamente definidos. Para este andlisis ge-
neralmente se emplean tejidos meristematicos
porque presentan un alto indice mitético (i.e.
la razén entre el numero de células en divisién
y el numero total de células observadas). Los
organos (apices radicales o caulinares, évulos,
etc.) son pre-tratados con diversas sustancias
que inhiben la formacién del huso mitético (col-
chicina, 8-hidroxiquinoleina, paclosol, etc.) a
los efectos de acumular metafases, dispersar
los cromosomas en el citoplasma y producir
una mayor condensacion de los mismos. Los
materiales se fijan y luego se tifien con colo-
rantes nucleares (fucsina basica, orceina, car-
min, giemsa, etc.). Finalmente, se confeccio-
nan los preparados por macerado y aplastado
(“squash”) del material sobre un portaobjetos.
Con estos métodos de tincidn, los cromoso-
mas metafasicos observados con un micros-
copio 6ptico aparecen uniformemente tenidos,
excepto en el centromero (constriccion pri-
maria) y en algunas constricciones menores
(secundarias).

Mediante la observacién microscopica se
determina el nimero cromosémico somati-
co (2n) y, a través del analisis de microfotogra-
fias o dibujos de metafases con cromosomas
bien definidos y separados (Fig. 1A), se esta-
blecen los cariotipos. Para ello, se analiza la
morfologia de los cromosomas determinando
la posicion del centromero y la longitud de
los brazos corto (bc) y largo (bl), asi como
la longitud total (It) de cada cromosoma. A
partir de estas medidas, se calcula el indice
centromérico [IC = (bc / It) x 100], segun el
cual los cromosomas se clasifican en cuatro ti-
pos morfoldgicos: metacéntricos (m, IC = 50 -
37,5), submetacéntricos (sm, IC = 37,5 - 25),
subtelocéntricos (st, IC = 25-12,5), acrocén-
tricos (t, IC = 12,5 - 0) y telocéntricos (T, IC
= 0). Otro aspecto a considerar para caracte-
rizar morfolégicamente a los cromosomas es
la presencia y la posicion de las constricciones
secundarias, asi como la presencia y el tipo
de satélites. En general, las primeras corres-
ponden a regiones organizadoras de los nu-



cleolos (NORs) y los ultimos a las porciones
cromosoémicas distales delimitadas por la cons-
triccién secundaria y el telémero de los brazos
que los portan. Los cromosomas que presen-
tan satélites se denominan cromosomas SAT
(Fig. 1A, Ey F).

Para la confeccién del cariotipo los cromo-
somas del complemento se ordenan segun su
morfologia (de metacéntricos a submetacéntri-
cos, subtelocéntricos, acrocéntricos y telocén-

tricos) y, dentro de cada tipo, segun su tamano
(de mayor a menor) ubicando los centrémeros
alineados a una misma altura y los brazos cor-
tos hacia arriba. En las plantas diploides (Fig.
1C y E) y alopoliploides, el cariotipo se com-
pone de pares de cromosomas homélogos;
mientras que en las autopoliploides (Fig. 1D y
F) se compone de grupos de tres 0 mas cro-
mosomas de acuerdo con el nivel de ploidia.
El orden que ocupa en el cariotipo cada par o
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FIGURA 1. A-D: Metafases mitdticas tefidas con coloracion de Feulgen. A: Lathyrus macropus, 2n = 2x =
14, las flechas senalan los satélites de los cromosomas SAT. B: Oziroe argentinensis [citada en Fernandez
y Davina (1991) como Fortunatia biflora], 2n = 2x = 30, con un cariotipo asimétrico. C y D: Turnera sidoides
subsp. pinnatifida, C: citotipo diploide, 2n = 2x = 14 y D: citotipo tetraploide, 2n = 4x = 28. E-F: Idiogramas
de los citotipos diploide y tetraploide de Turnera sidoides subsp. pinnatifia ilustrados en C y D, respectiva-
mente. En gris se representan los satélites de los cromosomas SAT. La barra representa 10 micras en Ay
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grupo de cromosomas se indica mediante un
numero y, mediante una letra, el tipo cromosoé-
mico al que pertenece de acuerdo a su morfo-
logia. La representacion grafica del cariotipo se
denomina idiograma (Fig. 1E y F). La compo-
sicion de un complemento cromosémico tam-
bién se puede expresar mediante una férmula
cariotipica, en la que se indica el nimero de
cada tipo morfolégico de cromosomas que pre-
senta el material analizado (ej. 16 m + 10 sm
+ 2 st + 2 t). Entre los parametros cuantitativos
mas utilizados para caracterizar los cariotipos
se encuentra el grado de asimetria que pre-
sentan los mismos. Para ello, se emplean ca-
tegorias o indices de asimetria cromosémi-
ca que consideran las diferencias de tamafo
entre los cromosomas del cariotipo (asimetria
intercromosoémica), y las diferencias morfolo-
gicas de los cromosomas derivadas de la pro-
porcién entre sus brazos (asimetria intracro-
mosdémica). Un cariotipo simétrico es aquel
cuyos cromosomas son aproximadamente del
mismo tamafo y en su mayoria metacéntricos,
mientras que uno asimétrico es aquel que
presenta cromosomas de diferentes tamanos
y predominantemente submetacéntricos, acro-
céntricos o telocéntricos (Fig. 1B). La informa-
cion obtenida a partir del analisis de los cario-
tipos permite identificar cromosomas, clasificar
los cariotipos, realizar analisis comparativos
entre grupos de especies mas o menos rela-
cionadas e inferir sus tendencias evolutivas.
Asimismo, permite detectar las anomalias nu-
méricas y estructurales en los complementos
cromosoémicos de células o individuos.

En numerosos grupos de plantas, la identi-
ficacion de los diferentes pares de homologos
del cariotipo puede resultar engorrosa debido
a que presentan cromosomas con morfologia
muy similar. En estos casos, la aplicacion de
determinados tratamientos en combinacion
con diferentes tipos de tincion, puede revelar
regiones cromosomicas con condensacion o
composicion cromatinica diferencial (bandas),
generando marcadores cromosomicos adicio-
nales. Asi, el tratamiento de los cromosomas
con un alcali y la posterior tincion con Giemsa
revela regiones de heterocromatina consti-
tutiva, mientras que la impregnacion argénti-
ca (bandeo Ag-NOR) revela las NORs activas

(Fig. 2A). Ademas, pueden utilizarse diversos
fluorocromos que tienen la capacidad de inter-
calarse preferentemente en regiones del ADN
con una composicién de bases particular. Por
ejemplo, las regiones ricas en adenina y timina
son reveladas con DAPI (4',6-diamidino-2-feni-
lindol diclorhidrato) o quinacrina, mientras que
las ricas en guanina y citosina lo son con CMA,
(cromomicina A,). Las bandas pueden ser de
tamano e intensidad diferentes y presentar una
distribucion particular sobre los cromosomas
de un complemento generando un patrén de
bandeo caracteristico (Fig. 2B). Estas técnicas
de bandeo cromosémico han permitido, en
muchos casos, la identificacién inequivoca de
cromosomas homalogos, la caracterizacion de
genomas asi como el seguimiento de cromo-
somas o bloques cromosémicos en hibridos y
lineas de introgresion.

La diferenciacién lineal de los cromosomas
por técnicas de bandeo no siempre es eviden-
te en todos los grupos de plantas y, aun en
aquellas especies que presentan buenos pa-
trones de bandas, a menudo no se cuenta con
un numero significativo de marcadores como
para integrar los mapas de ligamiento con los
mapas fisicos. La posibilidad de posicionar se-
cuencias particulares sobre los cromosomas vy,
de esta forma, generar un gran nimero de mar-
cadores cromosomicos ha sido posible gracias
al desarrollo de las técnicas de hibridacion in
situ, cuyo uso se ha generalizado a partir del
desarrollo de sistemas de marcado y de detec-
cion de sondas no radiactivas.

3 Hibridacion in situ fluorescente (FISH)

Esta técnica se basa en reacciones de re-
conocimiento y asociacion de bases entre un
segmento del ADN cromosomico (secuen-
cia blanco) y una secuencia complementaria
marcada (sonda). La misma se aplica a pre-
paraciones de células somaticas o germinales,
previamente incubadas con enzimas (celulasa,
pectinasa y citohelicasa) que remueven las
paredes celulares. Las preparaciones son tra-
tadas con ARNasa A para evitar hibridaciones
inespecificas de la sonda con ARNs y, poste-
riormente, son permeabilizadas mediante la
incubacién con proteasas. Las sondas pueden



ser marcadas con nucleétidos unidos a hapte-
nos (digoxigenina, biotina, etc.) o a fluorocro-
mos (Cy3, Cy5, etc.) por la reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR), por una transferasa
terminal o por medio de la actividad exonu-
cleotidica y de la subsiguiente polimerizacién
realizadas por la ADN pol | a partir de escisio-
nes simples causadas por una ADNasa (nick
translation). La sonda marcada, componiendo
una mezcla de hibridacion que contiene forma-
mida y ADN bloqueante (entre otros compo-
nentes) es colocada sobre las preparaciones
cromosoémicas, para luego realizar una desna-
turalizacién conjunta del ADN de los cromoso-
mas y de la sonda, a temperaturas que varian
entre 70 °C y 90 °C durante unos 10 minutos.
Posteriormente, los preparados son incubados
a 37 °C durante al menos 1 hora (normalmente
toda la noche) a fin de inducir la hibridacion.
En este paso, la sonda y la secuencia cromo-
sémica complementaria al blanco compiten en-
tre si, pero debido a la alta concentracién de
la primera y a su menor tamafo, bajo condi-
ciones 6ptimas, la sonda hibrida en todos los
sitios complementarios a lo largo de los cro-
mosomas. En el caso de las sondas marcadas
con haptenos, la deteccién de los sitios de hi-
bridacion se realiza mediante una o dos rondas
de anticuerpos conjugados con fluorocromos.
Los preparados se analizan con microscopios
de epifluorecencia utilizando filtros especificos
para cada fluorocromo, registrando la presen-
cia, el tamafo y el numero de senales fluo-
rescentes por complemento. Normalmente,
se obtiene una microfotografia monocromatica
por cada sonda utilizada y una del complemen-
to cromosomico tefiido con DAPI o ioduro de
propidio. Estas microfotografias son super-
puestas e integradas en una sola imagen. El
posicionamiento relativo de las sefales con
respecto al centromero, los teldbmeros u otros
marcadores cromosomicos permite mapear
con precision cada sonda sobre el complemen-
to cromosémico y representarlas en un idiogra-
ma. A diferencia de la citogenética clasica, la
identificacion de cromosomas o de segmentos
cromosoémicos particulares usando sondas de
FISH es independiente de la morfologia cromo-
sémica y, por lo tanto, es posible reconocerlos
en diferentes estados del ciclo celular.

Desde el desarrollo inicial de la técnica de
FISH, se han mejorado sustancialmente tanto
la sensibilidad (i.e. el tamafio minimo de una
secuencia que puede ser detectada bajo el mi-
croscopio) como el poder de resolucion es-
pacial (i.e. la distancia fisica minima a la que
dos secuencias pueden ser identificadas como
independientes). Bajo condiciones éptimas de
hibridacion y de deteccion, la sensibilidad de
esta técnica depende de la accesibilidad de
la sonda a la region complementaria sobre el
ADN. La misma, a su vez, esta determinada
por el grado de condensacién de la cromati-
na. El éxito de FISH se debe a las indudables
ventajas que ofrece frente a las técnicas clasi-
cas para identificar homologias y, sobre todo, a
la posibilidad de contar con una amplia bateria
de sondas disponibles de acuerdo con la na-
turaleza de la secuencia blanco que se quiera
detectar.

En general, se pueden utilizar sondas de
ADN de copia unica, moderadamente repe-
titivo o altamente repetitivo. Las secuencias
repetitivas pueden ser conservadas o varia-
bles y estar dispuestas en tdndem (i.e. una co-
pia esta seguida de otra en arreglos de decenas
a miles de copias formando un locus definido)
o dispersas (i.e. las repeticiones pueden estar
dispuestas a lo largo de una regién cromosémi-
ca, de algunos cromosomas o de todo el com-
plemento). Entre las secuencias repetitivas, las
sondas de los genes ribosomales (ADNr) 45S
y 58S son las empleadas con mayor frecuencia
para la generaciéon de marcadores cromosémi-
cos por FISH. Esto es debido a que son se-
cuencias altamente conservadas y a que pre-
sentan una disposicion en tdndem que facilita la
deteccién de los /oci. Los mismos pueden estar
presentes en mas de un sitio por complemen-
to cromosémico, proporcionando marcadores
utiles para la identificacion de cromosomas y
para realizar comparaciones cariotipicas (Fig.
2C). Otra de las sondas de secuencias conser-
vadas y repetidas en tandem que se emplean
habitualmente en experimentos de FISH son
las teloméricas (Fig. 2D). Las mismas son
utilizadas tanto para establecer con precision
los limites cromosdmicos como para revelar in-
versiones que comprenden los segmentos cro-
mosoémicos distales y la ocurrencia de fusiones



cromosémicas. Las sondas de secuencias no mosdmicos; mientras que las de secuencias
conservadas repetidas en tandem son muy repetidas dispersas lo son para definir regio-
utiles para el desarrollo de marcadores especi- nes cromosomicas 0 genomios, en particular,
ficos de cromosomas y de complementos cro- para identificar los genomas parentales en los

FIGURA 2. A: Bandeo Ag-NOR en una metafase de Arachis hypogaea donde se identifican las regiones
organizadoras del nucleolo en marrén oscuro (flechas). B: bandeo con quinacrina que distingue las regio-
nes heterocromaticas ricas en AT (en amarillo intenso) de las regiones eucromaticas (amarillo palido) en
los cromosomas prometafasicos de Oziroe argentinensis. C: FISH doble en una metafase de A. batizocoi
en donde se localizan los genes ribosomales 5S (en verde) y 45S (en rojo), la contratincidn realizada con
DAPI diferencia bandas heterocromaticas centroméricas ricas en AT (en blanco) de las porciones cromo-
sdmicas eucromaticas (en azul). D: FISH que revela las regiones teloméricas (verde) de A. hypogaea. E:
FISH que revela la distribucién preferencial de un retroelemento en el genoma A de A. hypogaea. F: GISH
doble sobre una metafase de A. hypogaea utilizando como sondas ADN gendmico de A. ipaensis (rojo) y
de A. duranensis (verde) que demuestra la constitucion alopoliploide del cultigeno y las especies diploides
progenitoras mas probables. G y H: ARN-FISH en antera y ovario de Paspalum notatum utilizando como
sonda un ARN marcado de expresion diferencial y tejido-especifica en plantas apomicticas pero no sexua-
les. La intensidad del color violeta indica cantidades relativas del ARN analizado presente en los diferentes
tejidos de plantas apomicticas. La barra representa 5 micras en A, C-F, 10 micras en B, 200 micras en G
y 100 micras en H.



hibridos interespecificos y en los alopoliploi-
des (Fig. 2E). Ambos tipos de secuencias re-
petidas pueden mostrar diferencias notorias en
los motivos que las componen, asi como en su
abundancia y distribucién, aun entre especies
estrechamente emparentadas. El analisis del
conjunto de las secuencias repetitivas consti-
tuye una herramienta excelente, en si misma o
como complemento de otras técnicas, para la
identificacion de cromosomas y genomios, el
estudio de la arquitectura nuclear y los analisis
filogenéticos. También nos permiten realizar
estudios detallados de aberraciones cromosé-
micas estructurales y numéricas, hacer infe-
rencias sobre los mecanismos involucrados en
la evolucién cromosdmica y realizar el segui-
miento de cromosomas o regiones particulares
en las sucesivas generaciones de los progra-
mas de mejoramiento. Las sondas de secuen-
cias unicas hibridan con el ADN cromosémico
correspondiente a un locus especifico. A dife-
rencia de las secuencias repetidas que pueden
ser localizadas facilmente por FISH, la detec-
cién de las secuencias unicas es mas laboriosa
debido a que, por lo general, las regiones codi-
ficantes de los genes presentan longitudes me-
nores que las detectables por FISH convencio-
nal (10 kb). EI empleo de grandes bloques de
ADN gendmico clonado en vectores, como los
cromosomas artificiales de bacterias (BACs),
en combinacion con FISH (BAC-FISH), cons-
tituye un método efectivo para el mapeo fisico
de secuencias unicas de ADN. Sin embargo, el
ADN repetitivo presente en las regiones no co-
dificantes de los insertos muchas veces genera
patrones de sefales dispersas o inespecificas
(background). A pesar de esta dificultad, hasta
el momento, BAC-FISH constituye una de las
mejores técnicas para correlacionar los mapas
genéticos con los fisicos, ya que se pueden de-
sarrollar sondas especificas para cada cromo-
soma o locus en particular.

4 Hibridacion in situ genémica (GISH)

Esta técnica se utiliza para identificar los di-
ferentes genomios presentes en un organismo
hibrido o alopoliploide. Aunque aplica todos los
principios de FISH, difiere de ésta porque las
sondas que utiliza estan constituidas por ADN

gendémico total y no por un fragmento de ADN
de secuencia conocida. El ADN utilizado para
construir estas sondas es extraido mediante
protocolos estandares y luego es marcado por
nick translation o por amplificaciones al azar
usando cebadores cortos (random priming).
El éxito de GISH depende del grado de dife-
renciacion que presenten los genomios que se
pretende analizar. Por lo general, las secuen-
cias codificantes de los genomas de dos es-
pecies mas o menos relacionadas no varian
substancialmente entre si, por lo tanto, la hi-
bridacion diferencial de las sondas en GISH
esta determinada principalmente por el grado
de divergencia del componente repetitivo de
los genomas en cuestion. En la medida en que
los dos genomas presenten mas secuencias
en comun, mayor serd la dificultad para distin-
guirlos. Una estrategia para mejorar la capaci-
dad discriminante de esta técnica consiste en
realizar un GISH simple utilizando ADN de un
genoma marcado (sonda) junto con una deter-
minada proporcién de ADN sin marcar del ge-
noma que no se va a detectar (sonda fria). En
cambio, cuando la diferencia entre las secuen-
cias de los genomas considerados es alta se
puede utilizar GISH doble o triple, colocando
sobre el preparado mezclas equimolares de las
sondas marcadas diferencialmente para cada
uno de los genomas que se quiere distinguir en
una metafase. Las regiones cromosomicas que
hibridan con una sola sonda se visualizan con
el color original del fluorocromo, mientras que
las que presentan complementariedad con dos
0 mas sondas presentan colores intermedios.
Entre las diferentes aplicaciones de GISH,
se destaca el estudio de la composicion ge-
némica de los alopoliploides y de los hibri-
dos naturales o artificiales. En estos casos,
la técnica se basa en la hibridacién del ADN
genomico marcado de los probables ancestros
0 progenitores sobre las preparaciones cromo-
sémicas del material en estudio. La hibridacion
diferencial de las sondas con sélo un subgrupo
de cromosomas en una metafase constituye
una clara evidencia de que el material estudia-
do estad compuesto por diferentes genomios.
Mediante el empleo de GISH se han deter-
minado los progenitores probables de algunas
especies alopoliploides cultivadas como el ta-



baco, la avena, el trigo y el mani (Fig. 2F). Otra
de las ventajas de analizar los hibridos y los
alopoliploides con GISH doble o multiple, con-
siste en la capacidad que ofrece esta técnica
para detectar translocaciones intergené-
micas, las que pueden pasar inadvertidas
con los métodos convencionales de ana-
lisis genémico. Aplicado a células meioti-
cas, GISH proporciona un método preciso
para el anadlisis de los apareamientos cro-
mosoémicos que ocurren en los genomas
hibridos. El estudio de la capacidad de los
cromosomas de aparearse en meiosis es el
procedimiento utilizado tradicionalmente
para establecer las relaciones gendmicas
entre diferentes especies. Sin embargo,
en muchas configuraciones metafasicas
resulta dificil distinguir los apareamientos
ocurridos entre cromosomas homélogos
de aquellos ocurridos entre cromosomas
homeologos (i.e. parcialmente homélogos).
Mediante GISH es posible “pintar” los cro-
mosomas Yy, de este modo, determinar el
origen genémico de los cromosomas apa-
reados y no apareados, tanto en profase
como en metafase de la meiosis I. La técnica
de GISH también constituye una herramienta
irreemplazable para el desarrollo de progra-
mas de mejoramiento vegetal que involucran
hibridaciones interespecificas o intergenéricas
ya que permite: 1) confirmar el origen hibrido
de la progenie, 2) determinar el origen de los
cromosomas en las distintas generaciones,
en particular, cuando los hibridos F, muestran
inestabilidad cromosdmica tal como la elimi-
naciéon cromosomica uniparental, 3) identificar
bivalentes interparentales en la meiosis de los
hibridos F, sexuales y 4) comprobar si los cro-
mosomas recombinantes son transmitidos a las
siguientes generaciones. Esta técnica también
ha sido utilizada para detectar regiones croma-
tinicas introgresantes, especialmente aquellas
que portan caracteres agrondmicos de interés.
Un ejemplo de ello es el analisis de una linea
élite de cebada introgresada con Hordeum bul-
bosum resistente a roya. Mediante una combi-
nacién de GISH y FISH se pudo determinar la
localizacién de los fragmentos cromosoémicos
de H. bulbosum introgresados en el comple-
mento cromosémico de cebada que le confe-
rian dicha resistencia.

40

5 Mapeo por amplificacion directa de se-
cuencias de interés por PCR in situ (PRINS)

La técnica de PRINS (“primed in situ”) es
considerada como una alternativa a ISH para
la deteccion de ciertos tipos de secuencias
de acidos nucleicos. Esta técnica involucra la
extension de cebadores disefados para las
secuencias blanco por medio de la Taq poli-
merasa. Durante la extension, se incorporan
nucledtidos marcados con fluorocromos o
haptenos a fin de permitir la localizacion fisica
de las secuencias en forma directa o indirecta
mediante protocolos adicionales de deteccion.
Comparada con FISH convencional, PRINS
ofrece algunas ventajas tales como: 1) el em-
pleo de cebadores disefados a partir de un mi-
nimo de informacién de la secuencia blanco, 2)
dichos cebadores pueden hibridar con secuen-
cias de ADN mas facil y rapidamente que las
sondas (de mayor tamafo) usadas en FISH,
aun en cromatina compacta, 3) no requiere el
marcado de sondas y 4) los cebadores pueden
ser extendidos aun dentro de las secuencias
adyacentes (a diferencia de FISH que depende
de una secuencia especifica), reforzando la in-
tensidad de la sefial para una secuencia corta.
Mediante PRINS se han localizado secuencias
repetitivas en tandem (secuencias teloméricas,
elementos moviles y ADNr) en cromosomas de
leguminosas (Vicia faba y Pisum sativum) y de
gramineas (Hordeum vulgare, Avena sativa y
Lolium multiflorum). Todos los loci encontrados
fueron coincidentes con los hallados por FISH.
Los resultados demuestran que la técnica de
PRINS es apropiada para la localizaciéon ra-
pida de repeticiones en tandem sobre cromo-
somas vegetales cuando la distancia entre los
cebadores es pequefia (1 kb) y los blancos son
largos (100 — 500 kb). Sin embargo, no se ob-
tienen buenas sefiales cuando las secuencias
repetidas estan muy separadas entre si, como
ocurre con el gen de la vicilina. Este gen esta
repetido muchas veces en el genoma de Vicia
faba, pero cada copia esta separada por una
distancia mayor de 12 kb. En estos casos, el
empleo de FISH resulta mas adecuado dado
que se obtienen mejores senales. Por otra par-
te, PRINS no ha presentado ventajas con res-
pecto a FISH convencional para la deteccién
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de secuencias simples en la mayoria de los
casos, aun utilizando PRINS ciclico que invo-
lucra de 5 a 10 ciclos de amplificacion. Una de
las mayores desventajas de PRINS es el alto
grado de aparicion de sefales inespecificas,
probablemente debido a la incorporacion de
nucleétidos marcados en los extremos 3'OH
libres que resultan de roturas espontaneas de
los cromosomas durante el procesamiento del
material. Estas incorporaciones indeseables
pueden disminuirse mediante el tratamiento
con ligasa o incorporando 2°, 3" - didesoxinu-
cledtidos (dANTP) antes de PRINS.

En sintesis, esta técnica es util para la de-
teccién rapida de repeticiones en tandem gran-
des, pero no constituye una alternativa a FISH
para la deteccion de genes de copia simple o
para el pintado de los cromosomas en plantas
mediante el uso de un céctel de cebadores
cromosoma-especificos.

6 FISH de alta resolucion

Bajo este concepto se agrupan una serie de
técnicas que, utilizando los mismos principios
de FISH convencional, permiten hacer hibri-
daciones sobre cromosomas profasicos o aun
sobre nucleos interfasicos. Estas estrategias
permiten aumentar tanto la resolucion como la
sensibilidad de la deteccidn.

- FISH sobre cromosomas poco conden-
sados: consiste en el analisis de cromosomas
meidticos en paquitene o de cromosomas mi-
toticos extendidos.

La técnica de cromosomas paquiténicos
se aplica a células madres del polen fijadas en
etanol : acido acético (3:1) y tratadas con una
mezcla de enzimas (celulasa, pectiolasa y cito-
helicasa) que digieren la calosa de las paredes
celulares. En general, los cromosomas paqui-
ténicos vegetales son de 7 a 40 veces mas
largos que aquellos de metafases mitéticas,
estan compuestos por cuatro hebras de ADN
(iguales en los homocigotos), son mas acce-
sibles a las sondas (debido a que tienen una
estructura cromatinica menos condensada) y
presentan marcadores cromosomicos particu-
lares (bloques heterocromaticos y knobs) que
permiten individualizarlos con facilidad. Estas

caracteristicas hacen que los cromosomas pa-
quiténicos constituyan el material de eleccion
para los estudios de FISH de alta resolucion,
en particular, para identificar secuencias blan-
co de alrededor de 10 kb y resolver dos loci
separados por menos de 100 kb.

Por otra parte, la técnica de FISH sobre
cromosomas mitéticos extendidos utiliza
cromosomas metafasicos seleccionados por
citometria de flujo a partir de meristemas ra-
dicales sincronizados. El estiramiento de los
cromosomas se realiza mediante una digestién
moderada con proteinasa K, antes de la fija-
cion con etanol-acido acético (3:1). Mediante
este procedimiento, se pueden obtener cromo-
somas con una longitud de 10 a 100 veces ma-
yor que la original. Esto permite aumentar la re-
solucion de los arreglos de secuencias génicas
y repetidas sobre los cromosomas, sin perder
la informacion sobre la orientacion relativa con
respecto al centromero y los telémeros. Esta
técnica posee una resolucién similar a la que
utiliza cromosomas paquiténicos y es muy util
en aquellas especies en las que la obtencion
de buenos preparados meiéticos es dificultosa
0 en aquellas que poseen cromosomas paqui-
ténicos dificiles de resolver.

- FISH en nucleos interfasicos: esta técni-
ca se aplica a nucleos en cortes de tejidos asi
como a nucleos aislados, y permite incremen-
tar tanto la sensibilidad como la resolucion de
FISH.

Para el analisis de los nucleos en tejidos,
los 6rganos de la planta se fijan con formalde-
hido o glutaraldehido (este ultimo en baja pro-
porcién ya que puede inducir autofluorescen-
cia), luego se cortan con micrétomo y los cortes
se montan directamente sobre un portaobjetos.
Debido a que la sonda necesita penetrar en el
tejido para alcanzar el interior del nucleo, se
realizan diversos pre-tratamientos tendientes
a incrementar la permeabilidad de los tejidos
y, ademas, se emplean como sondas frag-
mentos marcados cuyo tamafo no supera los
100-500 pb. El analisis de las hibridaciones se
realiza con un microscopio confocal, debido a
que este tipo de microscopio permite visuali-
zar las estructuras mediante la reconstruccion
tridimensional de las secciones opticas de la
muestra.
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Para el analisis de ntcleos aislados, los
tejidos se disgregan en un buffer de estabiliza-
cién apropiado y la fraccion de interés se ob-
tiene por centrifugacion y tamizado en mallas
con diferentes diametros de poro. Los nucleos
aislados se colocan directamente sobre un por-
taobjetos y se secan al aire y deshidratan en
serie alcohdlica. Este procedimiento, que tam-
bién puede ser aplicado a suspensiones celu-
lares, no presenta mayores problemas de per-
meabilidad para las sondas. Las regiones de
hibridacion de las sondas sobre las secuencias
de copia simple se observan como sefiales in-
dividuales dentro del nucleo (dos senales en
los nucleos diploides), cada una de ellas co-
rrespondiente a cada uno de los cromosomas
homologos.

Mediante estas técnicas también se ha es-
tudiado la organizacién y la disposicion de los
centromeros, de los telémeros y de los cro-
mosomas en nucleos interfasicos de diferen-
tes organos y tejidos de trigo, arroz, tabaco y
Arabidopsis thaliana. En particular, las mismas
resultan muy utiles para el analisis de los cam-
bios que se producen durante el ciclo celular
en las diferentes estructuras cromosomicas
dependientes de secuencias. También se em-
plean para el mapeo de secuencias separadas
por distancias menores a 500-1000 kb, ya que
en los cromosomas metafasicos las sefiales de
las sondas separadas por estas distancias se
superponen.

- FISH en fibras de ADN extendidas (fiber-
FISH): se basa en la hibridacion de las sondas
sobre fibras extendidas de ADN. Esta técnica
involucra los siguientes pasos: 1) se aislan los
nucleos por medio de mallas de nylon de di-
ferentes diametros de poro, 2) se deposita un
pequeno volumen de la suspension de nucleos
en uno de los extremos de un portaobjetos tra-
tado con poli-L-lisina (este compuesto reduce
al minimo la aparicion de sefales inespecificas
y favorece la extensién de las fibras de ADN),
3) se agrega un buffer de lisis y se realiza la
extension usando un cubreobjetos de manera
similar a como se hace un frotis de sangre, y
4) sobre estos extendidos se realizan las hibri-
daciones siguiendo el protocolo convencional
de FISH. Normalmente, se realizan dos o tres
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rondas de amplificacion con anticuerpos para
obtener una buena intensidad de las senales.
La principal ventaja de fiber-FISH frente a FISH
en nucleos interfasicos es que se logra una
mayor sensibilidad (200 pb) y una resolucién
a nivel genémico de 1 kb. Esta técnica es de
gran utilidad para analizar clones solapantes,
detectar rearreglos cromosdmicos pequefios,
determinar distancias fisicas entre genes y su
orientacion, medir tamanos de loci y acelerar
el clonado posicional. Sin embargo, su utilidad
para el mapeo de secuencias es limitada de-
bido a que solo permite establecer posiciones
relativas, perdiendo la orientacion real de las
sondas con respecto al centrémero y a los telo-
meros. Una variante de esta técnica es el em-
pleo de cromatina estirada, un procedimiento
que involucra la extension de las fibras croma-
tinicas sin remover las proteinas, la que resulta
muy util para examinar las interacciones ADN-
proteinas.

7 Mapas cromosomicos

Estos mapas constituyen una herramienta
fundamental para integrar los mapas fisicos
(basados en el ordenamiento de secuencias y
el armado de contiguos) y los mapas genéti-
cos (derivados de los andlisis de ligamiento).
Los mapas cromosoémicos permiten posicionar
genes y/o marcadores ligados a éstos, con
respecto a marcadores estructurales propios
de los cromosomas (por ejemplo, centromeros,
telomeros, bandas heterocromaticas y cons-
tricciones secundarias) o a otros marcadores
cromosomicos desarrollados por FISH. Esta
integracion facilita el mapeo y el aislamiento de
genes particulares por métodos convenciona-
les y son indispensables para el aislamiento de
secuencias por microdiseccion y microclonado.

Para el clonado posicional de secuencias es
importante tener una estimacion precisa de la
razon kb/cM existente en la region del locus
de interés. Esto posibilita la conversién de las
distancias genéticas establecidas entre los
marcadores y el gen en estudio en distancias
fisicas. En general, se ha observado que la dis-
tancia entre loci en los mapas genéticos (y no
el orden) puede diferir mucho de la distancia
establecida en los mapas fisicos. Los estudios
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de los nédulos de recombinacion en complejos
sinaptonémicos han revelado que la discrepan-
cia entre los mapas fisicos y genéticos es el
resultado de la distribucion no al azar de los
eventos de crossing-over a lo largo de los cro-
mosomas. En este marco, el desarrollo de los
mapas cromosomicos ha cobrado importancia
debido a que, dependiendo de las regiones
cromosémicas que se analicen y a la frecuen-
cia de recombinacion propia de cada una, los
mapas genéticos pueden ser mejores o peores
estimadores de las distancias fisicas reales.

Por tal motivo, en varias especies modelo se
ha puesto especial énfasis en el desarrollo de
marcadores cromosoémicos por las técnicas de
ISH (principalmente BAC-FISH, y Fiber FISH)
para poder integrar los grupos de ligamiento
genético con cromosomas, y para relacionar
las estimaciones de distancia por recombina-
cion con la distancia fisica real (Ver capitulo de
Gendmica).

8 Anilisis de la expresion génica en teji-
dos por ARN-ISH

Los protocolos de ISH de ARN resultan apro-
piados para describir los patrones temporales y
espaciales de expresion de un determinado gen
a nivel celular o subcelular. En los organismos
multicelulares, ISH constituye un complemento
de los analisis de northern blotting, RT-PCR y
microarrays, en los que la extraccion de ARN
de los tejidos resulta invariablemente en la pér-
dida de informacién espacial. Asimismo, si bien
los microarrays constituyen una de las técnicas
mas poderosas para analizar la expresion de
muchos genes simultaneamente, con frecuen-
cia los resultados que se obtienen deben ser
verificados por métodos independientes tales
como ISH. El andlisis de la expresion génica
por ISH generalmente se efectia sobre cortes
de tejido, aunque también puede realizarse so-
bre 6rganos enteros (“whole-mount ISH”, ISH-
WISH). La técnica se basa en la utilizacion de
una sonda (generalmente cDNA) marcada con
haptenos que se hibridara directamente sobre
los cortes de tejido. Las detecciones se reali-
zan con anticuerpos conjugados con fosfata-
sas alcalinas o con fluorocromos.

Para aquellos casos en los que el ARNm a
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detectar esta poco representado en las mues-
tras, se pueden utilizar protocolos que amplifi-
can la sefal mediante el precipitado enzimati-
co de tiramida sobre los sitios blancos (TSA,
Tyramide Signal Amplification). La aplicacién
de TSA en los protocolos estandares de ISH,
consiste en una deteccion inicial de la sonda
marcada con anticuerpos o estreptavidina con-
jugados con una peroxidasa (por ejemplo la
de rabano picante, horseradish peroxidase o
HRP). Posteriormente, se agrega al preparado
tiramida conjugada con algun hapteno o fluoro-
cromo, la cual es precipitada masivamente por
la HRP y unida en forma covalente al sitio de
deteccidn inicial. El sistema resultante es de-
tectado mediante anticuerpos conjugados con
fosfatasas alcalinas (para detecciones cromo-
génicas estandares) o directamente con mi-
croscopia de epifluorescencia. Debido a que la
tiramida adicionada sélo se deposita en las re-
giones proximas a la enzima, se logra aumen-
tar significativamente la sensibilidad sin perder
resolucion. La principal limitante de ARN-ISH
radica en que, generalmente, se puede anali-
zar una sola sonda por cada hibridacion. No
obstante, esta técnica se ha utilizado para
comparar los niveles y sitios de expresion de
secuencias en numerosas especies de plan-
tas. Uno ejemplo de ello, es el analisis espacial
de transcritos expresados diferencialmente en
plantas con reproduccién sexual y apomicticas
de Paspalum notatum (Fig 2 Gy H).

9 FISH cuantitativo para estimar la expre-
sién génica (QUISH)

A diferencia de la técnica de ARN-FISH, que
utiliza anticuerpos sobre cortes de tejidos para
la deteccion de la expresién génica, QUISH
se basa en la hibridaciéon de oligonucleétidos
gen-especificos marcados con fluorocromos
directamente sobre porciones de tejidos u 6r-
ganos enteros, combinada con el analisis de
secciones opticas realizadas con un microsco-
pio laser confocal de barrido. De este modo,
se logra mejorar notablemente la calidad de los
resultados debido a que se eliminan los pasos
que generan artefactos e impiden realizar una
cuantificacién precisa. La caracteristica clave
de QUISH es la cuantificacion de la expresion
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génica utilizando como estandar a los genes de
mantenimiento celular (genes “housekeeping”,
GAPDH y 18S ARNr). El empleo de este es-
tandar permite corregir la variacion de la razén
citoplasmalvacuola en los diferentes tipos ce-
lulares, los efectos épticos de los tejidos y las
sefales no especificas. La naturaleza cuantita-
tiva de esta técnica hace posible el analisis de
la expresion génica en 6rganos, a nivel tisular
o celular, independientemente de las diferen-
cias debidas a la edad o a los tipos de tejidos.
Este método es mas rapido que los métodos
tradicionales y puede utilizarse para estudiar la
localizacion celular de la expresién de uno o
varios genes en un periodo relativamente corto
de tiempo. Asimismo, con QUISH es posible in-
vestigar los cambios en los niveles de los trans-
criptos durante la ontogenia o, en respuesta a
cambios de las condiciones ambientales en di-
ferentes lineas de plantas modelo.

10 Identificaciéon de modificaciones
cromatinicas por inmunocitogenética

La identidad celular esta determinada por
un programa nuclear establecido por un pa-
tron complejo de interacciones entre el ADN
y las proteinas. La organizacién del ADN en
la cromatina regula la expresion y el manteni-
miento de la informacion genética (replicacion,
reparacion, recombinacién y segregacion) en
forma dinamica. Las colas N-terminales de
las histonas que conforman el nucleo de los
nucleosomas estan sujetas a diferentes modi-
ficaciones pos-traduccionales (acetilacién, me-
tilacion, fosforilacion, ubiquitinacion, etc.) las
que, conjuntamente con la metilacion del ADN,
controlan el empaquetamiento de los nucleo-
somas en arreglos de orden superior y proveen
sefales para diversos procesos celulares.
Aunque las histonas y sus modificaciones son
altamente conservadas, la distribucion de las
mismas en los cromosomas puede variar a lo
largo de los procesos de diferenciaciéon y del
ciclo celular, asi como dentro y entre grupos
de eucariotas. Recientemente, se han produci-
do grandes avances en el esclarecimiento del
llamado cddigo de las histonas y del intrincado
mecanismo de regulacion epigenética. La cito-
genética se encuentra en una posicion privile-
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giada para realizar estudios de este tipo ya que
permite unir estructuras nucleares con carac-
teristicas bioquimicas, tales como la actividad
transcripcional, la replicacion del ADN, las mo-
dificaciones de las histonas y la metilacion del
ADN mediante la inmunodeteccion de distintos
blancos celulares con anticuerpos conjugados
con fosfatasa alcalina o con fluorocromos. La
preparacion del material, la fijacién, la diges-
tion de las paredes celuldsicas, la permeabi-
lizacion y la incubacion con anticuerpos se
realizan de igual modo que en FISH, aunque
se omiten los pasos de desnaturalizacion e hi-
bridacién. Las técnicas de inmunocitogenética
se emplean para analizar la estructura croma-
tinica y la disposicion de las diferentes molécu-
las que intervienen en las divisiones celulares.
En particular, estas técnicas son utiles para
estudiar la distribucién de las modificaciones
histonicas y la metilacién del ADN en relacion
con la estructura cromatinica en cromosomas
y nucleos durante el ciclo celular. Merecen es-
pecial mencién aquellos analisis relacionados
con las modificaciones que indican estructuras
cromatinicas abiertas, con potencialidad de
transcripcion, y las que delimitan estructuras
cromatinicas cerradas, con actividad transcrip-
cional reprimida. El advenimiento de las técni-
cas de citogenética molecular y de inmunocito-
genética ha permitido disectar progresivamen-
te el nucleo a nivel de microscopia optica. La
deteccion individual de complejos proteicos y
de secuencias de ARNs y ADN ha revelado la
existencia de muchos compartimientos nuclea-
res. Las variaciones en la arquitectura nuclear
reflejan la relacion existente entre la organiza-
cion nuclear y la regulacion génica. El andlisis
de dicha arquitectura incluye varios parame-
tros cuantitativos y cualitativos, tales como el
tamano y forma nuclear, el contenido relativo
y la distribucion de heterocromatina, los patro-
nes generales de modificacién cromatinica, la
presencia de compartimientos nucleares (nu-
cleolos, cromocentros, territorios cromosémi-
COs y cuerpos nucleares) y la organizacion de
los cromosomas en el nucleo (ie. la posicién y
la orientacion de los cromosomas en el nucleo)
y las diferencias en la condensacién cromatini-
ca a nivel local.
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11 Analisis de la posicion de la insercion
de los transgenes

Diferentes ensayos han demostrado que
la expresiéon de los transgenes puede variar
significativamente entre especies diploides
relacionadas, entre lineas transformadas inde-
pendientes, y aun entre generaciones de las
lineas trasformadas. Los niveles de expresion
de estas secuencias pueden ser afectados por
diversos factores, entre ellos, la presencia de
numerosas copias de la construccion en uno
o varios loci y el contexto genémico en que
se encuentran las copias. La técnica de FISH
permite mapear los trangenes en cromosomas
metafasicos, en nucleos interfasicos o en fi-
bras extendidas de ADN vy, a su vez, determi-
nar el numero de /oci en que se encuentran los
mismos. Para el mapeo se utiliza una sonda
marcada correspondiente al transgen y otras
sondas que permitan identificar los pares cro-
mosomicos, un genoma o un subgenoma par-
ticular (en el caso de hibridos o alopoliploides).
Uno de los ejemplos clasicos, en el cual se
combinaron diferentes técnicas moleculares y
citogenéticas para analizar los efectos del con-
texto gendmico en la expresién de los transge-
nes fue realizado en tabaco. En el mismo se
empled FISH para mapear los trangenes sobre
los cromosomas y GISH para identificar los ge-
nomas del alopoliploide. A partir de estos es-
tudios, se ha demostrado que, en general, los
transgenes con expresién estable estan locali-
zados en las proximidades de las regiones te-
loméricas y ricas en genes, mientras que los de
expresion inestable se localizan en las regio-
nes intercalares o paracentroméricas que son
mas pobres en genes. Por otra parte, la combi-
nacion de FISH con técnicas de inmunocitoge-
nética permite analizar el contexto epigenético
de la cromatina circundante a los transgenes
y su relacion con la expresién de los mismos.
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I.-CAPITULO 4

Herramientas Basicas de
Ingenieria Genética

Ingrid Garbus, Marisa Gomez
y Viviana Echenique

Introduccion

Hasta principios de los afos 70, el ADN
era la molécula de la célula que planteaba
mas dificultades para su analisis bioquimico.
Excesivamente larga y quimicamente monéto-
na, la secuencia de nucledtidos del DNA tan
solo podia ser estudiada por caminos indirectos
tales como la determinacion de la secuencia de
proteinas, o del RNA. Actualmente, es posible
separar regiones determinadas del ADN, ob-
tener cantidades ilimitadas de esos fragmen-
tos y determinar incluso la secuencia de esos
nucleotidos. Estos adelantos técnicos forman
parte de la tecnologia del ADN recombinante,
de cuyo desarrollo han sido pilares fundamen-
tales el conocimiento de las enzimas de res-
triccion, el esclarecimiento de los procesos de
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Figura 1. Etapas basicas en la clonacion de un fragmento de ADN. En
primer lugar el ADN a clonar y el vector (plasmido) se cortan con la mis-
ma enzima de restriccion. Luego se ponen en contacto en presencia de
la enzima ligasa para obtener una molécula de ADN recombinante que
se introduce en bacterias que multiplicaran el plasmido junto con el frag-

mento de interés.

— &

Seleccidn

replicacion y reparacion de ADN asi como de
la replicacion de virus y plasmidos y la sintesis
quimica de secuencias de nucleotidos. De esta
manera, puede decirse que la tecnologia del
ADN recombinante esta integrada por diversas
estrategias metodologicas, muchas de las cua-
les son adaptaciones de procesos naturales de
la genética microbiana que han sido estudia-
dos y se conocen en profundidad.

LA CLONACION
CLONACION DE GENES

MOLECULAR O

La finalidad de la clonacion molecular es la
obtencion de un determinado fragmento de
ADN, que puede corresponder a un gen, inser-
to en un vector capaz de replicarse, pudiéndo-
se posteriormente amplificar a varios millones
de copias, por ejemplo para analisis de se-
cuencia o para obtener grandes cantidades de
un producto génico.

El desarrollo de la tecnologia del ADN re-
combinante y la clonacion molecular han apor-
tado sofisticados procedimientos que permiten
el aislamiento, purificacion y replicacion de
fragmentos especificos de ADN. La clonacién
de segmentos de ADN, también llamada crea-

cion del ADN recombinante
requiere esencialmente de
las etapas que se enume-
ran a continuacion (Fig. 1)

1. Obtencion del ADN a
clonar

Segun la estrategia ex-
perimental involucrada, el
ADN a clonar puede tener
diferentes  procedencias.
Puede tratarse de ADN
de origen gendémico, de
un producto de amplifica-
cion por PCR, provenir de
la sintesis in vitro, a partir
de una retrotranscripciéon
(ADNc) tomando como
molde el ARNm o de la
sintesis in vitro de secuen-
cias previamente defini-
das. Cuando el material de
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partida es el ADN gendmico, los fragmentos a
ser clonados deben ser escindidos mediante el
empleo de enzimas de restriccién. En algunas
situaciones, particularmente cuando se trata
de la clonacion de productos de PCR, los frag-
mentos deben ser aislados en funcion de su
tamano. Este aislamiento se lleva a cabo a tra-
vés de electroforesis en geles de poliacrilamida
0 agarosa.

2. Eleccion del vector de clonacioén

Un vector de clonacion es una molécula de
ADN que vehiculizara al fragmento de interés y
permitira su amplificacién, resultando de esta
manera indispensable para la creacion del
ADN recombinante. Uno de los principales re-
quisitos para que una molécula de ADN pueda
actuar como vector, es la capacidad de auto-
rreplicacion que ira acompanada de la replica-
cién del fragmento inserto. También es nece-
sario que los vectores tengan un tamafo que
permita su manipulacion fuera de la célula. Los
mas pequenos se manipulan con mayor facili-
dad que las moléculas de ADN mas grandes,
que tienden a ser mas fragiles. Los vectores de
clonacion mas utilizados derivan del genoma
viral o de plasmidos bacterianos. Los compo-
nentes esenciales de un vector de clonacion
son el origen de replicacion, un gen marcador
responsable de alguna caracteristica fenotipi-
ca para la seleccion y al menos un sitio Unico
de restriccion.

3. Generacion del ADN recombinante

El término ADN recombinante se emplea
para hacer referencia al material genético a
clonar unido al vector de clonacién. Para su
obtencion es requisito contar con los dos frag-
mentos de ADN en forma pura, y ligarlos en-
zimaticamente por accién de la enzima ADN
ligasa, en presencia de ATP.

4. Introduccién del ADN recombinante en
el organismo hospedador

Este proceso es realmente el verdadero
evento de clonacién, en el cual el ADN re-
combinante es “clonado” para producir varias
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copias idénticas. Los organismos hospeda-
dores utilizados en biologia molecular deben
contener toda la maquinaria genética para la
amplificacién del ADN recombinante. Puede
tratarse de organismos procariotas (bacterias)
o eucariotas (levaduras, células de mamiferos
cultivadas). En el caso de la utilizacion de sis-
temas bacterianos, la introduccién se realiza
valiéndose de los procesos naturales de la ge-
nética microbiana o modificaciones especificas
de los mismos. De estos métodos modificados,
el mas ampliamente utilizado es el de transfor-
macion en célula competente (ver vectores de
clonacion). Otra forma de introducir el ADN en
la célula hospedadora, de eleccion para molé-
culas de ADN de gran tamano, es el proceso
de electroporacion, que consiste en la creacion
de poros en la membrana celular inducida por
descargas eléctricas que permiten la introduc-
cion del ADN. Los plasmidos hibridos, introdu-
cidos a través de alguno de estos procesos,
continuaran replicandose en la célula hospeda-
dora mientras ésta crezca y se divida, siempre
que sea mantenida la presion de seleccion.

5. Identificacion y seleccion de las células
que contienen al ADN recombinante

En el esquema de transferencia del ADN re-
combinante al hospedador descripto anterior-
mente, se asume que durante la transforma-
cion, no todas las bacterias reciben una copia
del vector hibrido. Es necesario seleccionar
aquellas células que han incorporado el vector,
a través de la utilizacion de marcadores géni-
cos presentes en los vectores de clonacion. Los
mas comunmente empleados son los genes de
resistencia a antibioticos y el fragmento funcio-
nal de lac Z, el gen de E. coli que codifica para
la enzima B-galactosidasa (B-gal). Estos genes
marcadores tienen insertado un sitio multiple de
restriccion (polylinker), de manera que cuando
los fragmentos de ADN son clonados en el po-
lylinker del gen lacZ, anulan la actividad de la
B-galactosidasa. Esta enzima hidroliza un com-
puesto quimico denominado X-gal, y se libera
un colorante azul relativamente insoluble. El
X-gal se incorpora al medio de cultivo en placa
de Petri donde desarrollaran las células hospe-
dadoras del ADN recombinante. Si el ADN clo-
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nado se insert6 en el polylinker y desactivo la
B-galactosidasa, no se producira pigmento azul
y las células formaran colonias que se veran
blancas en la placa de Petri. Caso contrario las
colonias de las células hospedadoras se veran
de color azul. Cuando el marcador es un gen
de resistencia a los antibidticos, las células se
inoculan en medio agarificado que contiene el
antibidtico cuya resistencia confiere el vector,
de manera que solo sobreviviran aquellas cé-
lulas que lo contienen. Luego debera buscarse
especificamente aquellas células que poseen
el fragmento de interés. Estos dos marcadores
suelen ser utilizados en forma conjunta de ma-
nera que solo las colonias portadoras del vec-
tor creceran en medio con antibidtico, y, para-
lelamente, las colonias que poseen el plasmido
recombinante seran de color blanco.

Una vez obtenidas las colonias recombinan-
tes los pasos a seguir incluyen la amplificacion
de la colonia en medio liquido con antibidtico,
purificaciéon del plasmido a partir de la suspen-
sion de bacterias y comprobacion de la presen-
cia del inserto esperado. Para la deteccion del
inserto, pueden utilizarse diversas estrategias.
La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)
se puede utilizar cuando la secuencia del frag-
mento clonado es conocida o para identificar
la secuencia de los fragmentos clonados por
amplificacién con sondas complementarias a
la secuencia terminal del vector. La hibridacion
molecular con una sonda especifica marcada
puede ser utilizada cuando se conoce la se-
cuencia de interés y se dispone de dicha son-
da. En otros casos, se realiza la seleccion en
funcién del tamano del inserto, para lo que el
plasmido recombinante es digerido median-
te enzimas de restriccion y posteriormente se
realiza una corrida electroforética en gel de
agarosa.

HERRAMIENTAS Y PROCEDIMIENTOS
IMPLICADOS.

A pesar de que la obtencion de ADN recom-
binante pudo ser explicada a través de cinco
pasos sencillos, es muy amplio el conjunto de
herramientas y metodologias experimentales
que estan involucradas en su desarrollo. El
objetivo de esta parte del capitulo es introducir
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al lector en las herramientas metodoldgicas de
biologia molecular mas ampliamente utilizadas.

1. VECTORES DE CLONACION

Como hemos mencionado, un vector es una
molécula de ADN a la que se unira el fragmen-
to de interés resultando en el ADN recombi-
nante y, debido a su capacidad de autorrepli-
cacion, permitira la amplificacion del fragmento
insertado. Los vectores de clonacion de ultima
generacién son muy practicos y sencillos de
manejar. Incluyen un sitio multiple de clonacién
o sitio de restriccion multiple (“polylinker”) que
es un segmento corto de ADN con sitios de res-
tricciébn para varias enzimas diferentes, cada
uno de ellos unico para el vector (Fig. 2). Este
sitio suele formar parte del marco abierto de
lectura (“ORF”) de un gen responsable de algu-
na caracteristica fenotipica, por lo que resulta
sencillo confirmar si tras la restriccion se ha ob-
tenido el plasmido hibrido, ya que la inclusion
del inserto produce la pérdida de funcionalidad
del gen mediante inactivacion por insercion.

Existen diferentes tipos de vectores de clo-
nacion, entre los que se incluyen:

A) Plasmidos:

Son moléculas de ADN circular, de doble
cadena, extracromosomicas, presentes en las
bacterias, que poseen propiedades muy utiles
como vectores de clonacion, a saber:

1. Pequefo tamarfio que hace sean faciles de
aislar y manipular.

2. Son circulares, lo que hace que el ADN sea
mas estable durante su aislamiento quimico.

3. Su replicacion transcurre independiente-
mente del ADN nuclear en la célula bacteriana.

4. Existen multiples copias en la célula, de-
pendiendo del plasmido y de la especie hos-
pedadora puede haber de varias a numerosas
copias (por ej. 1000 a 3000 copias de pBR322
por célula).

5. La presencia de genes de resistencia a
los antibidticos que actuan como marcadores
seleccionables facilita la deteccidn y seleccion
de los clones que los contienen.

El tamano de los insertos que se pueden clo-
nar puede ser considerable, sin embargo si son
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Figura 2. Elementos genéticos que constituyen un vector de clonacioén. a) Sitio de restricciéon multiple que
consiste en un corto segmento de ADN con varios sitios de restriccion, cada uno de ellos Unico para el
vector. b) representacion esquematica del plasmido pBR322 con el origen de replicacion (Ori) y los genes
marcadores de resistencia a tetraciclina (;.,R) y ampicilina (,,,,R) que contienen los sitios de restriccion de

BamHl y Pstl, respectivamente;

mayores de 10 kb, el plasmido se hace gene-
ralmente inestable.

Aunque en el ambiente natural los plasmidos
conjugativos generalmente se transfieren por
contacto célula a célula, los plasmidos vecto-
res de clonacion generalmente han sido modi-
ficados a fin de evitar su transferencia por con-
jugacion y asi lograr su contencion biolégica.
Sin embargo, en el laboratorio es posible rea-
lizar la transferencia a la célula hospedadora
por transformacion, utilizando choque térmico
en presencia de cloruro de calcio o mediante
electroporacion.

Aunque los primeros plasmidos utilizados
existian en forma natural, los vectores de clo-
nacién actuales constituyen una generacion
posterior de vectores construidos in vitro, como
el plasmido pBR322 (Fig. 2). En este plasmi-
do, el sitio de restriccion de BamHI esta dentro
del gen de resistencia a la tetraciclina, y el sitio
para Pstl esta dentro del gen de resistencia a
la ampicilina. Si se inserta un fragmento de un
ADN en uno de estos sitios, la resistencia al an-
tibidtico conferida por el gen que contiene este
sitio se pierde (inactivacion por insercion). Por
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tanto, cuando pBR322 es digerido con BamH|I
y se liga a un ADN, y luego se aislan los clones
transformados, aquellos transformantes que
posean resistencia a la tetraciclina y ampicilina
no portan ningin ADN clonado. Aquellas célu-
las que contintan siendo resistentes a la ampi-
cilina pero sensibles a la tetraciclina, contienen
el plasmido con el fragmento del ADN clonado.
Como la resistencia a la ampicilina y a la te-
traciclina puede determinarse independiente-
mente en placas con agar, resulta facil aislar
bacterias que contengan los clones deseados
y eliminar las células que no los contengan.

B) Bacteri6fagos o fagos:

Fago A: se caracteriza por ser un fago es-
pecializado en la transduccion (transduccion
especializada) por lo tanto este fago puede uti-
lizarse también como vector de clonacién para
la recombinacion in vitro. Es un vector de clo-
nacion particularmente util porque:

1. Se conoce bien su estructura, genética
molecular y funcionamiento
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Puede insertar mayor cantidad de ADN que
la mayoria de los plasmidos (entre 10 y 20 kb)

El ADN puede ser eficientemente empaque-
tado in vitro dentro de las particulas del fago

Las particulas del fago son mucho mas efi-
cientes en la infeccion de las células hospeda-
doras (transfeccion) que la transformacion.

El fago A tiene un mapa genético comple-
jo. El tercio central del cromosoma, que con-
tiene genes requeridos para la lisogenia pero
no para el ciclo litico, puede ser escindido por
restriccion y substituido por ADN foraneo (Fig
3a). EIADN recombinante resultante puede ser
empaquetado en las cabezas del fago in vitro,
pudiéndolas el fago inyectar en E. coli, que se
replica produciendo colonias bacterianas que
contienen los fragmentos a clonar.

Dado que el fago A silvestre tiene excesiva
cantidad de sitios de restriccion, no es indica-
do como vector de clonacion por lo que se han
construido fagos A modificados (Charon), en
los cuales los sitios de restriccion no deseados
han sido modificados

Fago M13 es un fago filamentoso que con-
tiene ADN monocatenario y se replica sin ma-
tar a su hospedador. Sin embargo, para po-
der usar M13 para la clonacion es necesario
disponer de una forma bicatenaria ya que las
enzimas de restriccion soélo trabajan sobre
ADN bicatenario. EI ADN bicatenario de M13
puede obtenerse de células infectadas, donde
se encuentra en forma replicativa bicatenaria.
La mayor parte del genoma del tipo silvestre
contiene informacion genética esencial para
la replicacién. Sin embargo existe una peque-
Aa region, llamada secuencia intergénica, que
puede ser utilizada como sitio de clonacion.
Es posible clonar ADN de longitudes variables
hasta 5kb sin afectar la viabilidad del fago. El
ADN monocatenario de M13 y de sus vectores
derivados, ha sido extremadamente util para
secuenciar ADN.

Tanto en el fago A como el M13 se ha inser-
tado como marcador el gen lacZ.

C) Coésmidos:

Son hibridos entre plasmidos y el fago A y
combinan las ventajas de ambos como vecto-
res. Poseen la habilidad del plasmido para re-
plicarse autbnomamente en las células de E.

coliy la capacidad de empaquetamiento in vitro
del cromosoma de A y contienen el origen de
replicacion y los genes de resistencia a los anti-
bidticos de su plasmido parental. Cos proviene
de sitio cohesivo (“cohesive site”) en referen-
cia a la terminal de simple cadena de 12 bases
complementaria en el cromosoma de A madu-
ro. El sitio cos es reconocido por el sistema
de empaquetamiento de ADN de A, haciendo
cortes escalonados que originan los extremos
cohesivos complementarios en el cromosoma
maduro del fago. La principal ventaja de los
césmidos como vectores es su habilidad para
insertar fragmentos de ADN de 35 a 45 kb.

D) Fasmidos (fagémidos):

Son vectores hibridos entre el fago M 13 y
el plasmido pBR323 que contienen los orige-
nes de replicacion de ambos. Normalmente la
replicacion depende del plasmido, pero cuando
una célula que contiene un fasmido se infecta
con un fago de tipo salvaje, el origen del fago
es responsable de la replicaciéon y se generan
copias monocatenarias. Este ADN monocate-
nario es empaquetado en viriones y puede ais-
larse facilmente y ser utilizado para secuenciar.
Habitualmente los fasmidos pueden transportar
de forma estable un fragmento de ADN clonado
mayor que un vector tipico derivado de M13.

E) Cromosomas artificiales:

A partir de la creacion de proyectos de se-
cuenciacion de genomas completos se gesta
la necesidad de obtener vectores que alber-
guen porciones de ADN de mayor tamafio para
efectuar el analisis gendmico y obtener mapas
fisicos de cromosomas. El primer sistema de
clonado de grandes fragmentos de ADN fue
informado en 1987 por Burke y colaborado-
res, los cromosomas artificiales de levaduras
(YACs), minicromosomas con la capacidad de
contener insertos de ADN de 200-500 kbp (Fig.
3b). Los YACs son vectores de DNA lineares
que contienen los elementos esenciales de los
cromosomas de la levadura, como por ejemplo
el origen de replicacion ARS (Autonomously
Replicating Sequence). Introducidos en la cé-
lula de levadura, los YACs se replican y segre-
gan junto con el complemento cromosémico
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Figura 3. Vectores de clonacién. Se muestran los elementos genéticos que constituyen los vectores de
clonacion. a) Fago lambda. El cromosoma se organiza de acuerdo con las proteinas codificadas por los
genes: C&C: cabeza y cola, genes de proteinas de la capside, de unién cabeza-cola y de estabilizacion y
empaquetamiento de ADN, rec: genes de recombinacion, proteinas para la integracion y escisién del ADN
del fago en el cromosoma de la bacteria hospedadora, reg: genes regulatorios, para el cambio entre los
distintos ciclos del fago, rep: region de replicacion, con el origen de replicacion y los genes O y P, lisis:
genes que posibilitan la lisis celular, b) Cromosoma artificial de levadura (YAC). ARS: origen de replicacion,
CEN: centromero, TEL: telomeros, URA: gen marcador seleccionable para el desarrollo en medio con ura-
cilo. Amp: gen marcador seleccionable en medio con ampicilina. El ADN es clonado en el sitio BamHI. C)
Cromosoma artificial de bacterias (BAC). Deriva del factor bacteriano F. Su esqueleto contiene regiones
esenciales que le otorgan estabilidad y bajo numero de copias en cada bacteria, parA, parBy parC. oriS:
origen de replicacion unidireccional. CM": gen marcador seleccionable en medio con cloranfenicol, repE:
gen de proteina autoregulatoria esencial para la replicaciéon desde oriS. pBeloBAC11, el vector BAC mas
utilizado, tiene tres sitios unicos de clonado, Hindlll, BamHI y Sphl dentro del gen marcador lacZ.

habitual. El marcador seleccionable suele ser
un gen de tipo silvestre que le confiere la ca-
pacidad prototréfica a la célula hospedadora.
El mas comunmente utilizado es URA3+, que
confiere a las auxotrofos URA3- la capacidad
de desarrollarse en un medio de cultivo sin ura-
cilo. Durante la meiosis los YACs se aparean
con cualquier YAC homodlogo presente, resul-
tando en una alta frecuencia de recombina-
cion entre los fragmentos clonados. Esta alta
frecuencia de quimerismo lleva a predicciones
inexactas en los mapas fisicos moleculares vy,
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junto con la falta de familiaridad en el manejo
de levaduras entre biélogos moleculares, limi-
taron el uso de los YACs. Para superar estas
dificultades fueron desarrollados los cromo-
somas artificiales de bacterias (BACs) consti-
tuyen un sistema de clonacion que mantiene
un bajo numero de copias en cada bacteria,
garantizando una recombinacion minima entre
diferentes fragmentos de ADN y son de sencilla
manipulacién. Los BACs se basan en el plas-
mido F de 7kb de E. coli y pueden llevar inser-
tos de 300 kb aunque el promedio es de 100
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kb (Fig. 3c). Contienen como elementos esen-
ciales una copia del origen de replicacion de E.
coli, un marcador de seleccidon que suele ser
un gen de resistencia a antibiéticos y un siste-
ma de recombinacion sitio-especifico (cre-lox),
cuyo rol consiste en forzar la circularizaciéon de
grandes insertos. Los cromosomas artificiales
derivados del fago P1 (PACs) permiten la clo-
nacion de fragmentos de 80-100 Kpb vy, al igual
que los BACs, presentan bajo grado de qui-
merismo. El fago P1 se replica primero como
plasmido de bajo numero de copias y luego
como un largo segmento de ADN compuesto
por multiples copias de la secuencia repetida
(concatemero), que es empaquetado en la ca-
beza del fago por un mecanismo similar al del
fago lambda. Las propiedades de los clones
PAC permiten la iniciacion de empaquetamien-
to en las etapas de clonacién, escision de las
secuencias de alto numero de copias después
de la infeccion bacteriana y la induccién de la
replicacién inmediatamente antes la amplifica-
cion del ADN. Utilizan al igual que los BACs el
sistema cre-lox.

la célula

Introduccion del vector en

hospedadora

En el caso de la utilizacion de sistemas bac-
terianos, la introduccion del vector en la célula
hospedadora se realiza valiéndose de los me-
canismos naturales de la genética microbiana
dado que en los procariotas existen mecanis-
mos de intercambio genético, que permiten
tanto la transferencia de genes como la recom-
binacion del inserto, a través de uno de los si-
guientes procesos genéticos:

Transformacién: es un proceso por cual
el ADN libre del medio ambiente se incorpora
en una célula receptora, trayendo aparejado
un cambio genético. Una cadena de este ADN
libre, llamado donador, es captada y puede
transformar genéticamente la célula receptora
por recombinacién con una region homologa
del cromosoma. El movimiento de las molécu-
las de ADN a través de la membrana y den-
tro del citoplasma de la célula receptora es un
proceso activo, que requiere energia. Las cé-
lulas que son capaces de tomar una molécu-
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la de ADN y ser transformadas se denominan
competentes. Estas células secretan el factor
de competencia, que es una pequena proteina
que induce la sintesis de otras 8 a 10 nuevas
proteinas requeridas para la transformacion.
La transformacion es un proceso que ocurre
s6lo en algunas especies bacterianas.

Transduccion: se refiere a la transferen-
cia del ADN de una célula a otra por medio de
un fago, denominacion utilizada para los virus
cuando se trata de hospedadores bacterianos.
Esta transferencia de genes puede ocurrir de
dos maneras:

a) transduccién generalizada: una frac-
cion del ADN celular, que puede proceder del
cromosoma o del plasmido del hospedador,
durante el ensamblaje del virus pasa a formar
parte del ADN de la particula virica madura, re-
emplazado el genoma del fago. Una vez que
son liberados, estos fagos anormales pueden
pegarse a otras células y donar ADN, pero no
dan lugar a lisogenia ni a lisis dado que no pue-
den replicarse independientemente por carecer
de gran parte del ADN féagico. Si los genes del
donador no sufren recombinacion homodloga
con el cromosoma de la bacteria de la célula
receptora se perderan.

b) transduccién especializada (restringi-
da): ocurre sélo en algunos virus atempera-
dos, es decir, aquellos que se integran en el
genoma como parte de su ciclo biolégico. En
este mecanismo el ADN de una regién especi-
fica del cromosoma del hospedador se integra
directamente en el genoma del fago, reempla-
zando algunos de sus genes. El genoma fagi-
co recombinante puede empaquetarse segui-
damente en una cabeza de fago y el resto del
fago puede ensamblarse normalmente. Este
fago puede carecer de la capacidad de repli-
car, no obstante puede inyectar su ADN, que
contiene ademas algunos genes de la célula
receptora a una nueva célula receptora. Pue-
de también ocurrir recombinacion homologa,
sin embargo, como el ADN donador bacteria-
no esta formando parte del genoma de un fago
atemperado se presentan dos posibilidades:
que el ADN se integre en el cromosoma del
hospedador durante la lisogenizacion, o que el
ADN se replique en el receptor como parte de
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una infeccion litica. En ambos casos, la parti-
cula virica transductora es normalmente defec-
tiva como virus, ya que los genes viricos han
sido reemplazados. Si bien no todos los fagos
tienen la capacidad de transducir, ni todas las
bacterias son transducibles, el fendmeno esta
lo suficientemente extendido como para asu-
mir que desempefia un importante papel en las
transferencias genéticas que se producen en
la naturaleza.

Conjugacién: mecanismo de transferencia
genética mediada por un plasmido que requiere
contacto de célula a célula. Ciertos plasmidos y
transposones conjugativos confieren a sus cé-
lulas hospedadoras la capacidad de transferir
ADN a otras células por conjugacion. La conju-
gacion requiere una célula donadora, que con-
tiene un tipo particular de plasmido conjugativo,
y una célula receptora que carece de él. El pro-
ceso de conjugacion, presenta caracteristicas
diferenciales segun se trate de bacterias Gram
positivas o Gram negativas. En el primer caso,
las células receptoras secretan un péptido de
pequeino tamafo que provoca que la célula do-
nadora sintetice un componente adhesivo en la
superficie celular. EI ADN plasmidico es pos-
teriormente transferido desde el donador a la
célula receptora adherida. Estos cruzamientos
pueden tener lugar en medios liquidos. En el
segundo caso, el plasmido codifica, entre otras
proteinas, las subunidades de la proteina del
pelo sexual, mediante el cual se realiza el con-
tacto. El pelo constituye un puente de conjuga-
cion a través del cual pasa el ADN permitiendo
el apareamiento especifico. Durante la conju-
gacion, pueden resultar movilizados otros ele-
mentos genéticos, como grandes bloques del
cromosoma del hospedador u otros plasmidos.

Transposicién conjugativa: es una con-
jugacion independiente del plasmido, un tipo
de conjugacion facilitada por un transposén
conjugativo, que pueden encontrarse tanto en
el cromosoma como en los plasmidos. El con-
tacto entre las bacterias donadora y receptora
induce la escision del transposon en el dona-
dor: en cada extremo del transposén (integra-
do), se producen un par de cortes alternos de
modo que al escindirse una de las cadenas en
cada extremo del transposén porta con ella
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(generalmente) seis nucledtidos de la molécula
hospedadora. (Estas secuencias terminales de
simple cadena se denominan secuencias aco-
plantes). El transposén escindido se circulariza
entonces como resultado del apareamiento de
entre las secuencias acoplantes. Parece pro-
bable que solo se transfiera una simple cadena
al receptor, y que la cadena complementaria se
sintetice, en el receptor, antes de la insercion.

Las estrategias de introduccién de vectores
en células hospedadoras utilizadas en las téc-
nicas in vitro del ADN recombinante, han sido
desarrolladas en base a modificaciones de es-
tos procesos naturales de transferencia de ma-
terial genético en procariotas.

2. ENZIMAS UTILIZADAS EN LA
GENERACION DE ADN RECOMBINANTE

El requisito primordial para la clonacién
de un gen o segmento de ADN de interés es
poder contar con dicho fragmento en forma
individual, aislado desde su entorno geénico.
Para ello, la tecnologia del ADN recombinan-
te cuenta con una herramienta indispensa-
ble, las endonucleasas de restriccion. Estas
enzimas reconocen secuencias especificas
de ADN de 4 a 8 bases de extension y es-
cinden los enlaces fosfodiéster del material
genético en dichos sitios, denominados sitios
de restriccion. Para actuar como sustrato de
estas enzimas, el ADN debe hallarse como
doble hebra.

Son extraidas de organismos procarioti-
cos, donde actian como un mecanismo de
defensa para degradar material genético
extrano que entra en la célula, proveniente
principalmente de fagos. Para diferenciar el
ADN propio del extrano, las bacterias tienen
la capacidad de metilar su propio ADN inme-
diatamente después de la replicacién, ha-
ciéndolo de este modo irreconocible por las
endonucleasas.

Las endonucleasas se nombran en relacién
a las bacterias de las que fueron aisladas por
primera vez, considerando que la primera le-
tra representa el género de la bacteria, las
proximas dos indican la especie, una cuarta
letra indica la cepa, y un namero al final indi-
ca el orden en que fue identificada la enzima
en esa cepa. Segun este criterio, la enzima
EcoRI, representa a la primer endonucleasa
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a) 5 CATGAATTCGAGS” EcoRl 5 CATG AATTCGAG 37
3 GTACTTAAGCTCS’ 3 GTACTTAA GCTC 5°

b) 5 GTACCCGGGATCY’ Smal 5'GTACCC GGGATC Y’
3CTATGGGCCCTAGS’ 3'CATGGG CCCTAG S’

c) 5f ATCleAGGAGT 3 EcoRll 5"ATC CCAGGAGT 37
3" TAGGGTCCTCA & 3 TAG GGTCCTCA S’

Figura 4. Corte del ADN por enzimas de restriccion. Reconocimiento y escision de secuencias palindro-
micas originando: a) extremos cohesivos o b) extremos romos. En este caso puede utilizarse la enzima
transferasa terminal para la incorporacion de extremos cohesivos. ¢) reconocimiento y corte de secuencias
no palindromicas. Las flechas indican los sitios de corte mientras que las secuencias reconocidas se se-

Aalan en negrita.

aislada en el género Escherichia, especie
coli, cepa RV 13. Se utiliza el término isoqui-
zOmeros para las enzimas que reconocen la
misma secuencia de ADN pero han sido ob-
tenidas de diferentes especies de bacterias.

Pueden diferenciarse tres tipos de enzi-
mas de restriccion. Las de tipo | y Ill escin-
den en sitios alejados de la secuencia de re-
conocimiento, requiriendo de ATP para reali-
zar el traslado del sitio de reconocimiento al
de acciodn y tienen actividad de restriccion y
metilacion simultaneamente. En cambio, las
de tipo Il cortan en el sitio de reconocimien-
to, tienen actividad de restriccién exclusiva-
mente y reconocen secuencias palindromi-
cas (secuencias que se leen igual en ambas
direcciones). Estas ultimas son las utiliza-
das para el clonado de ADN, aunque tienen
otras aplicaciones como las construccion de
mapas de restriccién de un plasmido o bac-
teriéfago, fragmentacion del ADN gendmico
para su separacion por electroforesis con
aplicacién en técnicas como “Southern Blot”
o fingerprinting o la generacién de fragmen-
tos para ser usados como sondas.

Las escisiones realizadas por las endo-
nucleasas de tipo Il, pueden resultar en
extremos romos o cohesivos. En el primer
caso, se producen cortes escalonados
que crean colas cortas de cuatro bases de
cadena simple en cada extremo del frag-
mento. Estas colas tienden a asociarse
con una cadena complementaria por apa-
reamiento de bases (Fig. 4a), a secuen-
cias complementarias de otro fragmento
con colas generadas por la misma enzima.
Cuando se generan extremos romos, el
ADN es clivado en el centro de la secuen-
cia de reconocimiento, en el mismo punto
en ambas cadenas, no quedando bases
desapareadas en los extremos por lo que
no presentan tendencia a unirse con otros
fragmentos por complementariedad (Fig.
4b).

Aunque por su especificad y versatilidad
las endonucleasas de restricciéon son las
enzimas las mas renombradas, la tecno-
logia del ADN recombinante no seria fac-
tible sin la participacion en el proceso de
otras enzimas de roles diversos (Tabla 1).



Enzima

Endonucleasas de tipo
n

Ligasa de ADN

presencia de ATF

Accion

Unidn de dos fragmentos de
ADM con extremos romos, en

Aplicacion

Clivaje sitisespecifico del ADN Generacién de fragmentos de

ADN

Farma enlaces covalentes
entre el extremo 5" de una
cadena palinuclectidica y el
extremo 3’ de otra cadena

Transcriptasa reversa

Sintesis de una hebra de ADNC
utilizando como molde ARM.

Construccion de bibliolecas de
cDMA. Amplificacion por PCR

Polinucleotido kinasa
fosfato al e
polinucladtido,

Transferasa Terminal Adicidn de colas

homopolimencas al exiremo

Incorporacion de un grupo
xtremo 5'de un

Permite ligado con ofro
polinucledtido o incorparacian
de fosfato marcada.

Genera exfremos cohesivos
ohgo dT v aligo dA

3'0OH de ADM doble habra

lineal

Exonucleasa lll

Remocidn de nucledtdos del

Expone los extremaos §°

egxtremo 3" de un ADN doble

hebra.

Exonucleasa del fago |

Remocidn de nucladtdos dal

Expone los axtramas 37,

extremo 5 de ADM doble

hebra.

Fosfatasa alcalina

Remocidn de fosfatos
terminales de extramos 5

Impida autaligado de vectores.
Permite la incorporacion de
fosfato 5" marcado

Fragmento kKlenow

dirgccian 3'75’

Fragmento de una enzima ADN
polimeraza, con aclividad DA
polimerasa y exonucleasa en

Ganeara exiremos romos desde
el ext remo 3, por sintesis
complementaria o clivaje de
nucledtidos desapareados.

Tabla 1. Algunas enzimas utilizadas en la tecnologia del ADN recombinante

3. SEPARACION DE FRAGMENTOS DE
ADN: ELECTROFORESIS EN GEL

La electroforesis es una técnica que permite
la separacion de moléculas en funcion de su di-
ferente movilidad en un campo eléctrico, sien-
do el parametro esencial su diferencia en carga
eléctrica. Sin embargo, determinados soportes
como los geles de agarosa o poliacrilamida,
ofrecen una resistencia notable al avance de
las moléculas. Aunque el parametro que rige
el avance es la relacion carga/masa, como en
los acidos nucleicos la carga eléctrica es pro-
porcional a la longitud en nucledtidos, la rela-
cion carga/masa es la misma para todas las
moléculas. Como resultado, el efecto de retar-
do del gel depende del tamafio molecular por
lo que la electroforesis separa los fragmentos
de acido nucleico segun su tamarfo o longitud.
La agarosa es un polisacarido, cuyas disolu-
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ciones (0,5 - 2%) forman un gel semisdlido al
enfriarse, constituido por una matriz o trama tri-
dimensional de fibras poliméricas, que retarda
el paso de las moléculas de acido nucleico a su
través, en funcién de su tamafo. Los geles de
poliacrilamida se forman por la polimerizacién
de acrilamida y bis-acrilamida, catalizada por
el agente oxidante persulfato de amonio y la
amina terciaria TEMED como agente reductor.
La variacion de la concentracion de acrilamida
posibilita la modificacion controlada el tamafo
del poro. Estos geles presentan menor rango
de separacion que los geles de agarosa, pero
mayor poder de resolucion, pudiendo discrimi-
nar fragmentos de ADN con diferencia de ta-
mano de soélo una base. Se usan ademas para
la separacion y caracterizacion de proteinas.
Para establecer el tamafio de fragmentos
separados se utilizan marcadores moleculares,
que consisten en una mezcla de fragmentos de
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ADN de tamafio conocido, a partir de los que
se puede inferir el tamafio de la muestra anali-
zada. Se establece una curva de calibrado en
la que se consigue la linealidad graficando el
tamafno en funcidén de la inversa de la movili-
dad o el logaritmo del tamano respecto de la
movilidad.

Dentro de las aplicaciones mas comunes de
la electroforesis en gel en biologia molecular,
podemos mencionar chequeo de la amplifica-
cion de fragmentos de PCR, identificacion de
polimorfismos y la identificacion de genes me-
diante el establecimiento de sus patrones de
restriccion.

4. HIBRIDACION. ANALISIS MOLECULAR
DE ADN, ARN Y PROTEINAS

La hibridacion es la construccion artificial de
un acido nucleico bicatenario por apareamien-
to (emparejamiento) de bases complementa-
rias de dos acidos nucleicos monocatenarios.
Para que exista la formacion de hibridos esta-
bles debe haber un alto grado de complemen-
taridad. Se define formalmente como sonda
(“probe”) a un fragmento determinado de ARN
o ADN marcado quimica o radioactivamente,
utilizado para localizar determinadas secuen-
cias de acidos nucleicos mediante hibridacion.

A) Analisis de ADN por hibridaciones
Southern Blot

Los procedimientos utilizados, para separar
acidos nucleicos y proteinas se rigen por el
mismo principio, pero involucran algunas dife-
rencias de técnicas debidas a las caracteristi-
cas particulares de cada clase de moléculas.

En 1975, E. M. Southern, publicé un nuevo
procedimiento que permitié a los investiga-
dores ubicar los genes y otras secuencias de
ADN sobre fragmentos de restriccion separa-
dos por electroforesis en gel. La principal ca-
racteristica de esta técnica es la transferencia
de las moléculas de ADN que han sido digeri-
das por endonucleasas de restriccion y separa-
das por electroforesis en gel a una membrana
de nylon o nitrocelulosa. Esta transferencia se
denomina Southern Blot, en honor al cientifi-
co que desarrollo la técnica (Fig. 5). Para rea-
lizarla, el ADN es desnaturalizado (abierto en
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Fragmentacion del ADM
a A

4

RO
~T A 5
Corfida electroforética
(gel agarosa)

b = =
Transferancia a nitrocelulosa
c : (capilaridad)
1 Incubacion con la sonda
d Autorradiografia

Figura 5. Método de hibridacion de Southern. a) Es-
cision enzimatica o mecanica del ADN; b) inclusion
del ADN en el gel de agarosa y corrida electroforé-
tica; c) transferencia de las moléculas de ADN des-
de el gel de agarosa hacia un filtro de nitrocelulosa
por capilaridad, previa desnaturalizacion del ADN;
d) hibridacion con la sonda monohebra, seguida de
lavados y deteccion por autorradiografia.

sus dos cadenas), ya sea antes o durante la
transferencia, mediante tratamiento alcalino.
Una vez completada la transferencia, el ADN
es inmovilizado sobre la membrana por expo-
sicion a elevada temperatura o a radiaciéon UV.
Una sonda de ADN conteniendo la secuencia
de interés es entonces incubada con el ADN
inmovilizado. La sonda sélo va a hibridar con
moléculas de ADN que contienen la secuencia
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de nucledtidos complementaria a su secuencia.
El excedente de sonda no hibridada se elimina
mediante repetidos lavados de la membrana.
Las sondas pueden marcarse por diferentes
métodos: con elementos radioactivos, o com-
puestos que producen color o luminiscencia,
etc. Luego de la hibridacion, la membrana se
somete a diferentes procedimientos para poner
en evidencia la sonda, de acuerdo al método
con el que haya sido marcada.

B) Analisis de ARN por transferencia e hi-
bridacion: Northern Blot

De manera similar al tratamiento realizado
con las moléculas de ADN, las moléculas de
ARN también pueden ser separadas por elec-
troforesis en geles de agarosa, transferidas a
membranas y analizadas. La transferencia de
ARN se denomina Northern blot, en reconoci-
miento al hecho de que el procedimiento es la
imagen de espejo de la técnica Southern blot.

Ambos procedimientos son esencialmen-
te idénticos. Sin embargo, las moléculas de
ARN son muy sensibles a la degradacién por
enzimas ARNasas. Por lo tanto, se debe tener
mucha precaucién para evitar la contaminacion
de los materiales con estas enzimas. Ademas,
la mayoria de las moléculas de ARN contienen
estructuras secundarias (producidas por apa-
reamiento complementario intracadenas), por
lo tanto deben mantenerse desnaturalizadas
durante la electroforesis para poder separar-
las en base a su tamafio. La desnaturalizacion
se provoca incorporando formaldehido u otro
quimico desnaturalizante a la solucion tampén
(“buffer”) utilizada en la electroforesis. Después
de la transferencia a la membrana apropiada,
las moléculas de ARN pueden hibridar con
sondas de ADN o ARN.

C) Analisis de proteinas por transferencia
e inmunodetecciéon o Western Blot

La electroforesis en gel de poliacrilamida es
una herramienta muy importante para la sepa-
racion y caracterizaciéon de proteinas. Debido a
gque muchas de las proteinas estan compues-
tas por dos o mas subunidades, las cadenas
polipeptidicas individuales son separadas por
electroforesis en presencia del detergente do-
decil sulfato de sodio (SDS), que actua como
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agente desnaturalizante de las proteinas. Los
polipéptidos separados por electroforesis tam-
bién pueden ser transferidos del gel a una mem-
brana de nitrocelulosa y pueden ser detectados
utilizando anticuerpos especificos. Esta trans-
ferencia de proteinas se denomina Western
blotting y se realiza utilizando una corriente
eléctrica para trasladar las proteinas desde el
gel a la superficie de la membrana. Después
de la transferencia, la proteina de interés es
identificada mediante la unién a un anticuerpo
especifico que estd conjugado (marcado) ya
sea con isétopos radioactivos, que permiten la
deteccién por autoradiografia, o con enzimas
que producen un producto visible cuando se
adiciona el sustrato correspondiente.

5. AMPLIFICACION DEL ADN: REACCION
EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

La PCR constituye una tecnologia poderosa
que involucra la sintesis enzimatica in vitro de
millones de copias de un segmento especifico
de ADN. La reaccion se basa en la hibridacion
de un par de oligonucleétidos, disefiados en
base a la secuencia de interés y sintetizados
artificialmente, a la secuencia de ADN (Fig 6).
Estos oligonucledtidos funcionan como inicia-
dores o cebadores (“primers”) que delimitan la
secuencia a ser amplificada. La primera etapa
de la reaccion involucra la desnaturalizacion
del ADN de doble cadena, por elevacion de
la temperatura a 92-95°C. Posteriormente co-
mienzan los ciclos de PCR, que comprenden:
desnaturalizacion de la doble cadena, union
por complementariedad del cebador al ADN
de simple hebra y replicacion del ADN a par-
tir del cebador, catalizada por la enzima Taq
polimerasa. La temperatura de union de los
cebadores al ADN de cadena simple depende
de la secuencia y tamafio del oligonucledtido,
asi como de la estrategia especifica de trabajo,
comprendiéndose en términos generales entre
los 35-60°C. La fase de sintesis de ADN com-
plementario se lleva a cabo a la temperatura
Optima para que la Taq polimerasa realice la
replicacion a partir de cada extremo 3° de los
cebadores. Se trata de una ADN polimerasa
termo-resistente aislada de Thermus aqua-
ticus, bacteria que vive en fuentes termales.
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Figura 6. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). a) Representacion de una reaccion de PCR de tres
ciclos. En cada ciclo se suceden tres etapas: i- desnaturalizacion por calor del ADN (94°C) para separar
las hebras, ii- uniéon por complementariedad de los cebadores a las monohebras (en este ejemplo 55°C),
iii- reaccion de polimerizacion de por la enzima TAQ polimerasa, dando la hebra complementaria al molde
de ADN (72°C); b) Comportamiento de una fragmento de ADN blanco de los cebadores, a través de los
mencionados ciclos de PCR. En cada ciclo, se incrementa la cantidad de ADN blanco, siguiendo la relacion
2", donde n es el numero de ciclos. En el ejemplo, con tres ciclos de PCR, se obtienen 23 copias. c) Verifi-
cacion de un producto de PCR sobre un gel de agarosa. En la calle de la izquierda se muestra el marcador
de peso molecular. En la primera calle, se observan dos fragmentos de 700 y 650 pares de bases (bp),
respectivamente, sugiriendo que el cebador ha encontrado complementariedad en mas de un sitio en el

genoma. Las calles 2 y 3 presentan banda unica de 700 y 550 bp aaproximadamente en cada caso.

Este ciclo es repetido por algunas decenas de
veces Yy, como el producto de cada polimeri-
zacion sirve como molde para el siguiente, en
cada ciclo se duplica la cantidad de producto
sintetizado. Es necesario tener en cuenta que,
ademas de la enzima, los cebadores y el ADN
de interés, para que se produzca la amplifica-
cion es necesaria la presencia de un medio
tamponado y desoxinucleoétidos (ANTPs) y clo-
ruro de magnesio que actia como cofactor de
la enzima. El resultado de la reaccién es un
fragmento de ADN de doble cadena cuyos ex-
tremos corresponden a los extremos 5° de los
cebadores y su tamafo a la distancia entre los
mismos. A pesar de que se forman moléculas
mas largas a partir del molde original en cada
ciclo, se acumulan solo a una tasa lineal y no
contribuyen significativamente a la masa final
de secuencia blanco.
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Después de apenas 20 ciclos se logra mas
de un millén de veces la cantidad inicial de la
secuencia de interés. Esta escala de amplifi-
cacién permite, por lo tanto, iniciar el proceso
con cantidades minimas de ADN (del orden de
pico o nanogramos) y terminar la reaccion con
grandes cantidades de una secuencia de inte-
rés. La versatilidad de esta reaccion es enorme
y la combinacion de la PCR y la secuenciacion
constituye una poderosa herramienta para el
analisis de genes.

Como hemos mencionado, la técnica de
PCR es de suma utilidad para amplificar ADN
a partir de fragmentos clonados en distintos
vectores, donde los cebadores son comple-
mentarios a los sitios del vector que flanquean
el fragmento inserto. La versatilidad de la PCR
incluye la amplificacion a partir de ADN de ma-
terial embebido en parafina por varios afnos,

59



de material momificado, de restos fésiles, etc.
Dentro de los usos mas frecuentes, podemos
mencionar la deteccién de enfermedades gené-
ticas, determinacion del sexo en embriones hu-
manos, clonacion de genes, mutagénesis in vitro
y mapeo y secuenciacion de genomas.

A) RT-PCR

Se trata de una reaccion de PCR, secundaria
a la transcripcion reversa del ARNm, catalizada
por la enzima transcriptasa reversa (RT). Esta
enzima es capaz de sintetizar ADN utilizando
ARN como molde y forma parte de la bateria
enzimatica de los retrovirus, virus de ARN que
requieren la sintesis de ADN para ser integrados
en el genoma del hospedador. El esquema ge-
neral de la RT-PCR consiste en un primer paso
de sintesis de ADN complementario (ADNc) de
cadena simple tomando como molde el ARN. En
esta etapa, llamada sintesis de la primera hebra
(first strand synthesis) se utilizan cebadores que
pueden ser especificos para el gen de interés,
hexameros de secuencia al azar u oligodT, se-
gun se busque sintetizar sélo el ADNc especifico
o los ADNc correspondientes a todos los ARNs
del tejido en cuestion. Por lo tanto, mientras que
el uso de primers especificos aumenta la espe-
cificidad, los otros dos tipos de cebadores maxi-
mizan el numero de moléculas de ARNm que
pueden ser analizadas en una muestra peque-
fa de ARN. El uso de hexameros al azar, puede
ocasionar distorsiones por exceso en el numero
de copias de un determinado ARNm, compara-
do con los cebadores especificos. La segunda
etapa consiste en subsecuentes ciclos de PCR
con los cebadores especificos para la secuen-
cia de interés, lo que permite obtener cantida-
des apropiadas del ADN para diversas mani-
pulaciones genéticas. Esta estrategia conjunta
de retrotranscripcion y PCR puede ser utilizada
para el estudio de ARNm a nivel de una célula
individual. Los principales alcances de esta téc-
nica incluyen la determinacion de la presencia o
ausencia de un transcripto, estimacion del nivel
de expresién y para el clonado de ADNc sin la
construccion de una genoteca.

La técnica de PCR por transcriptasa reversa
es denominada como “RT-PCR”, la cual desafor-
tunadamente, puede ser confundida con la PCR
de Tiempo Real, ya que ambas tienen la misma
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sigla (RT- PCR). De lo expuesto es obvio, la ne-
cesidad de ser especificos en las denominacio-
nes, sobre todo cuando se combinan ambas téc-
nicas: “Real Time de RT — PCR”

B) PCR cuantitativa (qQPCR) o PCR en tiem-
po real (RT-PCR).

Una variante de la PCR convencional que se
basa en la deteccion y cuantificacion simultanea
de la fluorescencia emitida por los productos de
PCR que se acumulan durante el proceso de
amplificacién. La PCR cuantitativa ofrece la po-
sibilidad de detectar, en tiempo real, el nivel de
amplificacién de una secuencia de interés, con
el objeto de estimar la cantidad de esa secuen-
cia presente en la muestra original. En la PCR a
tiempo real, los procesos de amplificacion y de-
teccion se producen en el mismo vial cerrado, sin
necesidad de ninguna accion posterior. Ademas,
mediante deteccion por fluorescencia se puede
medir durante la amplificaciéon la cantidad de
ADN sintetizado en cada momento, ya que la
emisiéon de fluorescencia producida en la reac-
cion es proporcional a la cantidad de ADN forma-
do. Esto permite conocer y registrar en todo mo-
mento la cinética de la reaccion de amplificacion.

Los termocicladores para llevar a cabo la PCR
a tiempo real incorporan un lector de fluorescen-
cia y estan disefiados para poder medir, en cual-
quier momento, la fluorescencia emitida en cada
uno de los viales donde se realice la amplifica-
cion. Los sistemas de deteccioén por fluorescen-
cia empleados en la PCR a tiempo real pueden
ser de dos tipos: agentes intercalantes y sondas
especificas marcadas. Los agentes intercalantes
son fluorocromos cuya emision de fluorescencia
aumenta notablemente cuando se unen a ADN
de doble hélice. EI mas empleado en PCR a
tiempo real es el SYBR Green |. El incremento
de ADN en cada ciclo se refleja en un aumen-
to proporcional de la fluorescencia emitida. Este
sistema de deteccidn es de facil implementacion
y mas econémico que el uso de sondas especi-
ficas. Sin embargo, presenta baja especificidad.
El riesgo de amplificaciones inespecificas pue-
de disminuirse iniciando la reaccion de PCR a
temperaturas elevadas (hot-start PCR). Pueden
utilizarse polimerasas recombinantes que funcio-
nan después de ser activadas por temperatura
o polimerasas unidas a anticuerpos que mantie-
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nen bloqueado el centro activo de la enzima has-
ta que son desnaturalizados por calor. Ademas,
la mayoria de los equipos de RT-PCR tienen la
posibilidad de determinar el Tm de los fragmen-
tos amplificados, que depende de su longitud y
de la composicion de sus bases, resultando ca-
racteristico de cada fragmento. Las sondas de
secuencia especifica, estan marcadas con dos
tipos de fluorocromos, un donador y un aceptor.
Las mas utilizadas son las sondas de hidrdlisis,
denominadas también sondas TagMan que con-
tienen un fluorocromo de extincion de fluores-
cencia (Q, quencher) unido en el extremo 3" y
otro reportero (R) en el extremo 5°. Cuando se
produce la extension de la cadena de la sonda
por accion de la Taq polimerasa, como resultado
del clivaje del extintor por su actividad de exo-
nucleasa es emitida la fluorescencia. La fluores-
cencia detectada durante cada ciclo de la PCR
sera proporcional a la cantidad de ADN que se
esta amplificando.

La confiabilidad de los resultados obtenidos
mediante esta técnica requiere de la realizacién
en paralelo una curva patrén en las mismas con-
diciones para conocer la cantidad total de ADN
que se esta amplificando.

Ente las principales aplicaciones de PCR en
tiempo real, podemos mencionar:

Amplificaciéon y deteccion de ADN o ARN
especifico en una muestra. Los blancos de de-
teccion pueden estar asociados a la presencia
de agentes patdgenos, resultando una herra-
mienta de extrema utilidad para fines de diag-
nostico clinico. En el caso del ARNm, debe ser
previamente retrotranscripto a cDNA, mediante
una transcriptasa reversa que posee actividad
endo H, es decir, remueve el ARNm permitiendo
que se forme la segunda hebra de ADN. Tam-
bién puede aplicarse al estudio de las variantes
de “splicing” (corte y empalme de intrones) del
ARNmM.

Cuantificacion del ADN o ARN diana en la
muestra. Se puede cuantificar la concentracién
inicial de ADN (o ARN) diana en la muestra de
manera muy sencilla, a través de la construccién
de una curva de calibrado. El control de la am-
plificacion como medida de la concentracion en
la muestra se obtiene en las fases iniciales de
la reaccion, en las que la concentracion de los
reactivos no es limitante y el efecto de la variabi-

lidad en la eficiencia de amplificacién es menos
importante.

C) Variantes de la qPCR

PCR muiltiple: es una variante de la PCR
cuantitativa en la que se amplifican simultanea-
mente dos 0 mas secuencias blanco en una
unica reaccion. Este analisis en simultaneo de
varias secuencias optimiza el aprovechamiento
de la muestra cuando se trata de materiales de
disponibilidad limitada y ofrece la posibilidad de
realizar controles internos, por ejemplo, la expre-
sion de un gen constitutivo en ensayos de expre-
sién. La PCR multiple suele ser mas complicada
que la simple adicién de varios cebadores a la
PCR cuantitativa simple. Se requiere extremar
los cuidados en cuanto al disefio especifico de
cebadores, sugiriéndose que tengan igual tem-
peratura de fusién (meeting point, Tm), un conte-
nido de GC del 45-60% y que carezcan de homo-
logia entre si. La alta eficiencia de los cebadores
en la PCR individual, no asegura el éxito en la
PCR multiple, pero aumenta considerablemente
las posibilidades de obtenerlo. La combinacion
de flourdforos a utilizar en los diferentes cebado-
res también debe elegirse de manera cuidadosa,
para que no exista superposicion entre los es-
pectros absorcién y emision entre ellos.

Analisis de curvas de disociacion. Se basa
en la aplicacion de un gradiente de temperatu-
ras creciente después de la PCR para monitori-
zar la cinética de disociacion de los fragmentos
amplificados, pudiéndose establecer su Tm para
comprobar su especificidad. También permite el
analisis de mutaciones puntuales, usando una
sonda complementaria con el ADN de tipo salva-
je, que abarque la posicion del polimorfismo. El
hibrido formado entre sonda y ADN de tipo salva-
je tendra una estabilidad mayor que el formado
entre la sonda y el ADN mutado, puesto que en
este caso la complementariedad no es absoluta,
reflejandose en una Tm superior. Adicionalmen-
te, permite establecer ademas, de forma relati-
va, la cantidad de ADN de tipo salvaje y la de
tipo mutado cuando ambos estan presentes en
la misma muestra.

En la Seccion IX, Capitulo 4, se detalla mas
este punto y se aplica esta técnica para la de-
teccion de organismos genéticamente modifi-
cados (OGMs).
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6. GENOTECAS

Una genoteca (“gene library”) es una colec-
cién de fragmentos de ADN clonados que re-
presentan en su conjunto el ADN total de un
organismo de interés o bien el ADNc, que re-
presenta el conjunto de genes que se estan
expresando en un 6rgano o tejido determinado
0 bajo una situacion particular o momento de
crecimiento o desarrollo. En el primer caso ha-
blamos de una genoteca gendmica, donde se
encuentran todas las secuencias que se expre-
san y no se expresan en el organismo mientras
que en el segundo se trata de una genoteca de
ADNCc, donde se encuentran solo las secuen-
cias expresadas.

Estas genotecas consisten en una coleccion
bacterias, conteniendo cada una un vector con
el ADN inserto, dispuestas en pocillos. Las ge-
notecas carecen de un catalogo a través del
cual se pueda saber cual es el clon que con-
tiene una secuencia de interés, por lo que es
necesario realizar un relevamiento de las colo-
nias bacterianas. Para ello se utiliza una sonda
de ADN complementaria a la secuencia o gen
buscados, que puede ser conocida o deducirse
a partir de la secuencia de aminoacidos de la
proteina purificada.

Una de las principales dificultades en el clo-
nado de ADN gendmico es que algunas se-
cuencias estan representadas una sola vez en
el genoma y es dificil hallarlas. Para superar
esta limitacion de la metodologia, puede clo-
narse directamente el ADNc, ya que el nUmero
de copias del ARNm en el tejido correspondien-
te a un gen que se esta expresando es mas
elevado. El problema se plantea cuando no se
sabe en qué circunstancias o en qué tejido se
expresa un gen en particular. Actualmente es
posible clonar un ADNc a partir de mensajeros
poco abundantes en la célula, con concentra-
ciones de 1 a 2 moléculas por célula.

A) Genotecas de ADNc

El primer paso en la construccion de una ge-
noteca de ADNc consiste en el aislamiento del
ARN a partir del tejido o condicion experimental
planteada. Los cambios en la expresion génica
asociados a la exposicion a estimulos diversos,
hacen necesaria la preservacion del material
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nitrégeno liquido para impedir cambios cuali o
cuantitativos de la expresion. La susceptibili-
dad del ARN al clivaje por ARNasas, requiere
de cuidados especiales en el material del labo-
ratorio a ser empleado en el aislamiento. A par-
tir del ARN total es posible separar el ARNm,
tomando ventaja de la caracteristica cola de
poliadeninas que posee en el extremo 3, me-
diante cromatografia de afinidad, utilizando
columnas de celulosa que tienen ligados oligo-
nucleodtidos compuestos solo por desoxitimina
-oligo(dT). Al pasar el ARN por la columna, el
ARNm queda unido por complementariedad
al oligo(dT), a través de la cola de poliA. Una
vez separado del ARN total, el ARNm es eluido
de la columna utilizando una solucién tampdn
adecuada.

Estas colas de poliA también son utilizadas
en el préximo paso de clonado, donde fun-
cionan como sitio de unién de los cebadores
oligo(dT), para la reaccion catalizada por la
enzima transcriptasa reversa. El producto de
la reaccion es un hibrido ARN-ADN. La princi-
pal limitacién de esta técnica radica en que en
los casos en los que el ADNc es muy largo, al
comenzar en el extremo 3°, muchas veces no
llega la retrotranscripcion al extremo 5°. Para
subsanar esta dificultad, se utilizan primers al
azar de 6 a 10 nucledtidos de longitud y es-
tan confeccionados de manera de representar
muchas secuencias diferentes, por lo que la
reaccion comienza a partir de muchos sitios
diferentes, no solo del extremo 3°. Cualquiera
de estas estrategias conduce a la obtencion de
un hibrido ARN-ADN, a partir del cual median-
te PCR, se obtiene ADN de doble cadena que
puede clonarse en el vector apropiado.

Para obtener la segunda cadena, se desarro-
[16 inicialmente un método que tomaba ventaja
de una “vuelta” o “giro” que da la hebra recién
sintetizada, como un efecto de cambio de rum-
bo de la transcriptasa reversa al llegar al final
de la cadena de ARN. Este artefacto provee un
cebador adecuado para la sintesis de la segun-
da cadena de ADN y puede eliminarse, una vez
obtenida la segunda cadena, con una nucleasa
S1, perdiéndose parte de la secuencia corres-
pondiente al extremo 5’ del mensajero.

Existe una segunda técnica, que presenta
dos ventajas sobre la anterior. Una es que ge-
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nera moléculas de ADNc mas largas y la se-
gunda es que contiene practicamente toda la
secuencia correspondiente al extremo 5°. Se
basa en la utilizacién de la enzima RNasaH,
que reconoce moléculas hibridas ARN-ADN y
digiere la cadena de ARN dejando trozos pe-
quenos que permanecen unidos a la primera
cadena del ADNc y sirven como primers para
la ADN polimerasa |, que usa el ADNc original
como molde para sintetizar la hebra comple-
mentaria de ADN. Solo queda un pequeno seg-
mento de ARN en el extremo 5°. La segunda
cadena de ADN tiene algunos sectores no uni-
dos que son sellados por una ligasa de ADN.
Estas moléculas de ADNc de doble cadena
estan listas ahora para ser insertadas en un
vector, que puede ser un plasmido o un deriva-

‘sitios EccRl
ADN del fago » CEEERE ey ey
+ Restriccion

e e P
ADN foranea

.. T
' ADIN ligasa

ADN hibrido e s
|  Empaguetamienta

Cesped de bacterias l Infeccidn

'\\_._

do del fago . Para ello se utiliza la transferasa
terminal, que adiciona colas de poliA o poliT,
O se agregan adaptadores, que son sitios ar-
tificiales de reconocimiento de alguna enzima
de restriccidn que se unen a los extremos de
la secuencia. Se trata de oligonucledtidos ar-
tificiales (8-12 bp) que se unen al fragmento
utilizando una ligasa de ADN y son cortados
con la enzima de restriccion apropiada (Fig.
7). Ambos procedimientos sirven para generar
extremos cohesivos a fin de unir el fragmento
al vector, que posee extremos cohesivos corta-
dos por la misma enzima.

Si se utilizan como vectores los plasmidos,
se introducen en las células huésped (bacte-
rias) por transformacion, Si se eligen los fa-
gos, son empaquetados in vitro para formar

Autorradiografia

—

Incubacion con
sonda radiactiva

T Separacion
de la membrana

SR -

Placas de lisis Adsorcion de los fagos
en membranas de nylon

Figura 7. Clonado de ADNc de doble cadena en un fago. EI ADN del fago contiene dos sitios de restriccion
EcoRI. EI ADN de la regién central no esencial del fago se reemplaza por ADN foraneo, uniendo los frag-
mentos del fago con el ADN a clonar a través de la enzima ADN ligasa. Es necesario previamente adicionar
al ADNc adaptadores que llevan sitios EcoRI, para generar extremos cohesivos para acoplarse con el ADN
del fago. Se genera asi una serie de moléculas recombinantes dispuestas en tandem, flanquedas por sitios
cos. Este ADN recombinante se empaqueta formando particulas infecciosas del fago, que se utilizaran
para infectar un césped de bacterias. Esto se visualizara como placas o calvas. Cada placa surge de una
molécula recombinante individual, que se propaga ahora como un fago. Para la localizacién del gen de
interés en la genoteca, es necesario hacer una copia de la placa en membrana de nylon, que luego sera
hibridada con una sonda para el gen marcada apropiadamente. Si la marcacioén es radiactiva, por ejemplo,
sera revelada por autoradiografia y el clon se identifica por comparacion entre la marca de la membrana
de nylon y la placa de bacterias.
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particulas viricas, que introduciran su ADN en
el hospedador apropiado por infeccion de un
césped de bacterias crecido sobre la superficie
de una placa de agar (Fig. 7). Si bien los vecto-
res plasmidicos son mas faciles de manipular,
las genotecas construidas en los fagos poseen
fragmentos de mayor tamafo.

Como resultado del cultivo en placa (plaqueo)
de la genoteca, se obtienen cientos de miles a
un millén colonias bacterianas o de placas de
fagos (zonas claras o de lisis resultado de la
produccion de particulas viricas), dependiendo
del vector utilizado, cada una conteniendo un
fragmento clonado, distribuidas sobre la placa
de agar. Afin de realizar la busqueda de un gen
particular (“screening”), la genoteca es replica-
da en membranas de nylon o nitrocelulosa, de
manera tal que el patrén de placas en la caja
original se vea exactamente reproducido en la
membrana de nylon o filtro (Fig. 7). La busque-
da se lleva a cabo por hibridaciéon con una son-
da de acido nucleico, lo cual requiere un cono-
cimiento previo de la secuencia de interés.

Eleccién de la sonda: En algunos casos,
donde parte del gen ha sido clonado, este se
utiliza para buscar las partes faltantes. Si se
usa un sonda donde la homologia es completa
el “screening” puede realizarse en condiciones
de alta rigurosidad (es decir, con lavados mas
fuertes, que tienden a despegar lo que se ha
unido inespecificamente). Si la sonda no es
completamente homologa el “screening” de-
bera realizarse a menores temperaturas y uti-
lizando concentraciones salinas mas elevadas
en los lavados. Si no se tiene conocimiento
previo de la secuencia puede construirse una
sonda a partir de la secuencia de aminoacidos
de la proteina. Cuando se utiliza esta estrate-
gia, el tamafio minimo de la sonda debe ser
de 15 a 16 nucledtidos (que permite encontrar
secuencias unicas en genotecas de ADNc eu-
carioticos. Generalmente se utilizan sondas de
17 a 20 nucledtidos (correspondientes a 6 ami-
noacidos contiguos). Otra consideracion a te-
ner en cuenta cuando se construye la sonda es
que existe mas de un codén o triplete para defi-
nir la mayoria de los aminoacidos (es lo que se
conoce como la “degeneracion” del codigo ge-
nético) por lo que un aminoacido puede estar
especificado por hasta 6 codones diferentes.
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Por ello, estas sondas oligonucleotidicas estan
constituidas por una mezcla de todas las com-
binaciones posibles. Una de ellas correspon-
dera a la secuencia correcta del gen buscado.
El problema de esta estrategia es el elevado
numero de falsos positivos que pueden dar las
secuencias adicionales. Una variante consiste
en usar un menor numero de oligonucledétidos
0 uno solo pero de mayor longitud (35-75 nu-
cledtidos), eligiendo una region de la proteina
que contenga el menor numero posible de co-
dones degenerados, utilizando el conocimiento
de los codones mas probables para la especie
en estudio.

Existen otras técnicas para localizar genes
en las genotecas de ADNc, como hibridacion
diferencial, si se trata de genes expresados en
diferentes tejidos o la utilizacién de sondas de
regiones conservadas en familias de proteinas
para encontrar genes relacionados o bien la
utilizacién de vectores de expresion.

B) Genotecas Gendémicas

Un genoteca gendmica puede obtenerse de
cualquier tejido ya que todas las células de un
organismo tienen la misma constitucion genéti-
ca. Se encuentran en ella, no solo las secuen-
cias expresadas sino también las correspon-
dientes secuencias regulatorias. Pueden utili-
zarse fagos como vectores, pero sucede que
muchos de los genomas eucariotas son muy
grandes, el de mamiferos por ejemplo contie-
ne 3x10° pb de ADN. Si el promedio tipico de
inserto es de 15.000 pb, se necesitaran unos
200.000 fagos para contener el genoma com-
pleto. Para asegurar que todas las secuencias
estén representadas al menos una vez, los
célculos estadisticos dicen que deberan ana-
lizarse aproximadamente de 1 a 2 millones de
fagos.

Por este motivo, especialmente cuando se
trata de genomas muy grandes, como es el
caso del genoma humano o de varias especies
vegetales y animales, se utilizan las genotecas
de YACs o BACs.

Genotecas gendémicas en cromosomas
artificiales

La capacidad de clonar fragmentos de mas
de 100 kb es crucial para la genémica estruc-
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tural, funcional y comparativa de organismos
complejos. Las primeras genotecas genémicas
fueron construidas utilizando como vectores los
YACs, aunque por sus limitaciones se prefiere
actualmente el uso BACs y PACs como vecto-
res. Cuando se trata de genomas de plantas,
pueden utilizarse como vectores los cromoso-
mas artificiales de bacterias binarios (BIBACs),
que presentan la ventaja adicional de pueden
usarse directamente para transformar plantas
utilizando Agrobacterium tumefaciens.

Para preparar una genoteca gendmica el
ADN es escindido con enzimas de restriccion
0 mecanicamente al azar, si se desea evitar la
presencia de fragmentos demasiado largos o
cortos. Un paso critico en el proceso es el ais-
lamiento de moléculas intactas de ADN de ele-
vado peso molecular, esencialmente ADN cro-
mosomico. Para ello las células se embeben
en bloques de agarosa de baja temperatura
de gelificacion y se tratan con enzimas y otros
reactivos para separar el ADN de las proteinas
celulares y del RNAs. La funcion del bloque de
agarosa es proteger a las grandes moléculas,
que, embebidas en esta matriz, se someten
a la digestion con enzimas de restriccion que
realicen cortes poco frecuentes (“rare cutters”).
La preparacion de ADN de alta calidad en plan-
tas es mas complicada que la correspondiente
para el caso de animales debido a la presencia
de la pared celular, que dificulta el embebido
en bloques de azarosa. Para superar esta difi-
cultad se trabaja directamente con los nucleos
aislados. Si se desea separar estos fragmen-
tos por electroforesis, los bloques de agarosa
conteniendo el DNA digerido pueden ser direc-
tamente embebidos en la matriz del gel que se
correra.

La cantidad de clones BACs que constitu-
yen una genoteca, se relaciona con el tama-
Ao del genoma, el tamafo promedio de los
insertos y la cobertura gendmica esperada.
Considerando el tamafio de inserto promedio
de los clones BACs, para cubrir cinco veces el
genoma, una genoteca de BACs de la especie
modelo Arabidopsis thaliana, cuyo genoma es
pequefio, requerira la obtencion de 7.000 clo-
nes BACs, mientras que una de trigo candeal,
cuyo genoma es dos ordenes de magnitud ma-
yor, tendra que estar compuesta por 500.000
clones.

Separacion de grandes trozos de ADN:
electroforesis de campo pulsati. Las técni-
cas estandar de separacion de ADN en geles
de agarosa no son adecuadas para moléculas
mayores de 10 kb. Esta limitacién ha sido sub-
sanada con la electroforesis de campo pulsatil,
en la que el campo eléctrico en el gel de aga-
rosa cambia periddicamente de orientacion. De
esta manera pueden separarse moléculas tan
grandes como los cromosomas de levaduras
(200 a 3000 kb) (ver VII.-1). La separacion de
las moléculas de este tamafio depende de su
relativa facilidad o dificultad para reorientarse
en respuesta a direcciones cambiantes de un
campo eléctrico. Esta técnica puede utilizarse
para hacer mapas fisicos a gran escala.

Preparacion de una genoteca de BACs.
Como todo proceso de clonacion, consiste en
la preparacion del vector, aislamiento y diges-
tion del ADN, seleccion de los fragmentos por
tamano, transformacién de las bacterias y en-
samblado de la genoteca.

El vector debe estar purificado, digerido y
defosforilado (cuando se corta con una sola
enzima, se eliminan los fosfatos terminales,
para evitar la recircularizacion). La digestion
del ADN es critica para obtener fragmentos
adecuados para clonar. Los fragmentos son
seleccionados por electroforesis de campo pul-
satil y se separan de la matriz de agarosa por
digestiéon de la misma con agarasa o gelasa, o
por elusion del ADN desde el gel. Esto permite
construir genotecas con fragmentos de tama-
nos similares, de aproximadamente 150 kb.

Estas genotecas de grandes insertos son
consideradas recursos de largo plazo para in-
vestigacién genomica y deben ser mantenidas
continuamente, especialmente cuando son uti-
lizadas para proyectos de secuenciacion y ma-
peo a gran escala. En general, cuando se va
a construir una genoteca debe elegirse cuida-
dosamente el genotipo de la especie utilizada
como fuente de ADN, el tipo de inserto, etc.,
dado que la misma puede utilizarse para varia-
dos propdsitos.

En la Fig. 8 se esquematiza la busqueda de
un gen en una genoteca de BACs. Mas de-
talles acerca del ensamblado de los distintos
fragmentos clonados puede encontrarse en el
capitulo correspondiente a gendmica.
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Figura 8. Busqueda de un gen especifico en una genoteca de BACs mediante PCR. Las 180 placas de
cultivo, de 96 pocillos cada una, contienen un genoma vegetal completo. Estas placas se replican, agru-
padas de a 4, en filtros 0 membranas. Se realiza luego una reaccion de PCR con el cebador especifico al
ADN obtenido de un tubo que contiene los clones correspondientes a tres filtros, representando 12 placas,
que fueron previamente agrupados. Como control positivo se utiliza el ADN vegetal total, también amplifi-
cado por PCR. La reaccion se analiza sobre un gel de agarosa. Un resultado positivo indica la presencia
del gen en el ADN gendmico del vegetal y también en uno de los tubos, conteniendo el ADN de 12 placas
de 96 pocillos, en la figura, corresponde al tubo 1, que contiene los clones de las placas 1, 2 y 3. Se rea-
liza en mismo procedimiento con tubos que contienen los clones de cada placa. Cuando se chequean los
conjuntos individuales se encuentra que el clon positivo pertenece al filtro 3. El producto de PCR se hibrida
luego con este filtro y esto nos dara la posicion exacta en la placa de 96 pocillos donde se encuentra el

gen de interés.

C) Genotecas de cromosomas especifi-
cos o de segmentos de cromosomas

Cuando se busca un gen que se sabe esta
ubicado en un cromosoma especifico simplifica
mucho el trabajo hacer una genoteca de ese
cromosoma solamente. Se trata de una técnica
que permite separar cromosomas metafasicos
tefiidos con el colorante fluorescente Hoechst
33258 para regiones ricas en AT y cromomicina
A, para regiones ricas en GC. Los cromosomas
tefidos fluoresceran cuando se expongan a luz
UV (de longitudes de onda de 361 y 363 nm
(Hoechst 33258) o 458 nm (cromomicina A).
Las cantidades y proporciones de colorantes
varian para cada cromosoma y una computa-
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dora reconoce el patron fluorescente tipico de
cada cromosoma. Algunos cromosomas son
muy similares por lo que no pueden ser sepa-
rados. Se necesita un millon de cromosomas
para hacer una genoteca. Equipos automati-
cos pueden hacer este trabajo en unas pocas
horas.

También puede microdisectarse un cromo-
soma, tomando un segmento del mismo que
tenga la regién de interés. En principio se uti-
liz6 esta técnica para cromosomas grandes,
facilmente distinguibles por microscopia de
contraste de fase. Actualmente, la combinacion
con PCR posibilita la aplicacion de la técnica a
cualquier cromosoma. Estos son tefiidos con
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Giemsa-tripsina y las bandas deseadas son
cortadas con agujas de vidrio ultrafinas y clo-
nadas. Cebadores posicionados en el vector
permiten amplificar secuencias desconocidas.
ElI ADN amplificado se clona en un vector apro-
piado y la localizacion cromosdmica de cada
clon se determina utilizando hibridacién in situ
(ver 111.5)

7. SECUENCIACION DEL ADN CLONADO

Una vez que se ha obtenido el clon con el frag-
mento de interés, el paso siguiente es secuen-
ciarlo. La determinacion de la secuencia puede
realizarse por el método quimico de Maxam y
Gilbert o por el método enzimatico de Sanger. El
primero consiste en la utilizacién de compuestos
que destruyen selectivamente una o dos de las
bases que constituyen el ADN, partiendo de mo-
léculas de ADN marcadas radiactivamente en un
extremo. La destruccion no debe ser total, sino
que en promedio cada molécula de ADN indivi-
dual, debe ser clivada una vez. En funcion del
compuesto quimico utilizado y de las condiciones
de reaccién, se obtienen fragmentos de ADN hi-
drolisados a la altura de las bases G, A+G, T+C o
C. Se generan fragmentos de distinto tamafo en
funcién de la distancia de la base destruida al ex-
tremo marcado del fragmento a secuenciar. Los
productos de las 4 reacciones se corren en un
gel de poliacrilamida que es revelado por auto-
rradiografia y la secuencia del fragmento queda
determinada por el patron de bandas.

El método de Sanger, se basa en la interrup-
cion controlada de la replicacion enzimatica del
ADN, afnadiendo a la reaccion de sintesis junto
con los cuatro desoxinucleotidos, un 2°,3"- di-
desoxinucleétido (ddNTP) marcado. Los ddN-
TPs pueden ser incorporados al ADN por la ADN
polimerasa pero interrumpe la sintesis de la ca-
dena por carecer del OH en posiciéon 3°, nece-
sario para la formacién del enlace con la base
siguiente. Se preparan cuatro reacciones con
el ADN molde, el cebador, los cuatro dNTPs, y
en cada una de ellas diferencialmente un ddN-
TPS. Con la proporciéon ddNTP:dNTP adecua-
da, se generan fragmentos de distinta longitud,
dependiendo de la distancia de la ultima base
incorporada al extremo marcado del ADN. Estos
fragmentos son separados en un gel de polia-
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crilamida donde, mediante autorradiografia, se
determina el patron de bandas, que refleja la se-
cuencia del ADN (Fig 9). Actualmente se utilizan
digitalizadores de imagenes para la lectura de la
autorradiografia.

Messing desarroll6 una serie de vectores de
clonado basados en el fago filamentoso M13,
muy utiles para el secuenciado enzimatico, con
los que se utiliza un cebador universal que se
posiciona en un lugar adyacente al sitio de po-
liclonado del vector. La ventaja es que solo una
de las cadenas del vector es empaquetada en
las cabezas del fago. Este ADN de simple cade-
na es ideal para utilizar con el método de Sanger.
Actualmente se utilizan fasmidos. La adicion de
un “fago ayudante” (“helper phage”) a las células
que lo contienen, hace que el ADN del mismo,
de simple cadena, sea replicado, empaquetado
y extruido de la célula. Al ser de menor tamafo
(aprox. 3000 bp) que M13 permite la insercion
de fragmentos de ADN mas largos.

Los proyectos de secuenciacion genémica han
requerido métodos de secuenciado mas veloces
y econémicos. Para ello se ha desarrollado una
técnica llamada Multiplex, que permite manejar
mayor cantidad de muestras en menor tiempo.
Se utilizan 20 vectores plasmidicos que permi-
ten construir 20 genotecas diferentes a partir del
mismo ADN. Cada vector lleva dos secuencias
Unicas que flanquean al sitio de clonado, que
pueden ser usadas como etiquetas (“tags”) para
el ADN clonado y estaran presentes sobre cada
fragmento a ser secuenciado. Se toma un clon
de cada una de las genotecas plaqueadas (20
colonias) y se mezclan. Se hace crecer el culti-
vo, se aisla el ADN y se secuencian los plasmi-
dos utilizando el método Maxam y Gilbert. Los
productos de 12 conjuntos de reacciones de se-
cuenciacion se corren en un gel y se transfieren
a una membrana de nylon. El filtro se hibrida se-
cuencialmente (es decir, se despega una sonda
para luego hibridar con las siguiente y asi su-
cesivamente), utilizando como sonda la etiqueta
de cada uno de los 20 vectores. En cada caso
se van leyendo las secuencias correspondien-
tes a cada uno de los distintos vectores. De esta
manera, una sola reaccion produce datos de 20
clones a la vez.

Actualmente existen equipos robotizados
que pueden llevar a cabo dos de las reaccio-
nes mas limitantes en el proceso de secuen-
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Figura 9. Esquema de la secuenciacion de ADN por el método de didesoxinucleétidos, de manera a) ma-
nual, usando marcacion radiactiva 6 b) automatica, utilizando ddNTPs que emiten color. Se representa a
la hebra de ADN a secuenciar con el cebador unido por complementariedad. La reaccion de sintesis del
ADN complementario por la enzima ADN polimerasa (PCR) se desarrolla: a) en cuatro tubos individuales,
cada uno con los cuatro desoxinucleétidos (ANTPs) y un didesoxinuleétido particular (ddNTP). En general,
el dNTP marcado radiactivamente es dATP; 6 b) en un Unico tubo, con cada ddNTP unido a un marcador
fluorescente diferente. Luego, realiza la corrida electroforética en gel de poliacrilamida y la secuencia es
leida desde la banda mas corta (extremo 5’) hacia el de mayor longitud (extremo 3’) de manera: a) manual
6 b) digital, luego de la excitacion con laser y emision de fluorescencia, obteniéndose un cromatograma.

ciado: la deteccién de las bandas de ADN y la
traduccion de un patron de bandas en uno de
secuencia. Estos equipos utilizan nucleétidos
marcados con fluorocromos. Se utilizan 4 co-
lorantes diferentes, que al ser exitados por la-
ser emiten luz de diferente longitud de onda.
Los colorantes pueden utilizarse para marcar
el primer universal de secuenciacion de M13
0 cada uno de los 4 terminadores de cadena
didesoxi. En este caso, cada mezcla de reac-
cion con un terminador diferente se marca con
un colorante diferente. Cuando la reaccion es
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completada los productos de las 4 reacciones
se mezclan y se corren en una sola calle de un
gel, en un secuenciador automatico. A medida
que los fragmentos pasan a través del laser,
sus marcas fluorescentes se excitan y emiten
luz que se detecta mediante un fotomultiplica-
dor. Después de ser procesada por una com-
putadora, la secuencia es mostrada como una
serie de picos o cromatograma, donde cada
uno de los 4 colores representa a un nucleotido
diferente (rojo: timina, verde: adenina, negro:
guanina y azul: citosina) (Fig. 9).
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I. CAPITULO 5.

Marcadores Moleculares

Maria Carolina Martinez, Marcelo Helguera,
Alicia Carrera.

5.1. Introduccién

Desde sus comienzos, el objetivo del mejo-
ramiento vegetal ha sido seleccionar genoti-
pos superiores a partir de la identificacion de
fenotipos superiores. El grado de éxito en este
proceso depende de: i) el nimero de genes in-
volucrados en el control genético del caracter
(herencia monogénica o poligénica) y las rela-
ciones interalélicas (dominancia o aditividad), ii)
la influencia del ambiente, que se mide normal-
mente a través del parametro heredabilidad.
El proceso de caracterizacion y/o seleccion se
vuelve mas eficiente a través del uso de mar-
cadores genéticos, definidos como caracteres
que presentan polimorfismo o variabilidad ex-
perimentalmente detectable en individuos de
una poblacién segregante y un tipo de herencia
predecible segun las leyes de Mendel. Esta va-
riacion puede considerarse a diferentes niveles
biolégicos, desde cambios fenotipicos hereda-
bles significativos (marcador morfolégico) hasta
la variaciéon de un solo nucleétido de ADN (mar-
cador molecular). El marcador ideal deberia ser
altamente polimorfico (dentro y entre especies),
de herencia mendeliana no epistatica, insensi-
ble a los efectos ambientales, codominante (ca-
paz de diferenciar individuos heterocigotas de
homocigotas), de rapida identificacién y simple
analisis, y de deteccion en los estadios tempra-
nos del desarrollo de la planta.

En la actualidad existe una gran variedad
de marcadores genéticos y a lo largo de este
capitulo desarrollaremos aquellos mas frecuen-
temente utilizados en plantas. Para una mejor
comprensién se propone clasificar los marca-
dores en las siguientes categorias: i) marcado-
res morfoldgicos, ii) marcadores bioquimicos,
iii) marcadores moleculares, iv) marcadores
funcionales o de expresion, vi) marcadores ba-
sados en SNPs.

5.2 Marcadores Morfologicos
Son caracteristicas fenotipicas de sencilla
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identificacion visual tales como forma de hoja,
pubescencia, color de fruto, etc. En todos los
casos debe tratarse de caracteres de herencia
monogénica y predecible segun las leyes de
Mendel. Muchos de ellos se convierten en im-
portantes descriptores a la hora de inscribir nue-
vas variedades. Por ejemplo, alrededor de 50
caracteres de plantula, tallo, hoja, espiga, espi-
guilla y cariopse se utilizan para inscribir e iden-
tificar variedades de trigo en la Secretaria de
Agricultura, Ganaderia, Pesca y Alimentacion
de la Argentina. Este tipo de marcadores contri-
buyd significativamente al desarrollo tedrico del
concepto de ligamiento genético y a la cons-
truccion de los primeros mapas genéticos de
plantas (como por ejemplo, en tomate y maiz).
En el mejoramiento de girasol, los primeros
hibridos se obtuvieron utilizando “color de hi-
pocaétile” como marcador ligado al gen ms de
androesterilidad; de este modo las plantas ver-
des que eran androestériles se utilizaban como
lineas maternas y las plantas con antocianas
que eran fértiles se eliminaban del lote de pro-
duccién al comienzo de su desarrollo.

Las principales limitaciones de los marcado-
res morfoldgicos son: i) se encuentran disponi-
bles en un numero restringido de especies ve-
getales, utilizadas como sistemas modelo para
estudios genéticos, tales como el maiz, el to-
mate y la arveja, ii) bajo nivel de polimorfismo,
iii) pueden producir alteraciones fenotipicas
que dificultan el desarrollo de la planta (albinis-
mo), iv) generalmente de herencia dominante
y en algunos casos poligénica y, v) muchos de
ellos se expresan en estadio de planta adulta,
lo cual prolonga los tiempos de evaluacion en
los programas de mejoramiento.

Un enorme espectro de especies vegetales
carece de informacién a este nivel. No obstan-
te, los marcadores morfolégicos permanecen
como caracteres Utiles en la identificacion de
materiales dado que representan un conjunto
de genes que pueden ser evaluados con méto-
dos sencillos y a bajo costo.

5.3 Marcadores Bioquimicos

Son polimorfismos presentes en ciertas pro-
teinas detectados a través de técnicas bioqui-
micas. El desarrollo de los marcadores bioqui-
micos produjo una revolucion en los estudios
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genéticos en plantas, que hasta el momento
habian contado con un limitado numero de mar-
cadores morfoldgicos. La técnica permitia incluir
potencialmente a todas las especies de plantas.
En esta parte del capitulo nos referiremos a las
Isoenzimas y a las Proteinas de reserva.

5.3.1 Isoenzimas

Las isoenzimas se definen como diferentes
formas moleculares de una enzima, que po-
seen una actividad catalitica comun, es decir
actuan sobre el mismo sustrato. Ciertos cam-
bios en el ADN que codifica estas enzimas
(mutaciones) pueden resultar en cambios en la
composicion de aminoacidos, originando pro-
teinas con la misma actividad biolégica pero
con diferente carga neta y por lo tanto con dife-
rentes velocidades de migracién en un campo
eléctrico. Estas diferencias determinan patro-
nes caracteristicos de migracion electroforética
de las formas iso-enzimaticas. Varios factores
definen el patrén de bandas o zimograma: i)
Numero de genes que las codifican: la pre-
sencia de varios genes codificando para una
misma enzima ha sido atribuida a procesos de
duplicacion génica y subsecuente divergen-
cia a través de mutaciones diferentes en cada
caso; ii) Estados alélicos: el proceso mas sim-
ple de generacién de nuevas formas enzima-
ticas es la mutacion de un gen estructural, las
variantes alélicas se denominan aloenzimas.
Estos marcadores muestran codominancia
(en un individuo diploide ambos alelos de un
locus son expresados y visualizados). A modo
de ejemplo, la enzima alcohol dehidrogenasa
(ADH), puede comprender varios loci y alelos
con denominacion Adh-1a, Adh-1b, Adh-2a,
Adh-2b, Adh-2c, etc.; iii) Estructura cuaterna-
ria de los productos proteicos: la enzima fun-
cional puede estar compuesta por un niumero
variable de sub-unidades. En las formas mas
simples o monomeéricas los individuos homoci-
gotas presentan una banda y los heterocigotas
simplemente la suma de ambas. Cuando la es-
tructura cuaternaria se vuelve mas compleja,
encontramos enzimas activas compuestas por
dimeros, tetrameros, etc. En este caso el indivi-
duo heterocigota presenta bandas adicionales
no presentes en los homocigotas, que se ge-
neran por la combinacién de sub-unidades co-

dificadas por los distintos alelos o loci (Figura
1). Finalmente, iv) Compartimentalizacion
subcelular: se encuentran formas enzimaticas
localizadas en citoplasma, cloroplasto o mito-
condria, codificadas todas por genes nucleares
pero con diferentes velocidades de migracion.

tAfan

- wbﬁ§ - ave .

P1 F1 P2

Figura 1. Locus isoenzimatico Pgd-3 de girasol en
el que se destacan las variantes alélicas a y b. P1
(calles 1 a 3 de izquierda a derecha) y P2 (calles 7
a 9) son individuos homocigotas y F1 (calles 4 a 6)
son individuos heterocigotas.

Las isoenzimas se extraen por homogenei-
zacion del tejido (semilla, raiz, hoja) en condi-
ciones no desnaturalizantes (que preservan la
actividad catalitica de la enzima) y se analizan
mediante electroforesis en un soporte solido,
generalmente almidon. El gel puede ser cortado
en capas horizontales y cada una se destina a
una solucion de revelado especifica que consta
de un sustrato, un colorante y cofactores, di-
sueltos en un buffer apropiado. La reaccién que
ocurre entre las enzimas presentes en el gel y
el correspondiente sustrato generan productos
coloreados que conforman el patron de bandas.
Las metodologias empleadas en la extraccion y
electroforesis son relativamente sencillas y ra-
pidas y el equipamiento es de bajo costo.

Las isoenzimas han tenido un rol prominente
en estudios de poblaciones vegetales para de-
terminar variabilidad y estructura genética, sis-
tematica y biologia evolutiva asi como en des-
cripcion de germoplasma e identificacion de
variedades. Su aplicacion en la construccion
de mapas se ha visto limitada por el numero
de marcadores isoenzimaticos disponibles (en
general menor a 50), y por su reducido poli-
morfismo (2-4 alelos). Por otro lado, las formas
enzimaticas extraidas de hoja o raiz (no asi las
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de semilla) presentan variaciones en relacion a
las condiciones ambientales de crecimiento y
a la edad del tejido, lo cual afecta la reproduci-
bilidad de los zimogramas. No obstante, estos
loci representan importantes marcas de refe-
rencia para relacionar mapas obtenidos a partir
de distintos marcadores de ADN.

5.3.2 Proteinas de reserva

Las proteinas de reserva son un grupo hete-
rogéneo de proteinas presentes en la semilla
de la planta que tienen por funcién proveer de
energia al embrion en los primeros estadios de
crecimiento. Estas proteinas han sido extensa-
mente estudiadas en cereales y oleaginosas y
se relacionan directamente con la calidad del
grano.

Las proteinas de reserva se extraen me-
diante procedimientos sencillos a partir de las
semillas y se separan mediante electrofore-
sis en geles de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes (con detergentes). No se
requiere detectar actividad enzimatica, las pro-
teinas se visualizan directamente por tincion
con Azul de Coomassie, evidenciandose los
polimorfismos como diferencias en la movilidad
electroforética.

En la mayoria de los cereales, estas protei-
nas estan codificadas por varios genes relacio-

nados conformando familias. Varios estudios
demuestran que durante la evolucion de estos
genes se han detectado duplicaciones, trans-
locaciones, inserciones de elementos moviles,
entre otros rearreglos cromosomicos, que se-
rian los responsables de generar un alto ni-
vel de polimorfismo proteico entre y dentro de
especies.

Por ejemplo, en el caso del trigo, las principa-
les proteinas de reserva del grano se denomi-
nan gluteninas y gliadinas. Estas proteinas son
capaces de polimerizar durante el amasado de
la harina formando una red denominada gluten
de importancia fundamental en la elaboracion
del pan. Desde un punto de vista genético, las
gluteninas se hayan codificadas en los loci Glu-
1y Glu-3 y las gliadinas en Gli-1 'y Gli-2 pu-
diendo tener cada uno de estos loci 1, 2 o mas
genes; mutaciones en estos genes generan
nuevas variantes alélicas. Numerosos estudios
electroforéticos han revelado alto grado de po-
limorfismo en el numero y la movilidad electro-
forética de estas proteinas y muchos de estos
polimorfismos son utilizados como marcadores
genéticos para mejorar la calidad panadera del
trigo, principalmente en el caso de las glute-
ninas (Figura 2). Las gliadinas muestran pa-
trones electroforéticos mas complejos que las

Figura 2. Gluteninas de cultivares de trigo separadas mediante electroforesis en geles de poliacrilamida al
12% en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE). A: fraccion correspondiente a las gluteninas de alto
peso molecular, codificadas por el locus Glu-1. B: fraccidn correspondiente principalmente a las gluteninas
de bajo peso molecular codificadas por el locus Glu-3. Fotografia gentileza de L. Vanzetti
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gluteninas y han sido utilizadas en la descrip-
cién de germoplasma e identificacién de varie-
dades. Como en el caso de las isoenzimas, la
aplicacion de proteinas de reserva en la cons-
truccion de mapas genéticos es limitada por el
numero de marcadores genéticos disponibles,
sin embargo estos loci representan importantes
marcas de referencia, por ejemplo, para los cro-
mosomas 1y 6 de trigo, donde estan presentes
los principales genes de gluteninas y gliadinas.

Para mas informacion sobre estructura, pro-
piedades y rol de las proteinas de reserva en
grano se recomienda la lectura de la revisiéon de
Branlard et al. (2001).

La principal ventaja de los marcadores bio-
quimicos es su facil implementacién en el labo-
ratorio ya que involucran metodologias senci-
llas, rapidas y de bajo costo. Como desventajas
se pueden citar: baja cobertura del genoma, di-
ficultades en la interpretacion de los resultados
(principalmente para las Isoenzimas) y, en el
caso de las proteinas de reserva, dado que mu-
chos de los genes codificantes suelen estar es-
trechamente ligados (familias multigénicas), no
se puede asumir independencia entre los loci.

5.4 Marcadores moleculares

Un marcador molecular es simplemente un
segmento de ADN con una ubicacién especi-
fica en un cromosoma (punto de referencia)
cuya herencia puede seguirse en individuos de
una poblacion. La secuencia puede pertenecer
a regiones codificantes (genes) o sin funcion
conocida.

Con el advenimiento de las técnicas moder-
nas de biologia molecular (para mas detalle,
ver Parte I, Capitulo 4 “Herramientas basicas
de Ingenieria Genética”), surgieron diversos
métodos de deteccidn de polimorfismo genético
directamente a nivel de ADN. En la actualidad,
se puede obtener un numero practicamente ili-
mitado de marcadores en cualquier organismo
vivo que permiten analizar la totalidad de la in-
formacion genética (genoma) de un organismo.

Para describir los distintos tipos de marca-
dores moleculares, se seguira una clasificaciéon
arbitraria en base a las metodologias que em-
plean para su deteccion. Todas estas técnicas
parten, como primer paso, de extraer ADN ge-
nomico de la planta bajo estudio.

Biotecnologia y Mejoramiento Vegetal Il

5.4.1 Marcadores basados en la hibridaciéon
del ADN

5.4.1.1 RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism) o polimorfismo en la longitud
de fragmentos de restriccion (Botstein et al.,
1980)

Son los marcadores moleculares mas anti-
guos y aun son usados para algunas aplica-
ciones importantes como mapeo comparativo y
estudios de sintenia entre especies (ver Parte
[ll, Capitulo 2 "Aplicaciones de los Marcadores
Moleculares").

Este marcador se basa en la comparacion de
perfiles de bandas generados a partir del ADN
de distintos individuos por digestion con enzi-
mas de restriccion. Los fragmentos obtenidos
se separan por su tamano mediante electrofore-
sis y se transfieren a una membrana donde son
desnaturalizados y luego hibridados con una
sonda. Esta sonda es un fragmento de ADN de
cadena simple (de secuencia conocida o no)
que esta marcado radioactivamente. La sonda
se unira a aquellos fragmentos de restriccion
con secuencia complementaria a la misma (ver
enzimas de restriccion y método de Southern
Blot en Parte |, Capitulo 4 “Herramientas basi-
cas de Ingenieria Genetica”).

Para la visualizaciéon, la membrana se ex-
pone a una placa radiografica. En cuanto a
la sonda empleada esta puede ser gendémica
(con alta proporcién de ADN no codificante, no
perteneciente a ningun gen) o de ADNc (cuan-
do proviene de un transcripto). También puede
obtenerse a partir de ADN de organelas (mi-
tocondrias o cloroplastos). Pueden emplearse
sondas aisladas de especies relacionadas (por
ejemplo, sondas aisladas de tomate pueden
emplearse en papa y viceversa).

La variabilidad genética presente en el mar-
cador molecular proviene de diferencias en la
secuencia del ADN gendmico debidas a mu-
taciones puntuales en los sitios de restriccion,
a duplicaciones, deleciones, inserciones, etc.,
que modifican la distancia entre pares de si-
tios de restriccion generando fragmentos po-
limoérficos (de diferentes tamafios) (Figura 3).
Un locus RFLP esta definido por la combina-
cion de una enzima de restriccion y una son-
da. Individuos homocigotas poseen el mismo
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Figura 3. Analisis de RFLP empleando como sonda
el marcador RGA(584). Calles impares: S. pennellii.
Calles pares: S. lycopersicum. 1y 2: ADN genémico
digerido con EcoRV, 3y 4: Hindlll, 5y 6: EcoRI, 7y
8: BamHI. Fotografia de M. C. Martinez.y 6: EcoRl,
7 y 8: BamHI. Fotografia de M. C. Martinez.”

patréon de restriccion en ambos cromosomas ho-
mologos y por lo tanto producen una sola banda.
Ejemplos de nomenclatura utilizada para loci RFLP
son XNpb136 de arroz o Xpsr912-2A de trigo, que
hacen referencia al laboratorio de origen y a las
sondas utilizadas.

Las ventajas de los RFLPs radican en que son
altamente reproducibles, codominantes y multialé-
licos. Por otro lado, cuentan con las desventajas
de ser muy laboriosos, dificiles de automatizar, se
necesita disponer de las sondas para la especie
en estudio y requieren de infraestructura adecuada
para mantener las sondas y trabajar con radiactivo,
lo que los hace relativamente costosos.

54.1.2 VNTR (Variable Number of Tandem

Repeats) o repeticiones en tandem de numero
variable
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Los VNTR, también conocidos como minisaté-
lites, son repeticiones de secuencias de 9 a 100
pares de bases. El niumero de repeticiones es va-
riable pero en general es menor a 1000. Existen
dos formas de detectar los VNTR: por hibrida-
cion o por técnicas de PCR. En el primer caso,
el ADN gendmico es digerido con enzimas de
restriccion que reconocen sitios adyacentes a la
region repetida. Los fragmentos se separan por
electroforesis, se inmovilizan en una membrana
y se detectan mediante sondas. La longitud de
los fragmentos de restriccion producidos en dife-
rentes individuos varia de acuerdo al numero de
repeticiones del minisatélite. La diferencia basi-
ca entre RFLP y VNTR reside en el tipo de son-
da utilizada. En la técnica de VNTR las sondas
estan constituidas por secuencias homologas a
las secuencias repetidas de los minisatélites, por
lo tanto todos los loci hipervariables del genoma
son detectados simultaneamente, mientras que
en RFLP, las sondas son homdlogas a secuen-
cias Unicas del genoma, detectando asi uno o
pocos loci cada vez. De esta manera, en el au-
torradiograma, al contrario del patrén simple de
bandas obtenido por RFLP, para minisatélites
se obtiene un perfil complejo de bandas multi-
ples. Los VNTR tienen la ventaja que ademas
de explorar el polimorfismo en la longitud de los
fragmentos de restriccion en cada locus hiper-
variable, utilizan también el polimorfismo en el
numero y distribucion de estos loci a lo largo
del genoma, posibilitando asi la visualizacion si-
multdnea de diversas regiones del mismo. Las
limitaciones para esta técnica, son las mismas
descriptas oportunamente para RFLP.

Los minisatélites también pueden ser detec-
tados mediante la amplificacién por PCR de los
segmentos conteniendo diferente nimero de re-
peticiones, utilizando iniciadores o "primers" que
flanqueen los VNTR vy luego su visualizacion
mediante electroforesis y tincién con bromuro de
etidio. Esta opcion se ha vuelto mas frecuente
con el aumento de informacion de secuencias en
bases de datos que permiten el disefio de ini-
ciadores flanqueantes a determinados minisaté-
lites. Sin embargo estos marcadores han sido
poco utilizados en plantas.

5.4.2 Marcadores basados en la amplificacién
arbitraria o semi arbitraria del ADN
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54.2.1 RAPDs  (Random  Amplified
Polymorphic DNAs) o ADN polimorfico ampli-
ficado aleatoriamente (Williams et al. 1990,
Welsh y McClelland 1990)

La metodologia de RAPD fue desarrollada
de forma independiente por dos grupos de
Estados Unidos. Un grupo la denominé RAPD y
el otro AP-PCR (Arbitrarily Primed-Polymerase
Chain Reaction o reaccion en cadena de la po-
limerasa con iniciadores arbitrarios).

La técnica de RAPD es una variante de PCR
que utiliza un solo oligonucleétido de 10 bp
que hibrida al azar con el ADN en estudio. Para
que se genere un fragmento RAPD es nece-
sario que el oligonucledtido iniciador hibride
en las dos cadenas del ADN en orientaciones
opuestas suficientemente cercanas (menos de
3000 bp) como para permitir la amplificacion.
La secuencia del oligonucleétido es aleatoria
al igual que los sitios de hibridacion en el ADN,
por lo tanto la secuencia amplificada es desco-
nocida. El iniciador puede hibridar en distintos
sitios del ADN sin necesidad de complementa-
riedad exacta de bases, dado que la PCR se
hace con temperaturas de union del iniciador
bajas, generando varios fragmentos que son
resueltos mediante electroforesis y posterior
tincion (Figura 4). Cada banda del patron de
amplificacién es considerada un locus RAPD,
definido por la secuencia del iniciador y el peso
molecular. El polimorfismo que se observa en-

tre distintos individuos consiste en la presencia
o ausencia de fragmentos de ADN amplificado
debido a mutaciones en el sitio de reconoci-
miento del iniciador, deleciones, inserciones.
Este marcador no permite diferenciar indivi-
duos heterozigotas, por lo que es un marca-
dor dominante. Los marcadores RAPD estan
basados en una técnica sencilla, de bajo costo
de implementacion, automatizable y no radio-
activa. A diferencia de los marcadores basados
en PCR convencional no se requiere informa-
cion nucleotidica previa para su desarrollo, se
dispone de un numero ilimitado de marcado-
res y el nivel de loci polimérficos es alto. La
principal desventaja de esta técnica es su baja
reproducibilidad entre laboratorios, en el senti-
do de que pequenas modificaciones en la téc-
nica como por ejemplo, concentracion de ADN
inicial, modelo de termociclador, origen de la
enzima ADN Polimerasa termoestable, etc.,
pueden alterar el patron de fragmentos de ADN
generados por RAPD de una muestra.
Relacionados con los RAPDs encontramos
a los marcadores DAF (DNA Amplification
Fingerprinting) (Caetano Anollés et al. 1991)
y AP-PCR (Arbitrary Primed PCR) (Welsh vy
McClelland 1990). DAF y AP-PCR son técni-
cas similares a RAPD. DAF involucra el uso
de iniciadores arbitrarios de 5 pares de bases
de longitud. Esto incrementa la probabilidad de
apareamiento con el ADN molde respecto al

Figura 4. Analisis de RAPD utilizando ADN gendmico de trigo candeal definidos por electroforesis vertical en ge-
les de agarosa. 1: cultivar Kofa, 2: linea experimental UC1113, 3 a 14: individuos RILs (lineas endocriadas recom-
binantes F8) generados del cruzamiento Kofa x UC1113, M: estandar de peso molecular de ADN (100 bp ladder,
Invitrogen). Las flechas blancas indican los fragmentos polimorficos. Fotografia gentileza de Mercedes Nisi.
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RAPD vy, por lo tanto, resulta en un perfil mas
complejo de bandas. La visualizacion se lleva
a cabo por medio de geles de poliacrilamida
tefiidos con plata. AP-PCR utiliza iniciadores
ligeramente mas largos que la técnica anterior
(aprox. 20 pares de bases). Los productos de
amplificacién son marcados radiactivamente y
también pueden ser resueltos por electrofore-
sis en geles de poliacrilamida. Las ventajas y
limitaciones de estas técnicas son similares a
las descriptas para los RAPD.

5.4.2.2 AFLPs (Amplified Fragment Length
Polymorphism) o polimorfismos en la longitud
de fragmentos amplificados (Vos et al. 1995)

Los marcadores AFLP constituyen una he-
rramienta poderosa de andlisis del genoma
dado que poseen un alto poder de deteccién
de la variabilidad genética. El ensayo de AFLP
combina la especificidad, resolucion y poder
de muestreo de la digestion con enzimas de
restriccion con la velocidad y practicidad de la
deteccion de polimorfismos mediante PCR, sin
necesidad de disponer de informacién previa
del genoma a estudiar. Desde su desarrollo y
divulgacion esta técnica se utiliza ampliamente
en el andlisis de plantas.

Consiste esencialmente en cuatro etapas: i)
el ADN gendmico es cortado con dos enzimas
de restriccion. Generalmente una es de corte
raro (ej. EcoRl), que reconoce de 6 a 8 pares
de bases y otra es de corte frecuente (ej. Msel)
que reconoce 4 pares de bases; ii) fragmen-
tos de ADN doble cadena de 20 a 30 pares de
bases llamados adaptadores se ligan en forma
especifica a los extremos de los fragmentos
obtenidos en el paso anterior, generando asi el
molde para la amplificacion posterior del ADN;
iii) se amplifican selectivamente fragmentos
por PCR. En esta etapa, se utilizan iniciadores
de aproximadamente 20 nucledtidos que con-
tienen una secuencia especifica complementa-
ria a la secuencia de los adaptadores y ade-
mas, 1 a 3 nucledtidos selectivos adicionales
de secuencia arbitraria en su extremo 3". Dado
que so6lo una subpoblacion de los fragmentos
originales es amplificada, se obtiene un patron
de bandas que permite un registro adecuado.
La amplificacion descripta en iii) se realiza en
dos etapas: una primera amplificacion selecti-
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va empleando un nucleétido arbitrario (amplifi-
cacioén +1 o preamplificacion) y luego, este pro-
ducto de amplificacion obtenido es empleado
como molde en una nueva amplificacién em-
pleando iniciadores que poseen 2 nucledétidos
selectivos adicionales al anterior (amplificacién
+3 o amplificacion final); iv) el andlisis de los
fragmentos asi amplificados se realiza me-
diante electroforesis en geles de poliacrilami-
da desnaturalizantes. Si uno de los iniciadores
empleados esta marcado radiactivamente, se
visualizara mediante autorradiografia, si uno de
los iniciadores esta marcado con un compues-
to fluorescente, puede ser resuelto empleando
un secuenciador automatico. Alternativamente,
se puede visualizar mediante tincion con nitra-
to de plata (Figura. 5).

La base genética del polimorfismo de AFLP
es la ausencia o presencia de fragmentos am-
plificados de un tamafio determinado dado por
mutaciones puntuales, inversiones, insercio-
nes y deleciones que llevan a la pérdida o ga-
nancia de un sitio de restriccién o la alteracion
de la secuencia reconocida o amplificada por
los iniciadores. Al igual que en los RAPDs, no
es posible distinguir individuos heterocigotas
por lo que se trata de un marcador dominante.
Una banda AFLP se interpreta como un locus,
definido por las dos enzimas de restriccion,
una combinacion de primers que incluyen las
bases selectivas (Ej. EcoRI-ATC/Msel-AAG) y
un peso molecular.

Su implementacion en laboratorio requie-
re de una infraestructura considerable, son
relativamente laboriosos para su obtencién
y el costo es medio a alto. Estos marcadores
presentan un alto poder de deteccion de la
variabilidad genética, ya que se explora simul-
taneamente el polimorfismo de ausencial/pre-
sencia de sitios de restriccién (como los RFLP)
y la ocurrencia o no de amplificacion a partir
de secuencias arbitrarias (como los RAPDs).
Es un marcador mucho mas robusto que los
RAPDs, ya que en la amplificacion se utilizan
oligonucledtidos mas largos, que aumentan
significativamente la especificidad de la reac-
cion sin perder las ventajas de la amplificacion
de secuencias al azar (no requiere informacién
previa de secuencia de ADN). Asimismo, se
pueden emplear distintas enzimas de restric-

Biotecnologia y Mejoramiento Vegetal Il



. - ———

- e —
R e —
——— s i ’*‘*"l

e -Sol ———— "
. e

S ~e—r . ——

‘—-Oﬂm. - |

2 2 i - m’ -

— Lo -
s y

-

S ————

Figura 5. Andlisis de AFLP utilizando ADN de trigo
candeal definidos por electroforesis en geles de se-
cuenciacion. En la figura se evaluaron 5 combina-
ciones de diferentes iniciadores para las enzimas
de restriccion Pst | y Mse | sobre el cultivar Kofa
(K) y la linea experimental UC1113 (D). Las flechas
indican presencia de fragmentos polimorficos. Foto-
grafia gentileza de A. Picca.

cion e iniciadores selectivos, resultando en una
ilimitada posibilidad de generar polimorfismos.
Oftra ventaja de los AFLPs es el numero de
fragmentos (marcadores) obtenidos por reac-
cion y resueltos por electroforesis (oscila entre
30 - 50 contra los 4 — 10 de RAPDs).

Una variante de esta técnica es la llama-
da cDNA-AFLP que, en vez de ADN gendmi-
co, parte de ARN mensajero que es copiado
a ADNc. Esta metodologia es empleada en
analisis de expresion diferencial de genes, es-
tudios del transcriptoma y genémica funcional.
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5.4.3. Marcadores moleculares basados en
la amplificacion sitio-especifica del ADN

En contraste con los marcadores basados en
la amplificacion de secuencias arbitrarias, los
marcadores incluidos en la presente categoria
requieren del disefio de iniciadores especificos
para la amplificacion de un locus en particular.

5.4.3.1 Microsatélites (Litt y Luty 1989)

Los microsatélites son regiones hipervaria-
bles del genoma que contienen arreglos de se-
cuencias simples en tandem de mono, di, tri,
tetra o pentanucledtidos que se repiten entre
10 y 100 veces. Los marcadores microsatéli-
tes, también denominados Simple Sequence
Length  Polymorphism  (SSLP),  Simple
Sequence Repeat Polymorphism (SSRP),
Simple Sequence Repeats (SSR) o Sequence-
Tagged Microsatellite Sites (STMS) se encuen-
tran distribuidos por todo el genoma de la ma-
yoria de las especies eucariotas.

Los microsatélites se detectan mediante su
amplificacién por PCR usando iniciadores es-
pecificos de 20 a 30 pb de longitud que hibri-
dan en la regién que flanquea al tandem de
repeticiones (microsatélite). Estos marcadores
se resuelven por electroforesis en geles de po-
liacrilamida en condiciones desnaturalizantes,
mediante tincion con plata o por autoradiogra-
fia (en el caso de usar un iniciador marcado
radioactivamente). Si se dispone de un se-
cuenciador automatico, se pueden resolver por
tamano en este equipo mediante el empleo de
un iniciador marcado con un fluoréforo, posibi-
litando un analisis automatizado.

La base genética del polimorfismo detecta-
do en microsatélites se basa en la variabilidad
del numero de repeticiones en tandem vy, con-
secuentemente, en el tamano del microsatéli-
te amplificado en individuos de una especie.
Estas diferencias son originadas durante la re-
plicacion del ADN debido a fallas en la accién
de la ADN polimerasa durante el copiado de
una region repetida donde incorpora o elimina
repeticiones. Otro mecanismo responsable de
la variacion es el entrecruzamiento desigual
entre cromosomas homoélogos. En este caso
se generan alelos con diferencias mayores en
el numero de repeticiones.

El desarrollo de marcadores microsatélites
requiere del conocimiento de las secuencias
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flanqueantes adecuadas para el diseio de
los iniciadores especificos. Los primeros SSR
se desarrollaron a través de un proceso ex-
perimental complejo que implicd la obtencion
de genotecas enriquecidas en microsatélites,
secuenciacién, diseno de iniciadores aptos
para amplificar microsatélites por PCR y se-
leccién de loci con patrones de herencia sim-
ple. Actualmente, las secuencias flanqueantes
pueden obtenerse a partir de las secuencias
depositadas en las bases de datos (busqueda
in silico). El uso de programas informaticos es-
pecializados en la busqueda de microsatélites
ha revelado que existen secuencias con estas
caracteristicas formando parte de secuencias
que se expresan (genes), denominandose SSR
génicos o EST-SSRs. Aunque tendrian un nivel
de polimorfismo menor, serian mas facilmente
transferibles entre especies relacionadas.

Un locus SSR esta definido por las secuen-
cias de los iniciadores flanqueantes al micro-
satélite. Por el alto polimorfismo que suelen
presentar por locus (multialelismo) se los con-
sidera los marcadores ideales para el mejora-
miento en especies autégamas como el trigo.
Estos marcadores son codominantes (ambos
alelos de un individuo heterocigota pueden ser
visualizados), genoma-especificos y altamente
polimérficos en comparacion con los RFLPs y
RAPDs. Su implementacion en un laboratorio
requiere de mayor infraestructura y presupues-
to que los RAPDs, siendo semejantes en este
aspecto a los AFLPs.

5.4.3.2 Otros marcadores basados en los
microsatélites

Una de las limitaciones para la utilizacion de
los marcadores microsatélites es la necesidad
de conocer las regiones que flanquean a las
repeticiones para poder desarrollar los inicia-
dores especificos. Asi, se desarrollaron mar-
cadores moleculares buscando explorar las
repeticiones microsatélites sin necesidad de
secuenciar el ADN. Entre esta clase de marca-
dores podemos encontrar:

MP-PCR (Microsatellite-Primed PCR): en el
desarrollo de este marcador molecular, se uti-
liza un iniciador que contiene las repeticiones
de un microsatélite especifico para amplificar
el ADN. En las regiones del ADN que poseen
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las dos secuencias inversamente orientadas
de este microsatélite especifico hibridara el
iniciador y amplificara el fragmento de ADN lo-
calizado entre ellas. Conceptualmente, seria
similar a RAPD empleando un iniciador con la
secuencia repetida del microsatélite.

ISSR (Inter-SSR amplification): se basan en
la amplificacién por PCR empleando iniciado-
res que contienen en su secuencia repeticiones
de di o trinucledtidos junto con 4 bases nucleo-
tidicas determinadas en uno de sus extremos.
Esto permite la amplificacién parcial de todas
las regiones (potencialmente) amplificadas por
el marcador MP-PCR, descripto anteriormente,
aumentando la reproducibilidad, que es una de
las limitaciones del uso de los MP-PCR. Al te-
ner en el iniciador esas 4 bases extras, a este
tipo de marcador se lo conoce también como
microsatélite anclado (AMP-PCR, Anchored
Microsatellite-Primed PCR).

SAMPLE (Selective  Amplification  of
Microsatellite Polymorphic Loci) o amplificacion
selectiva de loci microsatélites polimérficos. En
esta metodologia se amplifican loci microsatéli-
tes a partir de un iniciador arbitrario empleando
dos técnicas: microsatélites y AFLP. Se reali-
zan todas las etapas de AFLP, es decir, diges-
tion con dos enzimas de restriccion, ligacion de
adaptadores, preamplificacion y amplificacion
selectiva del ADN. Sélo que en la amplificacién
selectiva final, se emplea el iniciador de AFLP
con sus tres nucledtidos selectivos en combi-
nacion con un iniciador SAMPLE. Este inicia-
dor, posee en su secuencia bases complemen-
tarias a un microsatélite. La banda polimérfica
resultante de la amplificacién del ADN con el
marcador SAMPLE puede ser convertida en un
marcador microsatélite convencional, a partir
del clonado y secuenciacion de la misma.

5.4.3.3. STS (Sequence-Tagged Sites) o
sitios marcados por secuencias (Olson et al.
1989)

STS es un término general dado a un locus
en particular definido por las secuencias de sus
iniciadores especificos. Un STS puede ser ge-
nerado para cualquier sitio del genoma siem-
pre y cuando ese sitio (locus) pueda ser clona-
do y secuenciado. Un STS debe satisfacer dos
condiciones: se debe conocer su secuencia,
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que permite disefar iniciadores especificos
que permitiran su amplificacion por PCR, y te-
ner una localizacion unica en el cromosoma o
genoma estudiado. Estos marcadores son su-
mamente usados en mapeo fisico detallado de
genomas grandes para ensamblar, por ejem-
plo, clones de BAC entre si.

Alternativamente, para una utilizacién mas
eficiente de marcadores moleculares en pro-
gramas de mejoramiento existe la posibilidad
de convertir marcadores complejos y costosos
o inestables como RFLPs, AFLPs y RAPDs, en
marcadores PCR alelo-especificos, que son
econoémicos, robustos y de sencilla implemen-
tacién en cualquier laboratorio de biologia mo-
lecular (los marcadores PCR alelo-especificos
también serian STS en el sentido de que se tra-
ta de una secuencia de ADN corta que identifi-
ca un locus especifico del genoma y puede ser
amplificada por PCR). La estrategia consiste en
aislar el fragmento de ADN polimérfico del gel,
se clona, se secuencia y se disefan iniciadores
especificos de alrededor de 20 pb, para amplifi-
car por PCR dicho fragmento. Cuando se parte
de un fragmento RAPD, el marcador derivado
mediante este proceso ha sido descripto como
SCAR (Sequence Characterized Amplified
Region, Paran y Michelmore 1993).

El problema que enfrentan estas estrategias
suele ser el bajo nivel de polimorfismo entre
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variedades de una misma especie (trigo, soja,
etc), lo que disminuye las posibilidades de en-
contrar mutaciones utiles para desarrollar estos
marcadores. De todos modos, existen antece-
dentes exitosos de desarrollo de marcadores
de PCR alelo-especificos en trigo para carac-
teres de interés agrondmico como pueden ser
alelos de gluteninas, genes de resistencia a
patégenos, genes vinculados a adaptacion, etc.

Una segunda variante de los STS son
los marcadores CAPS (Cleavage Amplified
Polymorphic Sequence) o "secuencia poli-
morfica amplificada y clivada”, (Konieczny y
Ausubel 1993). En esta técnica, también cono-
cida como PCR-RFLP, un fragmento de ADN
es amplificado por PCR, luego digerido con
enzimas de restriccidn y resuelto por electrofo-
resis en agarosa o poliacrilamida. Este método
aprovecha la capacidad que posee la técnica
de PCR de amplificar segmentos especificos
de ADN con la capacidad que poseen las en-
zimas de restriccion de cortar el ADN en se-
cuencias blanco de la enzima de restriccion. La
base genética del polimorfismo detectado por
el marcador CAPS es la presencia/ausencia de
sitios de restriccion en la secuencia amplifica-
da por PCR. Este marcador permite identificar
individuos heterocigotas, por lo que se compor-
ta como marcador codominante (Figura 6).

< N (285 bp)

< A(166b
¢AE1ong§

CEEHNE 1

Figura 6. Marcador CAPS para seleccionar gen Lr37 de resistencia a roya de la hoja en trigo. En todas
las muestras los fragmentos de PCR amplificados con los iniciadores URIC-LN2 fueron digeridos con la
enzima Dpn Il y sometidos a electroforesis en geles de agarosa 2%. La flecha negra (285bp) indica el
fragmento de ADN asociado al gen Lr37 y las flechas grises (166 bp y 109 bp) indican fragmentos de ADN
asociados a la ausencia del gen Lr37. Las calles 1, 2 y 3 son lineas nulisémicas de trigo para los cromo-
somas 2A, 2B y 2D; las calles 4 a 9 corresponden a individuos de una poblacién F2 segregante para Lr37
(calles 4 y 5 individuos portadores del gen Lr37 en forma homocigota; calles 6, 7 individuos sin el gen Lr37;
calles 8 y 9, individuos portadores del gen Lr37 en forma heterozigota). M: estandar de peso molecular de
ADN. Fotografia de M. Helguera.



Los marcadores STS y sus variantes SCAR y
CAPS, tienen la ventaja de requerir un ensayo
metodolégico sencillo y altamente reproducible
por los que son facilmente transferibles a otros
laboratorios, permitiendo que sean muy usados
en seleccion asistida por marcadores. Asimismo,
segun las caracteristicas de su disefio, pueden
ser codominantes y ser analizados en simultaneo
varios loci STS en un mismo gel.

Actualmente, dada la disponibilidad de se-
cuencias en base de datos es posible también
disefar marcadores STS directamente a partir de
secuencias de interés (secuencias gendmicas,
secuencias ESTs, etc) evitandose de este modo
el trabajo previo de secuenciacion del STS.
de

5.5 Marcadores Funcionales o

Expresion

En la actualidad, las tecnologias de marca-
dores moleculares en plantas superiores han
sufrido un cambio. Asi, la mayoria de los mar-
cadores descriptos anteriormente derivan del
ADN genomico, y por lo tanto pueden perte-
necer a regiones transcriptas y no transcriptas
del genoma. Estos marcadores basados en
ADN derivado de cualquier regién del geno-
ma, han sido descriptos como marcadores de
ADN al azar (RDMs: Random DNA Markers).
Sin embargo, durante los ultimos afos se ha
observado una fuerte tendencia hacia el desa-
rrollo de marcadores moleculares derivados de
la regidn transcripta del genoma (genes). Esto
ha sido posible gracias a la disponibilidad de
un gran numero de secuencias de clones de
ADNc (ARNm transcripto a ADN empleando
transcriptasa reversa, también conocidos como
Expressed Sequence Tags o ESTs), en bases
de datos publicas (TIGR, NCBI; EBI, etc., ver
Parte I, Capitulo 12, "Analisis informatico de
secuencias moleculares”).

Los tipos de marcadores desarrollados a
partir de la regién expresada del genoma son
numerosos, complejos y variados. Sélo se des-
cribiran en detalle aquellos marcadores mas
relevantes y que no fueron enunciados ante-
riormente, recomendandose la lectura de la re-
vision de Gupta y Rustgi (2004) para informa-
cion adicional.
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5.5.1 Marcadores COS
Orthologue Set)

Los marcadores COS representan genes
funcionales conservados en un amplio rango
de plantas dicotiledéneas. Inicialmente, estos
marcadores fueron desarrollados a partir de
la comparacién de la secuencia genémica de
Arabidopsis con la base de datos de ESTs de
tomate. Se postula que estos marcadores po-
dran ser aplicados en el mapeo comparativo
entre genomas emparentados y, por lo tanto,
seran utiles para estudios taxonémicos y en la
deduccién de las relaciones filogenéticas.

(Conserved

5.5.2 Marcadores GTMs (Gene Targeted
Markers)

Los GTMs se basan en polimorfismos dentro
de genes, independientemente de si se cono-
cen o no sus funciones. Estos marcadores se
pueden desarrollar a partir de secuencias dis-
ponibles en las bases de datos (cCDNA/EST/se-
cuencias gendémicas que representan genes) o
a partir de genotecas de ADN gendmico enri-
quecidas para secuencias de genes. Un ejem-
plo de GTMs son los Andlogos a Genes de
Resistencia (Resistance Gene Analogs, RGAS)
que son marcadores basados en secuencias
derivadas de genes de resistencia a patoge-
nos. Las secuencias RGAs son Uutiles para la
identificacion de nuevos genes de resistencia a
patdgenos en plantas.

5.5.3 Marcadores Funcionales propiamente
dichos (FM: Functional Markers)

El desarrollo reciente de varios proyectos de
genomica estructural y funcional en especies
cultivadas, ha generado un enorme caudal de
informacion a nivel de secuencias y esto ha po-
sibilitado el desarrollo de un nuevo tipo de mar-
cadores denominados marcadores funcionales
(FM). Estos marcadores derivan de motivos
polimérficos (mutaciones) dentro de los genes,
y estos polimorfismos afectan directamente la
expresion fenotipica del caracter asociado al
gen (Andersen y Lubberstedt 2003). Los FM
reciben también el nombre de marcadores
diagnésticos, marcadores de genes blanco o
marcadores perfectos (perfect markers).

El desarrollo de FM requiere de secuencias
alélicas de genes caracterizados funcional-

Biotecnologia y Mejoramiento Vegetal Il



mente, a partir de los cuales puedan identifi-
carse motivos polimérficos funcionalmente res-
ponsables de afectar el fenotipo de la planta.

El primer paso en el desarrollo de FM es dis-
poner de la secuencia de un gen con una fun-
cién asignada. En Arabidopsis, menos del 10%
de sus aproximadamente 25.000 genes han
sido caracterizados funcionalmente. En otras
especies, el numero de secuencias caracteri-
zadas funcionalmente es sustancialmente me-
nor. Sin embargo, considerando la identidad de
secuencias es posible asignar funciones putati-
vas (probables) a un 30-50% de las secuencias
expresadas (ESTs) en otras especies. Esta es-
trategia de considerar genes candidatos y las
relaciones sinténicas (similitud) entre genomas
de plantas ha sido explotada exitosamente para
identificar genes agrondmicamente importantes.

El segundo paso en el desarrollo de FM es la
busqueda de secuencias polimérficas o alelos
del gen en cuestion. Para ello se deben anali-
zar las secuencias del gen en mas de un geno-
tipo por especie. Las estrategias de desarrollo
de marcadores funcionales varian desde la de-
teccion de polimorfismos de un solo nucledétido
(SNPs), el descubrimiento en regiones génicas
de secuencias tipo microsatelites (SSRs), la
identificacion de sitios de restriccion que dife-
rencien alelos (CAPS), la deteccion de inser-
ciones y/o deleciones (InDels), las variaciones
a nivel de secuencias que se pueden revelar
empleando la metodologia de conformacién de
ADN simple cadena en electroforesis parcial-
mente desnaturalizantes (SSCP), etc.

Posteriormente, se debe probar la existen-
cia de variacion fenotipica asociada al alelo en
cuestion. Esto puede realizarse indirectamen-
te, por estudios de asociacion en poblaciones
segregantes, o directamente, mediante la com-
paracion de genotipos isogénicos generados
por mutagénesis especifica en la secuencia del
gen mediante TILLING, Targeting-Induced Local
Lesions In Genomes (McCallum et al., 2003
Parte II; Capitulo 4 “Mutagénesis, TILLING y
EcoTILLING”), etc.

En varias aplicaciones, la gran ventaja que
presentan los FM es su ligamiento completo
con motivos (mutaciones) funcionales. En con-
traste con los marcadores tradicionales (distri-
buidos al azar en el genoma), los FM permiten:

i) la aplicacion confiable de marcadores en po-
blaciones sin necesidad de mapeo previo; ii) el
uso de marcadores en poblaciones segregantes
sin el riesgo de perder informacién debido a la
recombinacion; iii) una mejor representacion de
la variaciéon genética en poblaciones naturales o
de mejoramiento.

En general, los FM son utiles para: i) la fija-
cion mas eficiente de alelos en cualquier pobla-
cién segregante; ii) el analisis de alelos tanto en
poblaciones naturales como de mejoramiento;
iii) la combinacién de alelos de FM que afectan
idénticos o diferentes caracteres en mejora-
miento de plantas; iv) la construccion de haplo-
tipos de FM ligados.

En la actualidad se encuentran disponibles
varios genes con potencial para el desarrollo
de FM sobre caracteres de importancia agro-
ndémica, por ejemplo, altura de planta en cerea-
les; tiempo de floracién en maiz, requerimien-
tos de vernalizacion en Brassica y trigo, tama-
fio de fruto en tomate, calidad de alimento en
arroz; resistencia a enfermedades y respuesta
a stress en varias especies, etc. Sin embargo,
aun en especies modelo, solo el 10% de los
genes han sido caracterizados funcionalmente
mientras que para especies no modelo, este
numero es probablemente menor al 5%.

Los FM derivan de estudios de asociacion
realizados en grandes colecciones de genoti-
pos o de la comparacion de lineas isogénicas,
las cuales tienen un costo alto para su desarro-
llo, limitando el estudio inicial a uno 0 unos po-
cos fondos genéticos. Luego estos FM deben
ser evaluados en otros fondos genéticos, con
lo cual, para todo esto es necesario desarro-
llar un marco experimental, estadistico y bio-
informatico para la acumulacion de datos y las
evaluaciones a lo largo de diferentes estudios.

Teniendo en cuenta estos factores y el la-
borioso desarrollo de los FM, la generacién de
FM deberia concentrarse en genes que confie-
ran una variacion fenotipica sustancial. Asi, la
seleccion de “genes claves” para caracteres de
interés agrondémico sera crucial y el paso limi-
tante para el desarrollo de FM Utiles.

5.5.4 Arreglos de ADN para estudios de ex-
presion de genes
Los arreglos de ADN (arrays) permiten, en-
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tre otras cosas, analizar sistematicamente el
patrén de expresion génica de un organismo
en escala gendmica. De este modo, es posible
examinar la expresion simultanea de cientos a
miles de genes en varios estadios del desarro-
llo, en respuesta a diferentes condiciones am-
bientales y en tejidos especificos.

Los arreglos de ADN son soportes solidos,
comunmente vidrio o nylon, en los cuales es-
tan fijadas de forma ordenada gran cantidad de
secuencias de ADN de interés (marcadores) .
Estas secuencias pueden ser genes comple-
tos o parciales. El empleo de estos arreglos
como herramienta para el estudio de expresion
de genes a escala gendémica sigue tipicamen-
te los siguientes pasos: i) la construccion del
arreglo de ADN; ii) la preparacion de sondas
(a partir de ARNm de las distintas situaciones
a comparar); iii) la hibridizacion del arreglo; iv)
la deteccion de la sefial y analisis de los datos
por herramientas computacionales apropiadas.

Existen diferentes sistemas de arreglos de
ADN, dependiendo de la fuente de ADN de
interés, naturaleza del soporte soélido y el sis-
tema de deteccion de la hibridizacion. El sis-
tema mas simple es el que requiere menos
inversion, comunmente se lo llama macroarre-
glo (macroarray) y emplea una membrana
de nylon como soporte en combinacién con
sondas radiactivas. El sistema mas sofistica-
do utiliza laminas de vidrio y sondas fluores-
centes y se lo llama microarreglo (microarray).
Asimismo, en los macroarreglos se depositan
centenas de secuencias de ADN mientras que
en los microarreglos la densidad de secuencias
es al menos un orden de magnitud mayor. Es
importante destacar la existencia de distintos
términos empleados para describir estos arre-
glos, de modo que glass array, chips de ADN y
biochips son denominaciones usadas para los
microarreglos sobre placas de vidrio, en cuanto
que nylon array y high density membranes son
para los macroarreglos sobre nylon.

En el area vegetal, la utilizacion de arreglos
de ADN para el analisis de la expresion génica
aumento significativamente de la mano de los
proyectos de secuenciacion completa del ge-
noma de Arabidopsis thaliana y Oryza sativa
(arroz) (para mas detalles ver Rensink y Buell,
2005).
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Ademas de la contribucion para el entendi-
miento de la expresion génica a gran escala, se
vislumbra la posibilidad de emplear la técnica
de arreglos de ADN en mejoramiento asistido
por marcadores, fingerprinting, seleccion de ac-
cesiones de germoplasma, desarrollo de plan-
tas tolerantes a diferentes tipos de estrés, etc.
Asimismo, la identificacion de genes expresa-
dos diferencialmente, en especial aquellos cuya
expresion no es abundante o estan involucra-
dos en cascadas de transduccion de senales,
ampliara enormemente los horizontes una vez
que esos genes puedan ser empleados como
marcadores para seleccion asistida (Galbraith,
2006).

5.6 Marcadores SNPs (Single Nucleotide
Polymorphisms)

Si bien, son una clase particular de marcado-
res moleculares que podrian ser incluidos dentro
del punto 5.4, se los decidi6 tratar aparte dado
que los SNPs pueden derivar tanto de secuen-
cias gendmicas codificantes (que se expresan)
como no codificantes.

Recientemente, de la mano de los proyectos
de secuenciacién de genomas enteros de plan-
tas, una nueva clase de marcadores moleculares
denominados SNPs (polimorfismo de un nucleé-
tido), esta siendo utilizada en distintos estudios
genéticos. Estos marcadores se basan en la de-
teccion de polimorfismos resultantes de la alte-
racion de una unica base en una secuencia de
ADN. En la figura 7 se muestran secuencias de
ADN ejemplificando algunas variaciones de pun-
to, las cuales se definen como SNPs. Algunos
autores consideran SNPs s6lo cuando ocurre
una sustitucion de base, otros consideran tam-
bién la insercién/delecién de una base (InDel).

Los SNPs pasaron a tener mayor importan-
cia a partir de la secuenciacion del genoma
humano, al descubrirse que el 90% de polimor-
fismo encontrado en el genoma eran SNPs.
Recientemente en el area vegetal, la secuen-
ciacion a gran escala de genomas completos y
de secuencias expresadas (ESTs), ha permitido
evidenciar la presencia de SNPs en especies
como Arabidopsis thaliana, meldn, soja, girasol,
arroz, maiz, cebada, trigo, y cafia de azucar en-
tre otras.
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CACTTATTCAATATTAAT TATGATAAT CAAATAAACCT TALACCGTCGEAT GEAACT
CACTTATTCAATATTAETTATGATAATGAAATAEAGGTTRAGGTGGATGGAACT

ATGTATATGTATAT GTATATGTATATGTATATGTATACTCAT CAATCAAAACCT
ATGTATATGTATATGTATATCTATATGTAT A - ———— CTCATCAATCAAAACCT

Figura 7. Ocurrencia de SNPs por la comparacién de secuencias de ADN de dos individuos diferentes de
girasol (variedades PAC2 y RHA266). De izquierda a derecha, obsérvese el primer SNP en la posicién 17
de la primera secuencia (A-G) y el segundo SNP (insercion/delecion TGTATA) a partir de la posicion 31 de

la segunda secuencia. Gentileza C.Fusari.

Los marcadores genéticos SNP poseen na-
turaleza bialélica y son muy abundantes en el
genoma, siendo la frecuencia de SNPs de 1
cada 100-300 pb para los genomas de plantas.
Los SNPs pueden localizarse en regiones codi-
ficantes, regulatorias y no codificantes. Cuando
estan presentes en regiones codificantes,
muestran 100% de asociacion con el caracter
de interés, por lo que son muy utiles en MAS
(marker assisted selection o seleccion asistida
por marcadores) y en el aislamiento de genes.

Debido a su frecuencia de distribucion, los
SNPs surgen como importantes marcadores
para la obtencion de mapas genéticos de alta
resolucion. Estudios llevados a cabo utilizando
Arabidopsis como organismo modelo, han de-
mostrado que estos marcadores posibilitan la
obtencion de mapas de una resolucion cerca de
100 veces superior a la obtenida con los marca-
dores convencionales.

Los SNPs son estables desde el punto de
vista evolutivo, lo que facilita su empleo en es-
tudios de poblaciones. Otra caracteristica im-
portante es que la genotipificacion de los SNPs
no esta basada en la medida del tamafio de los
alelos como ocurre con los otros marcadores
moleculares, y la distincion de los alelos puede
ser automatizada. Por lo tanto, los SNPs, por
tener una tasa de mutacion relativamente baja,
ser mucho mas frecuentes en el genoma y ser
detectables en forma automatizada, surgen
como importantes marcadores genotipicos.

En tiempos recientes se han desarrollado
varias metodologias para detectar SNPs que
utilizan diferentes estrategias para comparar
regiones especificas del ADN obtenidas de va-
rios individuos. La eleccidon de uno de los mé-
todos dependera de muchos factores: costos,
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potencial para el procesamiento de los datos
generados, los equipamientos necesarios y la
dificultad de los ensayos.

Inicialmente, los abordajes para la deteccion
de SNPs consistian en amplificar y secuenciar
fragmentos genomicos equivalentes de regio-
nes génicas especificas del ADN de varios in-
dividuos y comparar sus secuencias buscando
SNPs. La adopcién de esa estrategia involucra
el disefo de iniciadores para amplificar seg-
mentos de ADN de entre 400 a 700 pb, deri-
vados frecuentemente de genes de interés o
provenientes de ESTs. Para la amplificaciéon
se emplean ADNs de varios individuos, prefe-
rencialmente representativos de la diversidad
de la poblacion de interés. Estos productos
de amplificaciéon resultantes se secuencian
directamente y las secuencias resultantes se
alinean, empleando programas bioinformaticos
apropiados para la identificacién de polimorfis-
mos (SNPs).

Actualmente, la secuenciacién a gran esca-
la del genoma de varios organismos permite la
identificaciéon de SNPs mediante la compara-
cion de millares de secuencias depositadas en
las bases de datos, incluyendo clones genémi-
cos Y, principalmente, secuencias de ADNc y/o
ESTs.

Independientemente del método utilizado
para identificar los SNPs es indiscutible la con-
tribucion de la bioinformatica en dicho proceso.
Por otra parte, la necesidad de la validaciéon
experimental de los datos es indispensable.
Actualmente, estan disponibles distintos mé-
todos de validacion y genotipado (deteccion),
uno de ellos son los chips de ADN o microarre-
glos de ADN. Como se dijo anteriormente, es-
tos chips consisten en arreglos de oligonucleo-
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tidos de secuencia conocida depositados sobre
un soporte solido. Para el caso de la deteccion
de SNPs, los oligonucledtidos difieren entre si
en sitios especificos en nucleétidos individua-
les (en el sitio del SNP). La técnica es apro-
piada para analizar varios SNPs en paralelo
a partir de cada muestra (en forma multiplex).
En una columna del arreglo cuatro oligonucleé-
tidos diferiran solamente en el sitio del SNP
(tendra cada uno, una de las cuatro bases en
la posicion del SNP). Cuando este arreglo es
hibridado con productos de PCR o fragmentos
de ADN gendmico obtenidos por nebulizacién
(romper el ADN en fragmentos de un tamafio
determinado y al azar), estos se uniran solo
a los oligonucledtidos perfectamente comple-
mentarios y los productos no perfectamente
complementarios (con mismatch) seran lava-
dos. La unién perfecta de cada caso podra ser
tomada por un sistema de deteccion. Asi, en
un unico microarreglo (chip) es posible analizar
miles de SNPs, correspondientes a distintos
loci en simultaneo.

Otros métodos de analisis de SNPs incluyen:
cromatografia liquida de alta resolucién desna-
turalizante (DHPLC), espectrometria de masa,
ensayos con extension de iniciadores, PCR
en tiempo real, minisecuenciacién, secuen-
ciacion de una unica base, digestion por enzi-
mas de restriccion (RFLP), CAPS, entre otros.
Puede encontrarse una revision detallada de
estos métodos en Kwok (2001), Tsuchihashi y
Dracopoli (2002).

En cuanto a las aplicaciones y perspectivas
de los marcadores SNPs cabe destacar que
han sido fundamentales para el analisis de
genes y el descubrimiento de la base genéti-
ca molecular de importantes caracteristicas
agronomico-industriales. Como por ejemplo en
arroz, el descubrimiento de SNPs involucrados
en la calidad de coccidn, procesamiento y aro-
ma del grano (Larkin y Park, 2003).

La comparaciéon directa de SNPs también
ha sido empleada en estudios de genética de
poblaciones y filogenia, identificacion de va-
riedades, construccion de mapas genéticos y
fisicos, analisis funcionales, analisis de asocia-
cion en mejoramiento genético vegetal etc.

El uso de métodos masivos de analisis,
como los arreglos de alta densidad de oligonu-
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cledtidos, se estan empleando en la actualidad
para identificar Single Feature Polymorphisms
(SFPs, Polimorfismos de Caracteristica Unica)
como una alternativa atractiva para detectar
SNPs y otro tipo de mutaciones entre genoti-
pos. Los SFPs son detectados sobre arreglos
de alta densidad de oligonucleétidos (chips)
y representan polimorfismos de secuencia de
ADN entre dos genotipos dentro de un oligonu-
cledtido individual, el cual se detecta por dife-
rencia en la afinidad de hibridacion. El término
“caracteristica (feature)” refiere a la sefial de
hibridacion dada por una sonda (oligonucleéti-
do) en el arreglo (Zhu y Salmeron, 2007).

El descubrimiento de los SNPs, asociado a
la posibilidad de utilizarlos como marcadores,
permite a los investigadores explorar nuevas
hipétesis. Se considera que muchos de estos
SNPs estan localizados en el interior de se-
cuencias génicas, esto puede significar una
importante reduccién en el tiempo y costos
para el descubrimiento de genes de interés,
comparado con los marcadores actualmente
disponibles. Asimismo, el desarrollo constante
de tecnologias para su aplicacion permitira au-
tomatizar el mapeo de alta densidad y, conse-
cuentemente, reducir los costos de su empleo
en estudios moleculares a gran escala.
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| CAPITULO 6

Construccion de mapas de
ligamiento genético, localizacién
de genes y regiones
cromosomicas asociadas a
caracteres de interés en plantas

Gerardo D L Cervigni,
Juan Pablo A Ortiz, Sergio E Feingold

1. Introduccién

La posibilidad de construir mapas de liga-
miento genético en especies vegetales o ani-
males es una de las contribuciones de mayor
impacto de las técnicas de marcadores mole-
culares en las ciencias bioldgicas. Los marca-
dores moleculares utilizados pueden corres-
ponder a regiones intergénicas no codificantes
0 a segmentos génicos, en cuyo caso son de-
nominados funcionales y constituyen marca-
dores “ideales” a los efectos de seleccion de
genotipos. Un mapa genético establece de ma-
nera probabilistica el arreglo lineal de un grupo
marcadores (0 genes) sobre el genoma de una
especie. Si bien el concepto data de principios
de siglo XX, a partir de los trabajos de Morgan
y Bridges con mutantes de Drosophila, recién
a partir del advenimiento de los marcadores
moleculares fue técnicamente posible construir
mapas genéticos saturados en la mayoria de
las especies vegetales de interés agronémico.
Usando este tipo de mapas es posible iden-
tificar la posicion y el efecto de genes sobre
caracteres de importancia mediante asocia-
ciones estadisticas entre los valores fenotipi-
cos y las variantes alélicas de los marcadores.
La disponibilidad de mapas genéticos permite
también la seleccién indirecta de genotipos de-
seables, comunmente denominada MAS (del
inglés Marker Assisted Selection), mediante el
seguimiento de marcadores localizados en re-
giones genomicas determinadas. La utilizacion
de marcadores comunes permite comparar la
estructura del genoma de diferentes especies
(comparative mapping) e identificar rearreglos
cromosoémicos a pequefa y gran escala (micro
y macro sintenia) para estudios de filogenia y
evolucion molecular. Por otro lado, el desarro-
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llo de mapas genéticos altamente saturados
permite el clonado posicional de genes.

2. Introduccién a la construccion de ma-
pas genéticos en vegetales

Para comprender mejor las bases tedricas
y metodolégicas empleadas en el mapeo ge-
nético es necesario recordar algunos concep-
tos basicos de genética Mendeliana. Gregor
Mendel realizd sus experimentos en Pisum
sativum (arveja cultivada) efectuando cruza-
mientos controlados entre individuos que se
diferenciaban en determinadas caracteristicas
(como por ejemplo el color de la flor, tipo de
tegumento de las semillas y largo de los tallos),
y estudi6 la forma en que estos caracteres se
transmitian a la descendencia. A partir de datos
experimentales formulé una hipétesis simple
para explicarlos y posteriormente disefid expe-
rimentos para contrastarla. Sus trabajos permi-
tieron inferir la existencia de “factores” heredi-
tarios y sus mecanismos de transmision antes
de conocer la existencia del ADN como mate-
rial de transmisién genético. En base a sus da-
tos experimentales Mendel formulé su prime-
ra ley, o ley de la segregacion. Ella establece
que los miembros de un par génico (alelos) se
segregan (se separan) uno de otro durante la
formacion de las gametas. Como consecuen-
cia, la mitad de las mismas portan un alelo y
la otra mitad el otro. La progenie es luego for-
mada por la combinacion al azar de las game-
tas de ambos progenitores. La segunda ley de
Mendel, o ley de la segregacion independiente,
indica que la segregaciéon de los alelos de un
gen es independiente de la segregacion de los
alelos de otro gen. Estas dos leyes fueron los
puntos de partida sobre los cuales se elaboro
toda la teoria de herencia que hoy conocemos.
Incluso aun en el presente, los analisis de las
frecuencias en que aparecen los caracteres
en las progenies de cruzamientos controlados
son una parte fundamental de los andlisis ge-
néticos. Los caracteres genéticos pueden estar
controlados por uno o0 pocos genes, 0 poseer
un control complejo que involucra muchos ge-
nes, denominados /oci de caracteres cuantitati-
vos o QTLs (del inglés Quantitative Traits Loci),
a menudo afectados por el ambiente. La dis-
ponibilidad de un gran numero de marcadores
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(foci) polimérficos, no afectados por el medio
ambiente, neutros, sin efectos deletéreos y
cuya herencia pude determinarse con relativa
facilidad, simplific6 enormemente los analisis
genéticos en especies vegetales y animales.
La construccion de un mapa de ligamiento ge-
nético es esencialmente una representacion
grafica lineal del orden mas probable de mar-
cadores moleculares o genes a partir de los va-
lores de recombinacién observados entre ellos.
Cada arreglo lineal es denominado “grupo de
ligamiento”. En teoria un mapa saturado debe
contener el mismo numero de grupos de liga-
miento que numero basico de cromosomas.

En este Capitulo se desarrollaran los con-
ceptos basicos del mapeo genético en vegeta-
les y algunas de sus aplicaciones. De ninguna
manera se pretende abordar el tema en toda
su extension debido a que la misma supera
largamente los objetivos de este libro. Aquellos
lectores que deseen ampliar y profundizar los
temas que aqui se desarrollan pueden consul-
tar los textos que se citan en la lista de referen-
cias bibliograficas al final del Capitulo.

Los pasos fundamentales a seguir en la
construccion de un mapa genético de una de-
terminada especie o el mapeo especifico de un
gen (locus) de interés pueden resumirse en: 1)
seleccion de progenitores y desarrollo de una
poblacion segregante (poblacion de mapeo), 2)
generacion de un numero suficiente de marca-
dores y registro de los mismos en cada uno de
los individuos de la poblacion (genotipado), 3)
determinacién de las frecuencias de recombi-
nacion entre marcadores y determinacién de
grupos de ligamiento y 4) determinacion del or-
den de los marcadores y conversion de la fre-
cuencia de recombinacion (r) en unidades de
mapeo o centiMorgan (cM).

2.1. Poblaciones de mapeo

El primer paso en todo proyecto de mapeo
es el desarrollo de una poblacién segregan-
te para una o mas caracteristicas de interés.
La seleccion de los progenitores es un punto
importante debido a que no sélo deben ser
contrastante para la caracteristica en estudio,
sino que ademas deben presentar diferencias
a nivel de secuencias del ADN vy asi obtener
suficientes marcadores polimorficos que per-
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mitan la construccion del mapa genético. En
ausencia de polimorfismos genéticos los ana-
lisis de segregacion y ligamiento son imprac-
ticables. En general los cruzamientos entre
especies alégamas presentan mayor grado de
polimorfismo que entre autbgamas. La falta de
polimorfismos es comun en poblaciones deri-
vadas de cruzamientos entre progenitores de
base genética estrecha, como los realizados
entre distintos cultivares de la misma especie
o entre individuos de especies silvestres deri-
vados de la misma poblacion natural. En teoria
es posible desarrollar varios tipos de poblacio-
nes segregantes y la decisién de cual utilizar
depende de la resolucion que se desee alcan-
zar con el mapa y la posibilidad y/o facilidad
de desarrollarla. En la Figura 1 se muestra un
esquema del desarrollo de 5 poblaciones basi-
cas de mapeo. Las poblaciones de tipo retro-
cruza (backcross 0 BC,) y F, son generalmente
adecuadas y faciles de generar en la mayoria
de las especies cultivadas como: trigo, maiz
y soja. Las poblaciones F, proveen mayor in-
formacion genética que las retrocruzas para el
mismo numero de individuos debido a que pue-
den evaluarse dos cromosomas recombinan-
tes por planta. En especies autoincompatibles
y altamente heterocigotas las poblaciones F,
también son segregantes y pueden emplear-
se para mapeo. Estos 3 tipos de familias son
efimeras, es decir, que cada individuo segre-

Progenitor 4 Progenitor
A B

(AA) {ad)

l _.( BCGF,
® Progenitor B (Aa) (aa)

Autofecundacion l \U“VDUE anteras
Fa Haploides
(AA) (Aa) (aa)
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:

Tratamientos
con colchicing

DHs
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— - —
-— o a—
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gara las combinaciones génicas que porta en
la siguiente generacion. Si no es posible man-
tenerlas clonalmente como por ejemplo a partir
de 6rganos vegetativos o por cultivo in vitro, la
informacion obtenida en ellas debe ser transfe-
rida a una nueva poblacién utilizando algunos
de los marcadores que fueron previamente lo-
calizados (mapeados) de manera de conservar
puntos de referencia entre ambas.

En el caso de requerirse multiples ensa-
yos, (repeticiones intra experimento, ensayos
en distintas localidades o en varios afos),
es necesario desarrollar poblaciones de ma-
peo inmortales como las Lineas Endocriadas
Recombinantes (RILs por Recombinant Inbred
Lines) o poblaciones de Haploides Duplicados
(DHs). Ambas poblaciones se componen de un
conjunto de lineas homocigotas que pueden
ser replicadas por semillas varias veces y por
varios ciclos de cultivo. Estas caracteristicas
las hacen especialmente adecuadas para ma-
pear QTLs. Las RILs son generadas a partir de
una poblacion F, por descendencia de semilla
unica de un numero determinado de individuos
durante cinco o mas generaciones. Finalmente,
cada linea representara los diferentes bloques
de ligamiento presentes en un individuo F,de
la poblacion original, pero en estado homoci-
gota. Una vez estabilizadas, las RILs pueden
ser mantenidas y multiplicadas por semillas
afno tras ano. Una de las desventajas de este
método es que algunas regiones del geno-
ma pueden seguir en el estado heterocigota
a pesar de las multiples autofecundaciones.
Por otro lado, no es posible desarrollarlas en
especies autoincompatibles. Las poblaciones
DH se generan a partir del cultivo de tejidos de
anteras de individuos F,. En algunas especies
es posible regenerar plantas enteras a partir
de microgametofitos haploides (grano de polen
en el estado uninucleado). Si la planta dado-
ra es una F,, sus granos de polen portaran las
gametas derivadas de la meiosis con diferen-
tes combinaciones alélicas. Posteriormente,
por tratamientos de duplicacién cromosémica
con colchicina, las plantas haploides obtenidas
pueden diploidizarse llevando todos los /oci al
estado homocigota. Como resultado se obtiene
una serie de lineas que representan las com-
binaciones génicas presentes en las gametas
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de la F,. La desventaja de este método es que
es necesario disponer de un protocolo eficiente
para la regeneracion de plantas in vitro a partir
del cultivo de anteras y la posterior duplicacion
cromosomica.

Una vez establecido el tipo de poblacion a
utilizar, el nUmero de individuos es también un
punto importante debido a que la resolucién del
mapa y el ordenamiento de los marcadores en
los grupos de ligamiento dependen de éste. En
general, poblaciones de 60 a 100 individuos
son adecuadas para trabajos de tipo acadé-
mico, como la localizacion de un determinado
locus en el genoma o el mapeo de un carac-
ter cualitativo. Sin embargo, para proyectos de
mapeo de QTLs o la construcciéon de mapas de
alta resolucién son necesarias poblaciones de
500 a 1000 individuos.

2.2. Registro de marcadores moleculares
y clasificacién de la poblacion

Los marcadores moleculares utiles para ma-
peo deben existir en 2 0 mas formas alélicas
distinguibles, de manera que los genotipos de
cada individuo puedan ser claramente identifi-
cados. Los mismo pueden ser de tipo dominan-
te (presencia o ausencia de una banda como
en RAPD y AFLP) por lo cual no es posible
distinguir entre el genotipo homocigota (AA)
del heterocigota (Aa) o co-dominantes (todos
los alelos pueden identificarse, por ej., usan-
do SSR y RFLP), donde los 3 genotipos de un
mismo /ocus dialélico pueden ser discriminados
(AA, Aa y aa). Como criterio general una vez
que se dispone de entre 100-200 marcadores
en una determinada poblacién es posible identi-
ficar grupos de ligamiento, regiones genémicas
especificas y mapear genes o QTLs. Asimismo,
practicamente cualquier nuevo marcador que
se agregue pude integrarse a los preexistentes.
El genotipo de cada individuo de la poblacion,
para cada uno de los marcadores debe ser de-
terminado (genotipado). En general se toman
como marcadores informativos aquellos que
muestran relaciones de segregacion, por pre-
sencia/ausencia, que se ajusten a las frecuen-
cias esperadas considerando el tipo de pobla-
cién y marcador molecular utilizado (por ej.: 1
Aa: 1 aa en una retrocruza o 3 A_: 1aa en una
F,), por medio de la prueba del ji-cuadrado (X?).
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2.3. Estimacion de las frecuencias de
recombinacion y detecciéon de grupos de
ligamiento

2.3.1. Concepto de ligamiento

Dos loci que se encuentran muy cercanos
en el mismo cromosoma no segregan indepen-
dientemente durante la meiosis. Esta relacion
se denomina ligamiento genético y explica la
aparicion de una proporcion mayor de indivi-
duos portando combinaciones alélicas paren-
tales que lo esperado segun la Segunda Ley
de Mendel. Los genes ligados pueden ser se-
parados por un intercambio fisico de partes de
cromosomas (cromatidas hermanas) durante
la meiosis por el proceso de entrecruzamiento
o “crossing-over” (CO), el cual genera game-
tas recombinantes, distintas de las parentales
(Figura 2).

para que el numero de plantas recombinantes
sea igual al de no recombinantes, se dice que
los mismos segregan independientemente. Por
otro lado, si el numero de plantas recombinan-
tes es menor al esperado (50%) se considera
que ambos loci estan ligados genéticamente.
De esta manera, determinando la frecuencia
de aparicion de individuos con combinaciones
alélicas recombinantes es posible realizar una
medida relativa de la distancia entre ellos. 2.3.2

Deteccién del ligamiento

El primer paso en el estudio del ligamiento
entre 2 loci (por ej., Ay B) consiste en deter-
minar si los mismos segregan individualmen-
te de acuerdo al modelo esperado (1:1, 3:1,
1:2:1, etc.), y posteriormente, si lo hacen en
forma independientemente o no. En ambos
casos la prueba estadistica adecuada es el X?

P, P,

A B a b
IxIb

Individuos B,

Proporciones fenotipicas
esperadas en ausencia
de ligamiento

. A B
l Meiosis l = b 72 (AB) Parental
€ t
dmetas A B
p A A a b 7 (Ab) Recomhinante
a b
A b a b
. .
. a 5 - o /2 (aB) Recombinante
p
a h 3 b - Va (ah) Parental
Figura 2.

Existe una relacion entre la distancia fisica
a la que se encuentran 2 loci y la probabilidad
de que se produzca un CO entre ellos. Cuanto
mas alejados estén uno del otro mayor sera
la probabilidad de que ocurra un entrecruza-
miento y se generen gametas recombinantes.
Consecuentemente, si dos loci estan lo sufi-
cientemente separados en el cromosoma como

considerando un nivel de significancia prede-
terminado (p = 0,05 o 0,01), aunque también
es posible utilizar el LOD score (ver punto 2.4).
Si la probabilidad asociada al X? obtenido para
cada locus en forma individual es superior a la
predeterminada, se considera que ambos mar-
cadores segregan de acuerdo a lo esperado.
En el segundo paso, el numero de progenies



observadas en cada clase genotipica se con-
trasta con los valores esperados para una se-
gregacion independiente (Tabla 1).

Tabla 1: Segregaciones esperadas para 2 loci inde-
pendientes en distintas poblaciones de mapeo.

Tipo de Marcador Marcador
poblacion dominante co-dominante
BC 1 1111 1:1:1:1
Fa 9:3:3:1 12242121
RiL= 1:1:1:1 1:1:1:1
DH 1:1:1:1 1:1:1:1

BC,: poblacion de retrocruzamiento, F,: poblacion tipo F,
derivada del cruzamiento entre 2 progenitores heteroci-
gotas; RIL: poblacién de lineas endocriadas recombinan-
tes (RILs por Recombinant Inbred Lines) y DH: poblacién
de haploides duplicados.

La hipotesis nula (Ho) es que ambos /oci se-
gregan independientemente y la hipétesis al-
ternativa (H,) es que ambos /oci estan ligados.
Si los desvios obtenidos entre los valores ob-
servados y esperados tienen una probabilidad
de ocurrencia menores que 1/20 o 1/100 (p <
0,05-0,01), se considera que los loci Ay B no
segregan independientemente y por lo tanto se
acepta H, que indica la existencia de ligamien-
to entre ellos (ver ejemplo Figura 3).

2.3.3. Estimacion de la frecuencia de
recombinacion

Una vez verificada la existencia de ligamien-
to entre 2 loci es posible estimar la frecuencia
de recombinacién (r) entre ellos. En el caso
mas simple de una retrocruza, todas las clases
fenotipicas (o genotipicas) pueden ser identi-
ficadas (Figura 3). El valor de r expresado en
porcentaje se calcula:

.1 nomero de gametas recombinantes
l'{ E'n }— - X
numero total de gametas

100

Una estimacion de r= 0,01 (1 %) es definida
como una unidad de mapeo (u.m), y corres-
ponde a la distancia entre dos /oci en la cual
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1 producto de cada 100 meiosis es del tipo re-
combinante. Un ejemplo de los pasos a seguir
en la estimacion del ligamiento entre dos ge-
nes se muestra en la Figura 3.

a b a b
{ii) Datos derivados del cruzamiente prueba

Gamelas  Fenolipos Genmlipos Mo
Parenlales AB AB AaBb G0
Gametas ab ab aabh 59
Fy Al Ab Aabh 4
Recombinantes
aB a8 aaBb 3
Tatal 126
{iii) Prueha de segregaciin de factores simples Ala y Bib
Mumero de individuos con fenotipo & =60+ 4 = 64
Mumero de individuos con fenatipo & =50+ 3=62
Xlygy =0.03ns
Mumero de individuos con fenolipo B =G0+3=53
Mumero de individuos con fenotipo b =58 +4 =63
Xy, =0.00
(iv) Prusba de segregacin independiente de locus Ay B
Fanolipos Fracuancia 1=} Ma
iganalipos) esparada esparado obsarvado
AB (AaBb) Yexn s G
Ab (Aabb) Yamn 3.5 4
aB (zaBb) Yun 5 3
ab (aabb) Wan <3 -] 59
Tl 126
¥ =E¥ = a9, 56°
P =0.001)

{v) Célcula del porcentaje derecobminacian (%

nimero de gametas recombinames (4 +3) R
Bar= - i =00555 05, 55%

mimern total de gametas 126

Figura 3.

En este caso la frecuencia de recombinacion
entre Ay B es de 5,55 %. Como la frecuen-
cia de recombinacion es una proporcion, su
variancia (derivada de la distribucién binomial)
esta dada por la expresion: R (1-R)/N, donde
R es la frecuencia de recombinacion y N es el
numero total de los individuos de la poblacion.
Por lo tanto, un valor de r = 5,55 % (como el
de nuestro ejemplo), posee el siguiente error
estandar:
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J[0,055x(1-0,055)/126]=0,020

De esta manera es posible establecer el gra-
do de ligamiento entre 2 loci. Sin embargo, en
algunos tipos de poblaciones como las F,, no
todas las clases genotipicas pueden ser iden-
tificadas facilmente, especialmente cuando se
trabaja con marcadores co-dominantes. Esto
es debido a que no es posible diferenciar si los
dobles heterocigotas derivan de 1 o 2 game-
tas recombinantes. Para estos casos se han
desarrollado procedimientos alternativos para
estimar las distancias genéticas. EI método
de maxima probabilidad (maximum likelihood
method) es el méas utilizado. Debido a que se
trata de un método estadistico de estimacion
de probabilidades las férmulas empleadas
en los calculos son generalmente complejas.
Allard (1956) desarroll6 el método de los sco-
res para derivar las férmulas, estimar las dis-
tancias genéticas y calcular las desviaciones
estandares para varios tipos de poblaciones.
Afortunadamente en el presente se dispone de
programas de computacion que utilizan estas
féormulas y permiten trabajar con grandes ar-
chivos de datos derivados de poblaciones de
un gran numero de individuos. Entre los mas
populares se encuentran el Mapmaker (Lander
1987) y el JoinMap (Stam et al. 1993).

2.3.4. Ordenamiento de los marca-
dores y conversién de frecuencias a
unidades de mapeo

Cuando se estudia el ligamiento simultaneo
entre 3 0 mas marcadores (por €j. A, By C),
se puede establecer un orden en base a las
distancias relativas entre ellos (mapeo de 3
puntos). Suponiendo que el orden sea ABC, la
distancia estimada en la prueba de 2 puntos
entre Ay C sera aproximadamente igual a la
suma de la distancia entre A-B + B-C. Sin em-
bargo, frecuentemente la distancia entre Ay C
(medida como prueba de dos puntos) suele ser
menor a la de A-B + B-C. Esto se debe a la
presencia de entrecruzamientos dobles entre
Ay C cuyo resultado final es la formacion de
gametos parentales AC y ac que se computan
como "no recombinantes”, cuando en realidad
si lo son. Si no hubiéramos mapeado el gen

B nunca hubiéramos detectado estos dobles
entrecruzamientos. Extendiendo este razona-
miento, en realidad tampoco sabemos si entre
A-B hubo entrecruzamientos dobles y, por lo
tanto, haber subestimado la proporcion de re-
combinantes entre ellos. Cuanto mas grande es
la distancia entre 2 marcadores, mas inexacta
sera la medida de la distancia. Asimismo, otro
hecho que debe considerarse es el fendmeno
de interferencia (l). La interferencia se relacio-
na con la imposibilidad fisica de que adyacente
a un punto de entrecruzamiento se produzca
otro en la misma meiosis debido a un impedi-
mento fisico entre ellos (se "interfieren"). Estas
caracteristicas hacen que las frecuencias de
recombinacion no sean magnitudes aditivas
para grandes segmentos cromosomicos. Para
solucionar esto, los valores de r se convierten
en unidades de mapeo (centMorgan — cM) me-
diante la aplicacién de las funciones de mapeo.
Las ecuaciones para convertir r en cM derivan
de funciones de distribucion y son fundamen-
talmente dos, la funciéon de Haldane (1919) y la
de Kosambi (1944). La diferencia basica entre
ellas es el supuesto que asumen con respec-
to a la interferencia en la ocurrencia de dobles
CO. La funcién de Haldane considera interfe-
rencia nula (I=0) mientras que la funcién de
Kosambi estima el valor de |. Estos valores ge-
neralmente se encuentran entre 0 y 1 (interfe-
rencia completa). El valor real de interferencia
se ubicara entonces en algun lugar en medio
de ambos valores. Los valores de cM estima-
dos con ambas funciones son equivalentes
cuando se consideran valores de r de hasta 10
%, para valores mayores la transformacion de
Kosambi es mas exacta.

2.4. Programas de mapeo

La utilizacion de programas de mapeo
como el Mapmaker 3.0 (Lander et al. 1987;
http://www.nslij-genetics.org/soft/mapmaker)
o JoinMap 1.4 - 4.0 (Stamp 1993; http://lwww.
kyazma.nl), permiten el analisis simultaneo de
muchos marcadores en poblaciones de gran
numero de individuos, mediante la utilizacién
de métodos de estimacion de parametros
como el de maxima probabilidad o minimos
cuadrados. Estos programas poseen diferen-
tes procedimientos, o rutinas, que permiten la

Biotecnologia y Mejoramiento Vegetal Il 91



estimacion de r entre pares de marcadores,
la identificacion de los grupos de ligamiento y
la determinacién del orden de los marcadores
dentro de cada grupo. El programa Mapmaker
utiliza el test estadistico LOD score para eva-
luar el valor de r estimado y la posicion mas
probable de un marcador en el grupo de liga-
miento. El LOD score (logaritmo de los odds)
es el logaritmo en base 10 del cociente entre la
probabilidad de obtener los datos observados
en caso de que los loci considerados estuvieran
ligados, sobre la probabilidad de obtener los da-
tos en ausencia de ligamiento. Un LOD = 3 para
un par de marcadores indica que es mil veces
mas probable que los /loci estén ligados respec-
to a que no lo estén. El programa Mapmaker
también utiliza LOD score para comparar dife-
rentes ordenes posibles entre varios genes. Al
orden mas probable le asigna un 0 y a los res-
tantes le asigna valores negativos. Por su par-
te, el programa JoinMap (Stam, 1993) permite
trabajar con distintos tipos de poblaciones e in-
clusive con distintos tipos de segregacion den-
tro de la misma poblacién. Este programa fue
especialmente disenado para estimar datos de
ligamiento genético en poblaciones derivadas
de especies altamente heterocigotas y/o donde
no es posible obtener lineas puras. Otra de sus
principales ventajes es que permite “combinar”
mapas derivados de distintas poblaciones (o
datos bibliograficos) si disponen marcadores en
comun (Stam 1993). Debido a que las unidades
de mapeo genético estan basadas en frecuen-
cia de recombinacion su significado en cuanto
a distancia fisica (numero de nucleétidos) entre
dos loci varia segun la especie considerada, el
cromosoma Y la localizacion dentro del mismo.
Es conocido que existen regiones de alta fre-
cuencia de recombinacion localizadas sobre los
brazos cromosomales (comunmente llamados
hotspots) y regiones donde la recombinacién
esta fuertemente restringida como por ejemplo
cerca de los centrémeros o telémeros. Aunque
se corre el riesgo de cometer un error grosero
puede considerarse que en promedio 1 cM equi-
vale aproximadamente a 1 Mpb (un millén de
pares de bases) en humanos y entre 500 y 750
kpb (mil pares de bases) en plantas superiores
(como el arroz y tomate, respectivamente).
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3. Mapeo de QTL

Muchas de las caracteristicas de importan-
cia agrondmica presentan una distribucion
continua de valores, esto es, dentro de una
poblacién determinada no existe una clara dis-
tincion en clases fenotipicas. La base genética
de estas caracteristicas fue esclarecida poco
después del redescubrimiento de las leyes de
Mendel, cuando Yule en 1902 propuso que
esa variacion era la consecuencia de la accion
aditiva de muchos genes. Entre éstos se sue-
le identificar a genes de efectos pronunciados,
denominados genes mayores y genes con pe-
quefos efectos que fueron inicialmente deno-
minados poligenes. Sin embargo, la distincion
entre poligenes y genes mayores (también lla-
mados oligogenes) no resultd satisfactoria ya
que el efecto de un gene depende del entorno
genético, el ambiente y del alelo presente en
el locus del gen. Geldermann (1975) propuso
denominar a estos loci controladores de carac-
teristicas cuantitativas como QTLs (del inglés
Quanitative Traits Loci). Esta nomenclatura re-
sulté mas adecuada ya que no asocia al gen
con la magnitud de su efecto.

Si bien la genética cuantitativa ha propues-
to y utilizados modelos biométricos con gran
éxito a lo largo de la historia del mejoramiento
de plantas y animales, estos modelos se ba-
san en la estimacion de los efectos génicos y
no tanto en el numero de genes involucrados.
Utilizando marcadores moleculares ligados a
los QTLs, es posible estimar el genotipo, los
efectos genéticos y tener una aproximacion
menos sesgada del nimero de o genes/QTLs
determinantes del caracter. Es indispensable
que el lector no considere la metodologia de
marcadores moleculares sustituta de de los
modelos genéticos-estadisticos utilizados por
la genética cuantitativa, por el contrario, ellos
son la base de los estudios de mapeo de ge-
nes/QTL utilizando marcadores moleculares.

Una de las técnicas de identificacién de
QTLs es la denominada asociacion con mar-
cas simples o marcadores individuales. En este
caso, la utilizacién de un mapa genético no es
necesaria, aunque un mapa genético ayuda a
la interpretacion de los resultados. Las posibi-
lidad de identificar un QTL usando marcadores

Biotecnologia y Mejoramiento Vegetal Il



moleculares depende de la distancia genética
existente entre el marcador y el QTL, y de la
magnitud de los efectos genéticos, aditivo (a) y
de dominancia (d) (ver mas abajo), del propio
QTL. La estimacion de estos efectos es indi-
recta pues se realiza con base en el marcador
ligado al QTL. Ademas, la estimacion de estos
efectos serd mas o menos exacta dependien-
do de la técnica de mapeo utilizada, siendo la
mas adecuada aquellas técnicas derivadas del
mapeo por intervalo.

Consideremos M/m el locus del marcador
molecular y Q/q el locus del QTL. Para saber
si M y Q estan ligados, son necesarias las si-
guientes etapas:

» obtener una poblacién segregante para
ambos loci M y Q(poblacién de mapeo),

* medir la caracteristica fenotipica (Y) con-
trolada por el QTL (Q),

+ obtener el fenotipo del marcador (M) en
cada planta de esta poblacién, y registrarlo
en una matriz de datos.

Considerando el caso de un unico locus
(Q/q), en que el alelo Q aumenta el valor de
la caracteristica, y haciendo pQQ, pQq y nqq
las medias de los individuos con genotipos QQ,
Qqy qq, respectivamente, y u = (uLQQ + nqq)/2
la media entre los genotipos homocigotos, los
siguientes efectos genéticos pueden ser obte-
nidos una poblacién F,:

Efecto aditivo

= HMM - umm

2(1- 2r)

Efecto de dominancia:

[RXNIT] + Mmm
- Hugn ™ 2

(- 2r)’

Razon d/a (grado medio de dominancia):

d 2“Mm- Hvm +“mm d

a (1_ 2r)(MMM - Mmm)

Si el QTL no estuviera ligado al marcador,
(r = 0,5) las diferencias entre las tres medias
no seran estadisticamente significativas. De la
misma forma, si ay d fuesen iguales a cero (au-
sencia de efecto), no se detectarian diferencias
estadisticas entre las medias. De esta manera,
so6lo si r< 0,5 es posible detectar asociaciones
entre M y Q, dependiendo esta deteccion del
grado de ligamiento o magnitud de r (pequefios
valores de r facilitan la deteccion) y del efecto
del alelo Q sobre el caracter.

Formalmente tenemos: H_: p,,,=Hym=Hom
Hast B # M Ha857 By # s Hg iy # Mo

Medias de los genotipos

“iqq ,’IL “IQq “IQQ
1 | | 1
- I d _/

{
<

a) efecto aditivo (a) y (d) efecto de la domi-
nancia donde:

_ uQQZ— M99 4 - Qg uQQ; Kqq

an una generacion F, cuyos genotipos mar-
cadores MM, Mm y mm estaran presente en la
frecuencia de 1/4, 1/2 y 1/4, respectivamente.
En este caso los efectos a, d y d/a son estima-
dos con base en el marcador ligado al QTL,
como sigue:

a
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Valores genotipicos

La asociacién Marcador-QTL se confirma
si las diferencias entre las medias fenotipicas
de grupos de marcadores son estadisticamen-
te diferentes de cero (se rechaza de Ho). Las
diferencias pueden ser evaluadas por medio
del andlisis de la varianza (ANOVA) o prueba
t, eligiendo un nivel de significancia de P < 0,05
como se ejemplifica en la Tabla 2.

En una poblacién F,, la asociacion entre el
marcador y el QTL puede ser valorada a través
de la regresion entre los genotipos y su corres-
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Tabla 2: ANOVA entre los tratamientos MM, Mm y mm

obtenidos de una poblacion F, Observe que:
Fv GL 3C Ch F P _
a= g1 - 92
Tratamiento 2 20279187 10130508 &4.94 10,0000 y d= 9, +09,
Residua 142 26203095 184528
Total 144 48482793 por lo que para estimar los efec-

FV: fuente de variacion, GL: grados de libertad, SC: suma de cuadra-
dos, CM: cuadrados medios, F: valor del estadistico F (CM Tratamiento/
CM Residuo) y P: probabilidad de rechazar una H_ verdadera. Cuando
P < 0,05 indica asociacion entre el marcador (M) y el QTL (Q).v

pondiente fenotipo. En este caso, es necesario
codificar los tres genotipos (MM, Mm y mm)
como 1, 0y -1 para el modelo aditivo,y 0,1y 0
para el modelo dominante.

El modelo de regresién adoptado es:
Yi = Bo + B1X1j +BZX2j + &

donde:

Y= valor de la caracteristica; X, = cadigo del
marcador para efecto aditivo (MM =1, Mm = 0,
mm = -1); X, = codigo del marcador para efec-
to dominante (MM = 1, Mm = 0, mm = -1); 3,
= intercepto de la regresion (media de la ca-
racteristica); B, = inclinacion de la recta para el
modelo aditivo; 3, = inclinacion de la recta para
el modelo dominante y g = error aleatorio para
jesime individuo.

Una vez evaluado y confirmado el modelo
completo (modelo aditivo + dominante), debe
analizarse la importancia relativa de cada uno
de los modelos, por ejemplo mediante la me-
todologia de regresion multiple de eliminacion
por paso (stepwise).

En poblaciones de retrocruzamiento, sélo el
genotipo heterocigoto (Qq) y uno de los homo-
cigotos (QQ o qq) estan presentes por lo que
el efecto aditivo y dominante quedan confun-
didos, en este apartado denominados g, y g,,
respectivamente, y estimados como sigue:

£1= Lis-Linim = {a-d }{1 -EI‘}

Y J2=UMm=lmm = (a+d)(1 -2r)
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tos a y d en una poblacién de retro-
cruzamiento debe retrocruzarse la
F, con cada uno de los progenito-
res. Un problema adicional es que
ay d pueden anularse. Si existiera
dominancia completa de Q sobre q
(d=a), g,= 0y si existiera dominancia comple-
ta de q sobre Q (d = -a), g, = 0.

El analisis de ANOVA y la regresién son téc-
nicas que permiten la identificacion de mar-
cadores ligados a QTLs, pero poseen ciertas
limitaciones:

1) no indican si hay uno o mas QTLs asocia-
dos al marcador,

2) no estiman la posiciéon del QTL y

3) el efecto del QTL puede ser subestimado
debido a que es confundido con la frecuencia
de recombinacion.

3.2. Mapeo por intervalos

El mapeo por intervalo (interval mapping) fue
propuesto originalmente por Lander y Botstein
(1989) y es la base de todos los métodos de
mapeo de QTL utilizados actualmente. Para
conceptualizar esta metodologia podemos
considerar el cruzamiento entre dos progenito-
res homocigotos cuya F, posee la constitucion
genética que se ejemplifica en la Figura 4.

A diferencia del mapeo por marcas simples,
en el mapeo por intervalo es indispensable
poseer un mapa genético ya que la unidad de
analisis es el intervalo genético y no un marca-
dor individual. De manera resumida el mapeo
por intervalo utiliza la siguiente estrategia: 1)
como la distancia entre cada par de marcado-
res es conocida, el método estima los parame-
tros del modelo a incrementos de distancias
genéticas predefinidos, 2) los parametros del
modelo pueden ser estimados mediante la fun-
cion de verosimilitud o regresion, 3) la hipotesis
H,: ausencia de QTL/ H,: QTL en un intervalo
entre marcadores, son contrastadas a través
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Figura 4.

de la razon de dos verosimilitudes, LR (LR por
Likelihood Ratio) o LOD scorey 4) la presencia
de un QTL es inferida cuando el maximo valor
de LR o de LOD obtenido es mayor a un um-
bral previamente establecido (punto 3.4).

Haley y Knott (1992), presentaron un modelo
de mapeo por intervalos basados en regresion.
El modelo adoptado para poblaciones F, es:

Yj=u+ax”+dz*+£j.

donde: Y = valor de la caracteristica Y en el
individuo j; y = media de la caracteristica en la
poblacion; a = efecto aditivo del locus que esta
siendo estudiado, sobre la caracteristica Y; d =
efecto de dominancia del locus que esta siendo
estudiado, sobre a caracteristica Y; X'y z' son
las variables indicadoras (utilizadas para esti-
mar los efectos a y d del QTL) y dependen de
los genotipos de los marcadores flanqueantes
del QTL, en el individuo j y g = error aleatorio
para j¢m individuo.

Expliguemos como se obtienen los valores
de las variables indicadoras x" y z' presenta-
dos en la Tabla 3. Para adjudicar estos valores
debemos respondernos la pregunta: Dado un
intervalo genético de marcadores moleculares,
cuyo fenotipos son conocidos, ¢ cual es la pro-
babilidad que dentro del intervalo el genotipo
del QTL sea QQ, Qq o qq?. Consideremos el
intervalo genético M\M ,M_M,. EI genotipo de
los marcadores indica que fue generado por
el encuentro al azar de las gametas parenta-
les M,M,. Dado que no existi6 recombinacion
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entre los marcadores, el genotipo de QTL mas
probable dentro del intervalo seria QQ. Asi,
la Unica variable indicadora que asume valor
es X'y ese valor es 1 (p = 1), pues no exis-
ten desvios debido a la dominancia y el alelo
Q incrementa el valor del caracter. El intervalo
M.M.M,m, fue generado por una gameta pa-
rental y otra recombinante. Ahora es probable
que dentro del intervalo genético el genotipo
del QTL sea QQ o Qq con probabilidades 7-p
y p, respectivamente. El valor 7-p sera maximo
cuando estemos cerca del genotipo marcador
M.M, y minimo cuando estemos proximos de
M,m,. Lo contrario sucedera con el valor de
p. Las variables x" y z' asumiran valores 7-p
y p, respectivamente, cuyos valores variaran
conforme nos desplacemos en el intervalo a
distancias r,. Con el mismo razonamiento se
pueden encontrar las probabilidades condicio-
nales de los genotipos QQ, Qq y qq para los
intervalos M,M,m,m, y M;m M,m,.

Segun el modelo de Segun Haley y Knott
(1992) una regresion es realizada para cada
valor de r, entre los marcadores M, y M,. El
valor de r, que produzca el mayor valor de R?
(coeficiente de determinacién), LR o de LOD
indica la localizacién del QTL. El test de sig-
nificancia de hipétesis, LR, segun puede ser
expresado como:

SCR .
LR _ 2 In (reducido)
SCR,

completo)

sducidoy = SUMa de cuadrados del residuo del
modelo reducido: Y M+e SCRCompleto =Suma
de cuadrados del reS|duo deI modelo completo:
Yj—p+ax + dy* +£(paraF2) Y-p+gx
tg (para Retrocruzamlentos) y Y =y +ax*+
€ (para RIL y DH). Los valores de LOD se en-
cuentran dividiendo el valor LR por 4,61 (LOD

=LR/4,61).

3.3. Mapeo por intervalo compuesto

En el mapeo por intervalo, los tests de hi-
potesis no son independientes de otros QTLs
ligados al intervalo siendo analizado. Para
QTLs no ligados al intervalo el efecto no es tan
dramatico, pero deben hacerse las siguientes
consideraciones: 1) la segregacion del QTL no
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Tabla 3: Esperanza de los efectos genotipicos medios para un QTL para todos los po-
sibles genotipos de los marcadores flanqueantes, en una poblacién F,, cuando no se
considera la ocurrencia de recombinaciones dobles en el intervalo.

Variables indicadoras

Genotipo Probabilidad endicional
Marcador Qg Qg

M b ML M 1 0

My My Mam; 1-p P
M:Mmzme  (1-p)° 2p(1-p)
Bs MM %] 1-p
M:m:Mamiz  cp(l1-p) 1=2cp(1=-p)
[N 0 1-p
M.m.M:M:  p 2p{1-p)
my miyMomi; 0 P

M5 M0 Th il 0 0

qq [.=|]:-:- (d iz
0 1 0
0 1-p P
p’ 1-2p 2p{1-p)
0 p 1-p
Cp(1-p) 0 1-2cp(1-p)
P - i-p
(1-pF¥  -(1-2p) 2p{1-p}
1-p -(1-p) P
1 -1 0

p=r./r; (1-p)= r./r; c=r?/[r*+(1-r)’] (Tomado de Schuster & Cruz, 2004).

ligado contribuye a la variacion fenotipica;
2) interfiere en la estimacion del efecto del QTL
y 3) removiendo el efecto de la segregacion
del otro QTL se reduce la varianza residual
del intervalo en consideracion, aumentando el
poder de deteccion y precision. EI mapeo por
intervalo compuesto (Jansen 1993, 1994; Zeng
1993, 1994), combina el mapeo por intervalo
con la regresion multiple. Esta ultima, permite
incluir en el mapeo marcadores ubicados por
fuera del intervalo como cofactores, incremen-
tando el poder de deteccion y precision en la
estimativa de la posicion del QTL. La pregunta
de cuantos cofactores deben utilizarse no es
de facil respuesta. En principio los dos marca-
dores que flanqueen el intervalo deben ser in-
cluidos, al igual que aquellos que resulten sig-
nificativos en una regresion multiple. Definidos
los marcadores que se utilizaran como cofac-
tores, la metodologia de mapeo por intervalo
compuesto se aplica exactamente igual a la de
mapeo por intervalo simple.

3.4. Test de hipétesis y nivel de
significancia

La formulacion de hipotesis adecuadas y
utilizacion de estadisticos apropiados, para la
evaluacién de las mismas, es esencial para
declarar la presencia de un QTL. En una po-
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blacion F, pueden ser estimados los efectos
aditivo y de dominancia, en un RC el efecto g,
0 g, Y solo el efecto aditivo en poblaciones de
RILs y DH. Para determinar si el valor de cada
efecto estimado es diferente de cero se usan
las estadisticas LR o LOD. En muchos trabajos
de mapeo un valor de LOD superiora 2 — 3
es utilizado como criterio para declarar la pre-
sencia de un QTL. Esta forma de determinar el
valor umbral o critico es arbitrario y la mayoria
de los autores no lo consideran el mas adecua-
do, pues la probabilidad e detectar al menos un
falso positivo (declarar la real la presencia de
un QTL inexistente) en alguna region del ge-
noma es practicamente 1 (100 %). Se propuso
disminuir este sesgo determinando un nivel de
significancia para cada cromosoma. En este
caso, el nivel de corte para cada cromosoma
corresponderia al del genoma completo dividi-
do el numero de cromosoma o grupos de liga-
mientos obtenidos. También es posible definir
un nivel de significancia para cada intervalo, di-
vidiendo la significancia del cromosoma por el
numero de intervalos en el grupo de ligamiento
(nimero de marcadores menos uno).
Finalmente, el valor critico de corte puede
establecerse empiricamente mediante el test
de permutaciones que es actualmente el mas
usado. Para realizar este test deben numerar-

Biotecnologia y Mejoramiento Vegetal Il



se los individuos de 1 a n. Los valores fenotipi-
cos de las caracteristicas son tomados al azar
y atribuidos a los individuos conforme vayan
siendo retirados. El primer valor fenotipico reti-
rado es asignado al individuo 1, el segundo va-
lor fenotipico al individuo 2, asi sucesivamente,
se asignan todos los valores fenotipicos a cada
uno de los individuos. Los datos permutados
son analizados para detectar la presencia de
QTL, almacenando el mayor valor de LOD ob-
tenido. El proceso se repite de forma completa
N veces, finalmente, los valores de LOD rete-
nidos, son ordenados por orden de magnitud
permitiendo estimar el valor critico de cada
test. El valor critico de cada intervalo tendra la
magnitud N(1- a), o sea, si se realizaron 1000
permutaciones, la significancia de 5% sera el
950 ° valor ordenado. Se procede de la mis-
ma forma para obtener el valor de corte para
un determinado grupo de ligamiento o para el
genoma completo (conjunto de grupos de li-
gamientos) considerando uno u otro en el test
de permutacion. Cuanto mayor el niumero de
permutaciones, mayor la precisiéon en el valor
critico.

4. Mapas y marcadores funcionales

En la historia del desarrollo de los marcado-
res moleculares se ha priorizado la deteccion
de polimorfismos en regiones no codificantes
del genoma. Esto ha sido en funcion de asegu-
rar la neutralidad fenotipica de los marcadores
y posibilidad de maximizar la variacion entre
diferentes genotipos. Esta ultima caracteris-
tica esta sustentada en que las regiones no
génicas del genoma no han sufrido presién de
seleccion sobre las mutaciones que pudieran
haber ocurrido en el transcurso de la evolucion
y por consiguiente ser mas variables. La aso-
ciacion de los marcadores con caracteres de
interés, como se ha visto anteriormente, esta
determinada por la distancia de recombinacién
(o fisica) del marcador con el gen responsa-
ble del fenotipo. De esta manera, los mapas
genéticos basados en marcadores molecula-
res han posibilitado la localizacién de regiones
cromosomicas estadisticamente asociadas a
caracteres de tipo cualitativos (monogénicos)
o cuantitativos (poligénicos o QTLs). Como ya
se ha visto, la determinacion de QTLs permite
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establecer el numero, posicion y efecto indivi-
dual de cada uno de los /oci involucrados. Sin
embargo, la identificacion de QTLs en diversos
cultivos no ha concluido con la identificacion de
los genes responsables del fenotipo, cuya exis-
tencia se presume en el intervalo comprendido
entre marcadores flanqueantes de los mismos.
Como consecuencia, la funcion bioldgica (o el
modo de accidén) de los genes responsables de
los efectos de los QTLs es aun desconocida en
la mayoria de los casos reportados. Asimismo,
la posibilidad de realizar un “caminado cromo-
sémico” (cromosome walking) desde el marca-
dor flanqueante al QTL hacia la region fisica
donde reside el gen responsable con el fin de
aislarlo, depende de la distancia de recom-
binacién entre el marcador y el gen, y de la
relacion de esa distancia con la distancia fisi-
ca real, que puede estar afectada por varios
otros factores, como fuera mencionado antes
en este capitulo.

La creciente disponibilidad publica de infor-
macion de secuencias de transcriptos de ADN
mensajero (Expressed Sequence Tags, ESTs),
junto con el grado de homologia evidenciado
entre especies, ha permitido la generacion de
los llamados marcadores génicos o funciona-
les, cuya caracteristica relevante es la de es-
tar localizados en regiones codificantes del
genoma.

ticipan en las llamadas mutaciones silencio-
sas. Esto es, cuando el cambio nucleotidico se
produce en la tercera base del coddn sin alte-
rar el aminoacido para el cual codifica. La iden-
tificacion de SNPs puede inferirse directamen-
te a partir de datos de secuencias publicas, si
estas corresponden a distintos genotipos, o por
secuenciacion de fragmentos de genes amplifi-
cados por PCR de individuos diversos.

Aunque histéricamente se ha asumido que
las secuencias tipo microsatélites son propias
del ADN no codificante, hoy sabemos que las
mismas pueden encontrarse también en regio-
nes génicas. Si bien la frecuencia relativa de
estos motivos es baja (< 5 %) la gran abun-
dancia de secuencias de ESTs en diversos cul-
tivos, ha ocasionado que varios estudios ha-
yan usado esta estrategia para el desarrollo de
marcadores moleculares. La seleccion de mo-
tivos de trinucledtidos, aumenta la posibilidad
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de encontrar SSRs polimdrficos en regiones
codificantes, minimizando los posibles cam-
bios en el marco de lectura ocasionados por
una variaciéon en el numero de repeticiones de
motivos de di, tetra o pentanucleétidos. Estos
marcadores, denominados SSRs génicos o
EST-SSRs, presentan las mismas ventajas
que los SSRs neutros que han sido enunciadas
en el Capitulo 5.

Los marcadores CAPs requieren la existen-
cia de un sitio de restriccion polimorfico en la
secuencia génica, y si bien se han reportado
casos, los mismos son de baja ocurrencia.

La aproximacion mas sencilla para el desa-
rrollo de un marcador funcional es a través de
una amplificacién por PCR de un fragmento de
un geny estableciendo la existencia de polimor-
fismo entre genotipos a través de la resolucion
del producto en geles de SSCP. Los polimorfis-
mos detectados mediante esta técnica se basa
en que hebras simples de ADN con secuencias
distintas, migraran diferencialmente en un cam-
po eléctrico, en funcion de un diferente plega-
miento intra-cadena dado por la complementa-
riedad de bases. Patrones de bandas distintos
entre genotipos estarian indicando una varia-
cién de secuencia en el fragmento amplificado.
Sin embargo, no puede asegurarse identidad
de secuencia de dos fragmentos amplificados,
por no observarse diferencias en los patro-
nes de electroforesis, ya que la deteccion de
las mismas es un balance entre el numero de
SNPs presentes y el tamano del fragmento am-
plificado. Los polimorfismos presentados por
los marcadores funcionales pueden entender-
se como variantes alélicas, que pueden o no
estar asociados a una variacion a nivel protei-
co, ya sea en estructura o expresion. De todos
modos, estos marcadores, analogamente a lo
enunciado antes en este capitulo, pueden uti-
lizarse para generar mapas genéticos, que al
estar formados por marcadores funcionales se
denominan mapas funcionales.

Los mapas funcionales en general estan ba-
sados en mapas pre-existentes de marcadores
neutros con el agregado de marcadores fun-
cionales. Estos marcadores funcionales pue-
den corresponder a genes sin relacion entre si,
como por ejemplo en mapas de ESTs-SSRs,
o incluir andlogos de genes de resistencia
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(RGAs) o genes pertenecientes a rutas meta-
boélicas particulares (por ejemplo: sintesis de
carbohidratos), o a integrantes de una familia
génica (por ejemplo: genes de la familia P450).

Los mapas genéticos funcionales posibilitan
establecer una estrategia de genes candidatos
en la identificacidon de factores responsables de
QTLs a nivel molecular, a través de la coinci-
dencia en la localizacion de QTLs y marcadores
génicos. Un marcador funcional se convierte en
gen candidato cuando esta asociado al carac-
ter fenotipico a través de un analisis de marcas
simple, o cuando en un mapa su localizacién
coincide con un QTL. En el primer caso, tanto el
marcador como el caracter fenotipico deben es-
tar evaluados en la misma poblacion, mientras
que en el segundo caso esto no es necesario, y
es factible comparar la posicién de un marcador
funcional con QTLs de mapas de otras poblacio-
nes de la misma u otra especie. Por ejemplo, se
ha encontrado que el locus del gen Lin5 del cro-
mosoma IX del tomate correspondiente a una
invertasa vacuolar (responsable de la degra-
dacién de sacarosa en glucosa y fructosa) co-
localizada con el QTL Brix9-2-5 de rendimiento
de azucar de fruto, mientras que en papa el gen
ortélogo invGE esta asociado a variaciones en
el nivel de azucares reductores en tubérculos de
una poblacién segregante, y su posicion coinci-
de con el QTL Sug9a, responsable del endulza-
miento por frio en tubérculos de otra poblacion
de papa. Analogamente se ha encontrado que
marcadores funcionales, basados en analogos
a genes de resistencia (RGAs) se asocian en
diferentes especies a resistencias a distintas
enfermedades fungicas y virales.

Asimismo, en caracteres complejos donde se
hayan establecido multiples QTLs, los marcado-
res funcionales permiten establecer la interac-
cién entre éstos a la luz de las rutas metabdlicas
involucradas, pudiéndose identificar enzimas
claves para la manifestacion del caracter. Esta
informacion genera un marco adecuado para
estudios de ingenieria metabdlica.

El mejoramiento genético asistido por marca-
dores moleculares (MAS) encuentra en los mar-
cadores funcionales una situacion ideal en la
que la recombinacion entre el gen responsable
y el marcador es nula, ya que ambos guardan
identidad.

Biotecnologia y Mejoramiento Vegetal Il



Al estar disefiados sobre genes, la transfe-
rencia de estos marcadores a través de espe-
cies esta beneficiada, dada la mayor conserva-
cion de las secuencias codificantes. Asimismo,
la comparacion de mapas funcionales aporta
informacion en estudios de sintenia (conserva-
cion del tipo y orden de marcadores entre es-
pecies relacionadas), evolucion y especiacion
entre diferentes organismos.

Del mismo modo, la utilizacion de marcadores
funcionales en la conservacion de los recursos
genéticos permite ponderar la diversidad gené-
tica existente en base a las variantes alélicas
intra e inter-especificas. Concordantemente,
los estudios de genética de asociaciéon (o ma-
peo de asociacion), basados en el desequilibrio
de ligamiento entre un marcador y un caracter
fenotipico en una poblaciéon de individuos no
relacionados (como es el caso de los bancos
de germoplasma) se presenta robustecido por
el uso de marcadores génicos.

Finalmente, la correlacion de los marcadores
funcionales con datos fenotipicos o con QTLs
solo sugiere la funciéon putativa de un gen y
sus variantes alélicas. Es por esto que la con-
firmacion definitiva de la funcién génica debe
realizarse mediante estrategias mas directas
como ensayos de complementacion y/o silen-
ciamiento génico.
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| - CAPITULO 7

Gendmica

Viviana Echenique; Juan P. Selva; Mauro Meier;
Pablo Roncallo; Gustavo Schrauf

1 Introduccién

La «genémica» se desarroll6 en las ulti-
mas dos décadas como consecuencia de los
avances realizados en biologia molecular e
Informatica, dos areas de la ciencia que han
tenido un desarrollo tecnolégico enorme, gene-
rando una revolucién en el conocimiento y en
la comprension de los procesos bioldgicos.

El término fue acufado en 1986 por Thomas
Roderick parareferirse a la subdisciplina de la
genética que se ocupa del mapeo, secuen-
ciacion y analisis de las funciones de geno-
mas completos y sirvi6 de nhombre para una
revista especializada en la publicacion de los
mencionados temas, “Genomics”. Consiste
en la caracterizacion molecular de genomas
enteros y aporta informacion acerca de la se-
cuencia y de la funcién de cada sector del ge-
noma en diferentes situaciones de desarrollo
y bajo diferentes condiciones ambientales, asi
como de los mecanismos implicados en la re-
gulacion de la expresioén e interaccidon génica.

Para ello, las herramientas que se utilizan
para el analisis individual de genes o peque-
Aas regiones cromosémicas, se aplican al ana-
lisis global de genomas completos, estudian-
do en conjunto los miles de genes, proteinas
y metabolitos que constituyen un organismo,
asi como las complicadas redes de interac-
ciones que operan entre ellos. La informacion
generada es enorme y es clave para la identi-
ficacion y el aislamiento de genes de interés y
permitira interpretar, en términos moleculares,
los procesos bioldgicos. Para ayudar en este
proceso han surgido poderosas herramientas
bioinformaticas que permiten almacenar e in-
terpretar esta informacion.

Las aplicaciones de la gendmica alcanzan a
todos los ambitos de la actividad humana re-
lacionados con la biologia, como la salud, la
alimentacion y el medio ambiente. Actualmente

se encuentran disponibles las secuencias de
nucledtidos y aminoacidos de miles de genes
y productos génicos codificados por los ge-
nomas de varios organismos complejos. Esta
informacion se utiliza para el estudio de en-
fermedades humanas complejas y para com-
prender fendmenos tales como la fisiologia
celular, el desarrollo, la conducta, la evolucion,
etc. También aportan informacién acerca de to-
dos los aspectos del crecimiento y desarrollo
vegetal, diferenciacion y respuesta a estreses
bioticos y abidticos. Gracias al potencial de re-
lacionar fenotipos biolégica y econdmicamente
importantes con los genes responsables de los
mismos actualmente es posible identificar ge-
nes de interés para ser transferidos a otros or-
ganismos por medio de tecnologia génica. Por
otro lado, el conocimiento de la secuencia de
los genes posibilita el desarrollo de marcadores
perfectos, basados en la secuencia del mismo
gen, lo cual facilita la seleccioén y la transferen-
cia de los mismos a variedades de interés. La
conjuncion entre tecnologia génica, marcado-
res moleculares, genémica y bioinformatica ha
revolucionado el mejoramiento genético vege-
tal, dando origen a lo que se denomina mejo-
ramiento molecular y se estan desarrollando
nuevos y promisorios cultivares (Fig. 1).
La gendmica puede dividirse en:

- Gendmica estructural, que se ocupa de
la caracterizacion fisica de los genomas.

- Gendémica funcional, que caracteriza el
transcriptoma, que esta constituido por el
conjunto completo de transcriptos producidos
por un organismo, el proteoma o conjunto de
proteinas codificadas por un genoma, y el me-
taboloma o conjunto total de metabolitos de
una célula, consecuencia de la funcion de los
ARN y proteinas.

El objetivo de la gendmica es la dilucidacion
completa y exacta de la secuencia de ADN de
un genoma haploide representativo de una es-
pecie. Cuando esta secuencia se conoce, abre
la puerta a numerosas posibilidades.

Por analisis computacional de la misma y
utilizando principios conocidos de genética es
posible:
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Figura 1: La conjuncién entre tecnologia génica, marcadores moleculares, genémica y bioinformatica re-
volucionaron el mejoramiento vegetal, conduciendo al desarrollo de nuevos cultivares. Los nuevos genes
hallados son introducidos en plantas por tecnologia génica. Esto a su vez permite establecer la funciona-
lidad de los mismos. El conocimiento de la secuencia permite la obtenciéon de mapas, marcadores perfec-
tos y realizar seleccién asistida por marcadores moleculares (MAS), asi como el fenotipeado molecular.

Gentileza de G. Spangenberg.

* Comparar secuencias similares presen-
tes en diferentes entidades biolégicas y
comprender la funcion de las mismas.

* Realizar predicciones acerca de to-
das las proteinas codificadas por una
especie.

* Establecer las variaciones genéticas
entre distintas poblaciones de una mis-
ma especie.

Comparar secuencias de diferentes espe-
cies y entender procesos evolutivos.

Esto ha dado origen a la genémica compa-
rativa y ha demostrado que existe considerable
sintenia, es decir, una localizacion conservada de
genes en posiciones equivalentes en especies re-
lacionadas (Fig. 2). También ha sido una excelente
herramienta para identificar motivos de secuencia
altamente conservados vy, por lo tanto, funcional-

mente importantes en regiones codificantes y no
codificantes del genoma. Catalogar las variacio-
nes genéticas entre individuos ayudara a identifi-
car aquellos cambios que conducen a enfermeda-
des genéticas, investigar nuevas terapias y esta-
blecer la resistencia o susceptibilidad a diferentes
factores. Para la comparacién de secuencias se
utiliza el algoritmo BLAST (basic local alignement
search tool: herramienta de busqueda de alinea-
cién local basica), para lo cual existen distintos
programas que permiten hallar regiones similares
entre diferentes genes (Parte |, Cap. 12).

En Febrero de 2001, coincidiendo con el cin-
cuenta aniversario de la publicacion del modelo
estructural del DNA por Watson y Crick, la revis-
ta Nature publico el primer borrador del genoma
humano, que ha sido secuenciado completa-
mente. También se han secuenciado otros geno-
mas como maiz, colza, soja, trébol, raigras, etc.
(Tabla 1).



Tabla 1. Ejemplos de genomas secuenciados en los ultimos afios.

Especie Tamafio del genoma

Haemophilus influenzae 1.830.137 pb

Mycoplasma genitalium 580,070 pb
Methanococous jannaschil 1.660.000 pb

Bacterias  Helicobacler pylon 1.667 867 pb
Eschenchia coli 4639221 pb

Bacillus subtins 4214810 pb

Trepanema paliidum 1.138.006 pb

Levadura ( Saccharomyces cerevisiae ) 12.052.000 pb

Trichomonas vaginalis 160 Mph

Mematodo (Casnorfiabdilis elegans) 97 Mpb

Organismos  Mosca del vinagre [ Drosophila melanogaster ) 120 Mpb
Eucariotas  Mosquito de la malaria ( Anopheles gambiae ) 278 Mpb
Mosquite del dengue v flebre amarilla (Aedes acgypt! ) 1.380 Mpb

Abeja (Apis melifera) 236 Mpb

Protozoo malana | Flasmoedium falcipsmim ) 22 Mph

Sorgo (Sorghum bicolor) 700 Mbgp

Plantas Arroz (Oryza saliva ssp. japonica e indica) 420 - 466 Mpb
Pez globo ( Tetraodon nigrovindis } 300 Mphb

Gallo rojo de la jungla ( Gallus gallus) 1.000 Mpb

Zarigieya (Marsupial, Monodelphis domestica) 3475 Mph

Raton (Mus musculus) 2.500 Mpb

Vertebrados Rata (Rattus nonsegicus) 2.750 Mpb
Perra { Canis familians) 2.411 Mpb

Chimpancé [Pan froglodytes ) 2,843 Mpb

Macaco rhesus (Macaca mulatta) 2870 Mpb

Hurmano [ Homo saplens) 3.000 Mpb

’
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Figura 2: Sintenia entre los genomas de varias gramineas. El genoma de arroz contiene grupos de mar-
cadores que se hallan altamente conservados en muchos cereales, por lo cual dichos genomas pueden
sintetizarse basicamente como compuestos por «bloques de ligamiento de arroz». En la figura se muestra
el alineamiento de los cromosomas y segmentos de cromosomas (identificados con letras mayusculas)
de varias gramineas con los del arroz (centro). El genoma del maiz tiene dos copias semejantes de cada
bloque de genes por lo que esta representado por dos anillos del circulo. Las lineas externas punteadas
conectan sectores adyacentes de los cromosomas de trigo. Modificado de Gale y Devos (1998).
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También es posible estudiar todos los genomas
bacterianos asociados a genomas mas complejos,
sin necesidad de aislar y de cultivar especies micro-
bianas particulares. Esto se denomina metageno-
mica (Parte |, Cap. 11). Para este estudio se extrae
todo el ADN de una comunidad microbiana de un
ambiente particular (suelo, agua de mar, intestino
humano, etc.), se determina que genes se encuen-
tran presentes, cuales son sus funciones y las dife-
rencias que existen entre distintas comunidades a
este nivel.

Mas recientemente ha surgido la denominada
“Gendmica Sintética”, que pretende crear formas
sintéticas de vida recreando genomas artificiales,
células con vias metabolicas predeterminadas y pro-
piedades cataliticas especificas. Involucra el redise-
fio y la fabricacion de sistemas biolégicos. Como
ejemplo podemos citar el transplante de un genoma
de una célula bacteriana a otra.

A continuacién se brinda un panorama global
acerca de la forma en que se articulan los proyec-
tos de gendmica, algunos resultados relevantes, las
aplicaciones en agricultura y el estado de la investi-
gacion en Sudamérica.

2 Gendmica estructural

Como su nombre lo indica, el objetivo de la misma
es caracterizar la estructura del genoma. Conocer
la estructura de un genoma individual puede ser de
utilidad para manipular genes y segmentos de ADN
en una especie particular. El andlisis comparativo
de diferentes genomas posibilitara deducir reglas
generales que gobiernan la estructura de todos los
genomas.

La gendmica estructural procede a través de ni-
veles incrementales de resolucion analitica, comen-
zando con la asignacion de genes y marcadores a
cromosomas individuales, mapeando estos genes y
marcadores dentro de los cromosomas, finalizando
con la preparacién de un mapa fisico a través de
la secuenciacion. Es decir, que se procede desde
un mapeo genético de baja resolucion, basado en
el analisis de recombinacion meidtica, hacia uno de
alta resolucion, basado en marcadores moleculares,
llegando a la realizacion de un mapa fisico, basa-
do en la secuencia de fragmentos clonados parcial-
mente solapantes (Fig. 3).

Los pasos a seguir son:

1) -Asignaci & n de genes a los cromosomas

2] -Mapeo Cromaos & mico

marcador 2

marcador 1 1' gen

| =

3)-Mapeo de Restriccion

i i
rF i I
3) -Hapen'i: i slco
: gen

: i
—H |

marcador 3

marcador 2

LS

fragmentos
clonados

i t +

BT =

N P O N P NP N P P PN PP NPT
TTAGCT TAACGTACTGGTACCGTACCGTGGECTTAT

Figura 3: Niveles de complejidad de la genédmica estructural. La gendmica estructural procede desde un
mapeo genético de baja resolucion, basado en el analisis de recombinacion meidtica, a uno de alta reso-
lucion, basado en marcadores moleculares hasta la realizacion de un mapa fisico, basado en la secuencia
de fragmentos clonados solapantes. Modificada de Griffths et al. (2004).
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- Mapeo cromosémico de baja resolucion
(ubicacion de genes que producen fenotipos mutan-
tes conocidos y algunos marcadores). Las distan-
cias genéticas se basan en frecuencias de entrecru-
zamientos («crossing overs») y son medidas como
porcentaje de recombinacion en centimorgans (cM).

- Mapeo genético de alta resolucion de cada
cromosoma (con marcadores moleculares ubicados
muy proximos entre si).

- Mapeo fisico, basado en distancias molecula-
res, resultantes de mapas de fragmentos de restric-
cion parcialmente superpuestos. La distancia entre
dos marcadores puede ser medida determinando el
tamario de los fragmentos de restriccion que los con-
tienen, siendo el fragmento mas pequefio que lleva
ambos marcadores una estimacion de la distancia
entre ellos. Utilizando combinaciones de sondas y
enzimas de restriccion puede construirse un mapa
fisico determinando qué fragmentos poseen marca-
dores en comun. Las distancias fisicas se miden en
kilobases (kb) o megabases (Mb).

- Anclado del mapa genético en el mapa fisico.

- Secuenciaciéon de ADN a gran escala, que
brinda un mapa completo de cada cromosoma.

- Anclado del mapa genético y del mapa fisi-
co en el de secuencia. Las distancias fisicas ge-
neralmente no se correlacionan directamente con
las distancias genéticas porque las frecuencias de
recombinacion no son siempre proporcionales a las
distancias moleculares. Sin embargo, a menudo las
dos correlacionan razonablemente bien en regiones
eucromaticas de los cromosomas (aquellas menos
condensadas, que se colorean de manera mas difu-
sa). En humanos, un cM es equivalente, en prome-
dio, a aproximadamente 1 Mb de ADN.

2.1 Asignacion de loci a crosomas

especificos.

Se utilizan los siguientes métodos:

- Ligamiento a loci conocidos: analisis
tradicional basado en cruzamientos, en espe-
cies en las que es factible hacerlo.

- Electroforesis de campo pulsatil: se usa
en el caso de especies que poseen Cromoso-
mas pequenos, separables por esta técnica,
como sucede con los de levaduras. Las ban-
das en el gel corresponderian a cromosomas
individuales y pueden utilizarse para locali-
zar nuevos genes por hibridaciéon. Prime-
ro, utilizando sondas de localizacidon conocida

se establece que banda corresponde a cada
cromosoma. Luego, un nuevo gen clonado de
ubicacion desconocida se utiliza como sonda
para asignarle una posiciéon en un cromosoma
determinado.

- Hibridos celulares interespecificos,
por ejemplo humano-ratén. Se utiliza exclusi-
vamente en mapeo del genoma humano o de
especies animales. Se establecen bancos de
lineas celulares que contengan todos los cro-
mosomas del roedor y un cromosoma huma-
no particular. Siempre incluye un cromosoma
humano que lleva un alelo salvaje defectivo
para una funcion bioquimica determinada en el
genoma del ratén. Si sobreviven en un cultivo
deficiente para el factor que no sintetizan es
porque llevan el alelo humano equivalente, que
complementa la funcion faltante.

2.2 Ubicacioén de los genes a lo largo del
cromosoma

El préximo nivel de resolucion consiste en
determinar la posicién de un gen o marcador
molecular sobre el cromosoma. Este paso es
importante porque los mapas genéticos pue-
den alinearse con los mapas fisicos y utilizarse
para validar los mismos.

- Mapeo por recombinacion: en los casos
en que ha sido factible hacerlo (organismos
experimentales como levaduras, mosca de la
fruta, ratén, Arabidopsis, etc.) ha posibilitado la
construccion de mapas que a lo largo de los
afos aparecen repletos de genes con efectos
fenotipicos determinados. Sin embargo, los
intervalos recombinacionales entre genes co-
nocidos contienen cantidades muy grandes de
ADN. Estos intervalos o «gaps» no pueden ser
completados utilizando analisis de ligamiento
debido a la ausencia de marcadores en esas
regiones. Para llenarlos y construir mapas de
alta resolucién surgieron los marcadores mole-
culares, entre los que se encuentran los RFLP
y los SSLP (mini y microsatélites) (Parte I, Cap.
5). Estos marcadores permiten la construccion
de mapas genéticos con una densidad de un
marcador/centimorgan (cM). Aunque tal resolu-
cion es un logro muy importante, un centimor-
gan representa, en humanos, una megabase,
lo que equivale a un millon de pares de bases o
1000 kb. Para lograr mayor resolucion actualmen-
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te existen los SNP, que son marcadores basados
en el polimorfismo de un solo nucleétido.

- Hibridacion in situ: cuando se dispone de
un gen clonado éste puede ser utilizado como
para hibridar con los cromosomas in situ, para
lo cual se lo marca radiactivamente o por fluo-
rescencia. Puede, de ese modo, identificarse
a los cromosomas portadores de la secuencia,
determinar si son secuencias especificas de un
cromosoma Yy determinar la posicion del gen en
el mismo. En el caso de fluorescencia, la técnica
se denomina FISH («fluorescence in situ hybri-
dization»). La localizacion del fragmento en el
cromosoma se visualiza como un punto brillante
(Parte I, Cap. 3).

- Mapeo fisico de los cromosomas: aporta
un nivel de resolucion mayor. Se trata de identifi-
car un conjunto de fragmentos de ADN clonados
superpuestos que, juntos representen un cromo-
soma o un genoma completo. Los mapas asi ob-
tenidos se llaman mapas fisicos, porque el ADN
es el material fisico del genoma.

2.3 Secuenciacion agran escala del genoma

- Generacion de bancos de EST (etiquetas
de secuencias expresadas)

La complejidad de los genomas eucariotas
hace aconsejable, como primera aproximacion,
no abordar el estudio del genoma completo. Es
preferible estudiar sélo una fraccién del mismo,
es decir, aquellos genes que se estan expresan-
do en un momento determinado de la vida del
organismo. Para ello se obtienen poblaciones
de ADNc (que reflejan sélo secuencias expresa-
das) que se secuencian de forma masiva para
generar miles de secuencias parciales conocidas
como ESTs (Parte I, Cap. 8). Estas secuencias
de entre 300-500 pb. suelen ser suficientes para
la identificacion de los genes mediante compara-
cion con las secuencias existentes en las bases
de datos publicas (ej. Genbank, EMBL), utilizan-
do para ello programas de analisis informatico
(Parte I, Cap.12). Si la informacion contenida en
la secuencia parcial no es suficiente, habria que
determinar la estructura del ADNc completo para
estudiar su funcién por otros métodos.

- Secuenciaciéon genémica

La aproximacion anterior no permite identificar
genes que se expresan a bajo nivel o en situacio-
nes fisioldgicas no consideradas o regiones no
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representadas en el ARNm. Para obtener esta
informacion debe secuenciarse el genoma com-
pleto. Para ello, el ADN genomico total se digiere
con enzimas de restriccion apropiadas o se frag-
menta mecanicamente en fragmentos de gran
tamario (100-300 kb.), que se clonan en vectores
apropiados, para construir genotecas que con-
tienen, al menos, una representacion completa
del genoma, que puede estudiarse en detalle y
secuenciarse (Parte |, Cap. 4). Afin de distinguir
las regiones codificantes de las no codificantes,
las secuencias se comparan con las de ESTs y
ADNCc previamente estudiados.

Para reconstruir la secuencia del genoma ori-
ginal a partir de los fragmentos clonados se utili-
zan las siguientes estrategias:

a) Secuenciacion de los clones y

ensamblado de los fragmentos

El clonado comienza obteniendo un numero
elevado de fragmentos al azar que se clonan en
un vector apropiado. En la preparacién de mapas
fisicos de genomas se utilizan vectores como los
coésmidos, YACs, BACs y PACs, que aceptan in-
sertos de gran tamano (Parte |, Cap 4). El conte-
nido de estos clones se caracteriza y se ordenan,
buscando los puntos de solapamiento o superpo-
sicion. Un conjunto de clones solapantes se lla-
ma contiguo. Para establecer el solapamiento de
clones se secuencian regiones cortas del inserto
proximas al sitio de clonado utilizando primers
posicionados en el vector. Los intervalos sin se-
cuencias (gaps) se completan utilizando el final
de un fragmento clonado para llegar al siguiente
(primer walking). A medida que se van caracteri-
zando los clones, los contiguos se alargan y van
convergiendo unos con otros. El proyecto termi-
na cuando se tiene un conjunto de contiguos que
equivale al numero de cromosomas de la espe-
cie en estudio. En la Figura 4 se resume una es-
trategia de secuenciacion jerarquica (hierarchical
shotgun sequencing). Esta se usa para geno-
mas grandes. Para genomas mas pequenos se
utiliza otra, llamada secuenciacién de genomas
completos (whole genome shotgun sequencing)
(Fig. 5). Todos los estadios del analisis genomi-
co como la preparacion de clones, el aislamiento
de ADN, la electroforesis y la secuenciacion han
sido bien adaptados a diferentes maquinas o ro-
bots, automatizando el trabajo.
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Figura 4: Estrategia de secuenciado jerarquico («hierarchical shotgun sequencing strategy»). El primer
paso consiste en construir una genoteca por fragmentacién del ADN e introduccion del mismo en vectores
que aceptan grandes insertos, en este caso de BACs. Los fragmentos de ADN representados en la misma
son organizados en un mapa fisico y los clones individuales son seleccionados y secuenciados para lo cual
se hace una nueva genoteca de trozos mas pequefios («shotgun library»). La secuencia de los clones se
ensambla finalmente para reconstruir la secuencia del genoma. Modificada de la publicacién del Interna-
tional Human Genome Sequencing Consortium, 2001
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Figura 5: Montaje de un genoma complejo mediante la secuenciacion completa del genoma por tiros de esco-
peta («whole genome shotgun sequencing»). En primer lugar, se construyen los contiguos con las secuencias
que se superponen. Finalmente se utilizan los extremos apareados para cubrir los intervalos sin secuencia y asi
orientar y ordenar los contiguos en unidades llamadas andamios (scaffolds) Modificado de Griffths et al. (2004).
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b) Ordenamiento de los clones

Se utilizan varias técnicas para ordenar los
clones en contiguos. Entre ellas:

- FISH: para localizar las posiciones aproxi-
madas de insertos grandes.

- Fenotipificacion (fingerprinting): se cor-
ta el clon con enzimas de restriccion que ge-
neran un grupo de bandas que representan
un «fingerprint» o «huella digital» del clon. Las
bandas generadas por varios clones pueden
alinearse visualmente o por un programa de
computacion para determinar si se superponen
o solapan.

- STS («sequence tag sites» o sitios de
secuencia marcada): son secuencias cortas
de insertos grandes clonados. Se reune un
conjunto de clones al azar y se cortan en frag-
mentos mas pequefios que se clonanen Ay se
secuencian pequefias regiones de cada uno.
Para ello se disefian primers que amplifican
una secuencia corta de ADN (STS).

Actualmente existe una tecnologia mas mo-
derna para el secuenciado de genomas, la pi-
rosecuenciacion. Esta técnica utiliza esferas
atrapadas en una placa que contiene 1.600.000
microceldas. Cada esfera (una por microcelda)
permite realizar una reaccion de secuenciacion
individual, basada en la sintesis complementa-
ria de un ADN de cadena sencilla, previamente
multiplicado por PCR y alineado a cada esfe-
ra. La incorporacion de cada nucleétido du-
rante la sintesis de ADN libera una molécula
de pirofosfato (PPi), que al interactuar con en-
zimas presentes en el medio (luciferasa, entre
otras) produce una sefal quimioluminiscente
captada por una camara de deteccién de fo-
tones, la cual traducida en una computadora
como la adicion de un nucledtido determinado,
generando una secuencia individual por cada
celda. Esta tecnologia, desarrollada por la em-
presa 454 Life Sciences, dio lugar a la creacion
del primer equipo de secuenciacion masiva
(Secuenciador GS 20™) disefiado para se-
cuenciar genomas bacterianos, con una capa-
cidad para descifrar 20 millones de bases por
corrida (4hrs) en secuencias individuales de
1100 bases. En el proyecto del género Bacillus,
que tiene un genoma de aproximadamente 4
Mb, con seis corridas se descifraron 129.6 Mb,
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con una cobertura mayor a 20x de su genoma.
En comparacion, por el método de Sanger, se
logré una cobertura de 3x (12,5Mb).

3 Utilizacion de mapas genémicos para el
analisis genético

Los mapas genéticos y los fisicos son un im-
portante punto de partida para varios tipos de
analisis genético, incluyendo el aislamiento de
genes y genodmica funcional.

Por ejemplo:

- Aislamiento de genes por clonado po-
sicional: para ubicar un gen cuya secuencia
se desconoce se puede partir de un marcador
conocido que esté estrechamente ligado al
mismo. El mismo actia como punto de partida
para el caminado cromosémico (chromosome
walking), donde los fragmentos finales del mar-
cador ligado son utilizados como sondas para
seleccionar otros clones de la genoteca. Del
segundo grupo de clones (los que solapan con
el inicial) se hacen mapas de restriccion y los
fragmentos obtenidos son utilizados para rea-
lizar una nueva ronda de seleccion de clones
superpuestos. Asi el proceso de «caminado»
se mueve hacia ambos lados a partir del sitio
inicial, que culmina cuando se llega al gen de
interés. Existe otra técnica relacionada llamada
salto cromosoémico, que permite saltar a través
de areas distantes y potencialmente no clona-
bles del ADN y genera «marcas», ampliamen-
te espaciadas a lo largo de la secuencia, que
pueden utilizarse como puntos de inicio para
multiples caminatas cromosomicas bidireccio-
nales. Esta técnica consiste en crear fragmen-
tos grandes (entre 80-150 kb) por restriccion
del ADN en la region que se cree contiene al
gen de interés. Cada fragmento de ADN es
luego circularizado, poniendo en contacto los
extremos libres. Este procedimiento acerca
puntos relativamente distantes de la region
de genoma en estudio. Se trata de generar en
esa union un sitio que no sea cortado en una
posterior restriccion, de manera que esas dos
regiones que estaban distantes en el genoma
ahora estén unidas en un fragmento. El circulo
se corta con una nueva enzima de restriccion
y los fragmentos obtenidos, entre los que se
encuentran los sitios de unién, se clonan en
fagos.
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Esto es lo que se llama una «genoteca de
saltos». Una sonda del sector de comienzo de
la regién que contiene al gen de interés puede
utilizarse como punta de partida para comenzar
a «saltar» por el genoma. Un salto puede, por
ejemplo, avanzar unos 50 kb hacia el locus de
interés. Una vez alli, el otro extremo de la union
del fragmento inicial se corta y se usa para
buscar el siguiente punto de salto en la geno-
teca. O sea que a través de las uniones se va
avanzando hacia el punto donde se encuentra
el locus. Cada posicién de salto es un punto de
partida para una caminata cromosomica. Estas
regiones se van secuenciando. Alli comienza
la busqueda de genes utilizando programas de
prediccion y se seleccionan las secuencias can-
didatas. Esta estrategia de saltos se utilizé para
clonar el gen de la fibrosis quistica, que es una
enfermedad humana que resulta fatal y es cau-
sada por mutaciones en un gen de gran tamano
localizado en el cromosoma 7.

- Estrategia del gen candidato: la caracte-
rizacién de una regién cromosomica hace que
aparezcan varios genes de funcién descono-
cida. Si un gen de interés es mapeado en esa
region, estas secuencias pasan a ser «candi-
datas». Para cada una de ellas, o para la mas
probable, de acuerdo al analisis de secuencia,
se disefian experimentos tendientes a determi-
nar en cuales tejidos se expresa, en qué condi-
ciones, etc., utilizando Northern blot o RT-PCR.
Si el patron de expresion encontrado coincide
con el patron esperado es altamente probable
que hayamos encontrado el gen de interés. El
experimento ideal para confirmar esto, seria la
transformacién de un individuo mutante para
esta funcién con el gen normal. Si se produce
la reversion del fenotipo mutante (complemen-
tacion), tendremos la prueba irrefutable de que
estamos frente al gen buscado.

- Genes con patrones complejos de he-
rencia: no todos los genes muestran patrones
simples de herencia. Puede suceder que:

- La variacion fenotipica sea cuantitativa,
como peso o altura. Este tipo de variacion se
debe a la interaccion acumulativa entre alelos +
y — de varios genes y el ambiente.

La disponibilidad de miles de marcadores mo-
leculares como los SSLP, dispuestos a lo largo
del cromosoma, ha posibilitado el mapeo de al-

gunos de estos genes que contribuyen a la va-
riacion cuantitativa cuyos loci son llamados QTL
(quantitative trait loci) (Parte |, Cap. 5y 6). Para
abordar este problema, se buscan dos tipos de
lineas que muestren fenotipos contrastantes
para un caracter cuantitativo y se cruzan para
generar descendencia homocigota que conten-
ga solo un segmento o un pequefio niumero de
segmentos de una de las lineas. Estos indivi-
duos pueden caracterizarse por su fenotipo y
puede estimarse la contribucion de los segmen-
tos especificos a la variacién observada. Los
SNP (polimorfismos de un nucledtido simple)
aceleran el mapeo de caracteres complejos.

4 Anadlisis funcional de los genes

Una vez secuenciado el genoma completo
pueden identificarse la mayoria de los genes
de una especie. Restaria entonces determinar
cual es la funcién de cada uno de ellos y cémo
interaccionan para definir un fenotipo determi-
nado. La genémica funcional intenta resolver
esta cuestion a través del estudio de:

- El transcriptoma: se refiere al estudio de
los perfiles de expresion de todos los genes
presentes en el genoma. Para ello se extraen
todos los ARNm contenidos en una célula, te-
jido u 6rgano en un determinado momento de
desarrollo o situacion fisiolégica. EI método
mas utilizado es el de micromatrices de ADN,
que permite analizar simultdneamente la ex-
presion de miles de genes, pudiéndose dis-
poner entre 5000-50.000 genes (ESTs, ADNCc,
oligonucleétidos) sobre un portaobjetos utili-
zando un sistema robotizado. Sobre este chip
de ADN se realizan experimentos de hibrida-
cion con muestras marcadas radiactivamente
o con fluoréforos apropiados, y los resultados
se cuantifican mediante andlisis con phospho-
rimager o microscopia confocal. De esta mane-
ra se pueden identificar, de forma simultanea,
los patrones de expresion de miles de genes
en un momento del desarrollo o en respuesta
a diferentes estimulos ambientales. El analisis
bioinformatico de estos datos permite asociar
grupos de genes que se expresan de forma co-
ordinada y proporciona informacién importante
sobre la funcion de los mismos (Parte |, Cap. 8).

- El proteoma: comprende el conjunto to-
tal de proteinas expresadas por un genoma
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completo, incluyendo las modificadas des-
pués de la traduccién. El estudio del transcrip-
toma debe ser complementado con el analisis
de las proteinas codificadas por los transcrip-
tos, puesto que estas macromoléculas estan al
final de la ruta de expresion génica. El método
mas utilizado para estudiar la abundancia re-
lativa de cientos de proteinas es la electrofo-
resis bidimensional en geles de poliacrilamida
(2DPAGE), que permite separar con gran reso-
lucion la mayoria de los polipéptidos celulares
combinando de forma secuencial diferencias
en carga y en masa molecular. Utilizando sis-
temas computarizados de andlisis de imagen
se seleccionan las proteinas cuya abundan-
cia relativa cambia durante el desarrollo o en
respuesta a diferentes estimulos ambientales
(Parte I, Cap.9).

- El metaboloma: comprende el conjunto
total de metabolitos de una célula. En plan-
tas, el metabolismo secundario (reacciones
que no son vitales para el individuo y que con-
ducen a la produccion de compuestos que a
veces ayudan a su supervivencia, como por
ejemplo antraquinonas, alcaloides, digoxina,
taumatina, vainillina, menta, etc.) produce una
enorme variedad de compuestos diferentes.
Se han identificado mas de 40.000 y se esti-
ma que aun quedan por descubrir alrededor de
100.000. Los investigadores que trabajan en
este nuevo campo de la quimica aplicada a la
biologia (metabolémica) consideran que sélo
de esta forma se podria definir, en términos
moleculares, un fenotipo concreto. En meta-
bolomica se emplean herramientas analiticas
muy sensibles (tales como espectrometria de
masa, cromatografia liquida o gaseosa y re-
sonancia magnética nuclear) para analizar los
cambios metabdlicos provocados por mutacio-
nes génicas o por la expresion de transgenes.
La metaboldmica puede ser aplicada al monito-
reo de estreses inducidos, para identificar pa-
sos metabdlicos limitantes, para el analisis de
mutantes y hasta para realizar la evaluacion de
manejos agronomicos, tales como el efecto de
fertilizantes sobre el metabolismo, etc. (Parte |,
Cap. 10).

- La bioinformatica intenta dar sentido a la
informacion derivada de las técnicas anterior-
mente descriptas. La importancia de esta cien-
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cia resulta obvia cuando se considera que los
genomas poseen miles de millones de pares
de bases (Parte |, cap. 12).

5 Modelos

El mapeo comparativo ha demostrado que
la organizacion de los genes dentro de los
genomas ha permanecido muy conservada
a través de la evolucion, existiendo estrechas
relaciones de colinearidad entre los geno-
mas de casi todas las gramineas cultivadas,
entre las solanaceas, entre las brasicaceas
cultivadas y Arabidopsis, entre los pinos, rosa-
ceas y varias leguminosas. Por ello, teniendo
en cuenta la envergadura de un proyecto de
secuenciado, los emprendimientos genémicos
tomaron especies modelo, representativas de
un genoma vegetal. El primer modelo vegetal
fue una dicotiledénea, Arabidopsis thaliana.
Le siguié una monocotileddnea, el arroz, cuyo
genoma es seis veces menor que el del maiz
y 37 veces menor que el del trigo. El estudio
de estas dos especies permitira arribar a cono-
cimientos clave para el mejoramiento vegetal.

Arabidopsis thaliana es una dicotiledénea
que posee uno de los genomas vegetales
mas pequenos. Carece de importancia
econdmica pero resulta ser un excelente or-
ganismo para la investigacién puesto que es
facil de transformar y su ciclo de vida tarda sélo
7 semanas, de semilla a semilla. Alrededor de
12.000 cientificos trabajan coordinadamente
en esta pequefia planta, conformando el mas
avanzado sistema de experimentos en biologia
vegetal del mundo. Su secuencia genética es
de libre acceso en el sitio http://www.arabi-
dopsis.org. En un articulo publicado en Nature
(2000) se analiza el genoma de Arabidopsis a
partir de las 115.4 megabases secuenciadas
(de un total de 125). Su evolucion involucro
una duplicaciéon completa del genoma, seguida
por una subsecuente pérdida y duplicacion de
genes, lo cual dio origen a un genoma dinami-
co, enriquecido por una transferencia lateral
de genes de cianobacterias. Contiene 25.498
genes que codifican para 11.000 familias de
proteinas, con una diversidad funcional similar
ala encontrada en Drosophilay Caenorhabditis
elegans. Arabidopsis posee varias familias
de proteinas nuevas pero carece de otras co-
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munes, indicando que los grupos proteicos en
comun han experimentado una expansion y
contraccion en estos tres grupos eucariotas.

El genoma de arroz esta compuesto por 19
bloques génicos que, reordenados como “blo-
ques de Lego”, permiten reconstruir el genoma
de las Triticeas, maiz, Setaria, cafia de azucar
y sorgo (Fig. 6). Considerados como una uni-
dad genética representarian el genoma ances-
tral de las gramineas, el cual tendria un Unico
par de cromosomas.

La familia de las gramineas es probable-
mente la mejor caracterizada en este aspecto,
contando con una buena cantidad de mapas
genéticos comparativos que demuestran las
relaciones interespecificas (Fig. 7). En térmi-
nos genéticos, las gramineas representan una
familia muy diversa. Se estima que el genoma
de las mismas divergidé hace alrededor de 65
millones de afos desde un antecesor comun.
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El nivel de ploidia y el numero basico de cro-
mosomas son muy variables, asi como el ta-
mano del genoma.

6 Algunas generalizaciones acerca de los
genomas

Los estudios en especies modelo han per-
mitido arribar a varias generalizaciones. Una
de ellas es que el numero de genes no es
la base de la complejidad. La mosca de la
fruta tiene unos 13.000 genes, Caenorhabitis
elegans 18.000, Arabidopsis 26.000 y los hu-
manos 30.000. Si el numero de genes no es
muy diferente entre estas especies, ¢,cual es la
base de la mayor complejidad en los humanos?
La explicacion estaria en el proteoma, mas
que en el genoma. Las proteinas codificadas
por los genes pueden agruparse en familias en
base a su similitud y muchas de estas familias
proteicas son compartidas por todos los grupos
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Figura 6: El genoma de arroz esta compuesto por 19 bloques génicos que, reordenados como «bloques
de Lego», permiten reconstruir el genoma de las Triticeas, maiz, Setaria, cafia de azlcar y sorgo. Estos
bloques, considerados como una unidad genética, representarian el genoma ancestral de las gramineas,

el cual tendria un unico par de cromosomas.
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Figura 7: Alineamiento de cromosomas de arroz (3, 6) y maiz (9).

mencionados, aunque el nimero de miembros
por familia es mayor en humanos.

Esto es particularmente evidente en aque-
llos genes involucrados en el desarrollo. Los
humanos tenemos 30 genes para factores
de crecimiento del fribroblasto, mientras que
Drosophila y Caenorhabitis elegans tienen 2.
Las nuevas proteinas surgen a través de cor-
tes y empalmes alternativos de un mismo ARN
mensajero (alternative splicing), lo que permi-
te aumentar considerablemente la diversidad
proteica a partir de los mismos mensajes. Las
predicciones indican que el 60% de los genes
humanos tiene dos o mas alternativas de em-
palme. En Caenorhabitis el 22%.

Un elevado numero de factores de trans-
cripcién y modificaciones postraduccionales
también conducen a una mayor complejidad.
En el caso de Arabidopsis, cerca del 9% de
los genes son factores de transcripciéon (FT).
Si se compara la proporcion con los genomas
de otras especies, se observa que Arabidopsis
no solo tiene mas genes que algunos anima-
les pequenos, sino que la proporcion de FT es
mas alta que en cualquier clase de organismo
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estudiado. Esto parece reflejar el hecho de
que las plantas deben adaptarse a una amplia
variedad de condiciones medioambientales, a
diferencia de los animales, que pueden movili-
zarse y cambiar de lugar si este no les resulta
propicio.

En humanos, los genes ocupan una cuarta
parte del genoma, y solo el 1,5% codifica para
proteinas. Las secuencias correspondientes a
los exones (secuencias del mensajero que se
encuentran representadas en la proteina, las
secuencias correspondientes a los intrones no
lo estan) comprenden un porcentaje bajo del
genoma, mientras que los intrones compren-
den el 24%. Los genes no estan distribuidos en
forma pareja. Algunos se encuentran agrupa-
dos en ciertas regiones del genoma mientras
que otros se encuentran aislados. En la mosca,
el nematodo y Arabidopsis la disposicion de los
genes es mucho mas regular.

Aproximadamente la mitad del genoma hu-
mano consiste de secuencias repetitivas,
siendo la mayoria elementos transponibles
que se propagan replicandose e insertando
una copia de si mismos en otras regiones del
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genoma. En la actualidad solo dos tipos de
elementos son activos, Alu y LINE1. La mayo-
ria de los mismos se encuentran en regiones
ricas en Ay T, mientras que los genes se en-
cuentran en areas con elevado contenido de G
y C. Fragmentos de estos elementos también
se encontraron en las secuencias regulatorias
que controlan la expresion de varios genes, por
lo que se ha sugerido que, de alguna manera,
podrian afectar positivamente su expresion y
evolucion.

Los genomas vegetales también estan pla-
gados de secuencias repetitivas (transposones
y retrotransposones), que constituyen un por-
centaje muy importante del ADN nuclear y han
contribuido, a lo largo de la evolucién, a la ex-

A
Maiz

Elementos repetitivos

pansién de los genomas. En maiz representan
del 50 al 80% del genoma y en trigo el 80%
(Fig. 8). De esta manera los genomas de los
cereales pueden considerarse como islas de
genes que se hallan dispersas en un mar de
secuencias repetitivas.

7 Genémica y Agricultura

Especialistas en varias disciplinas han llega-
do a la conclusion de que el alcance de la ge-
noémica sera mayor en lo que se refiere a la eco-
nomia y la calidad de vida que en el ambito de
la salud humana. Gracias al aporte de grupos
de investigacion de todo el mundo se dispone
de bases de datos publicas con informacion
genomica de utilidad para los mejoradores. El
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Figura 8: a) Elementos repetitivos en un fragmento cromosémico de maiz. b) Diagrama que muestra como
los elementos transponibles en gramineas son responsables del incremento en el tamafio del genoma.
El arroz, sorgo, cebada y maiz derivaron de un ancestro comun hace aproximadamente 70 millones de
afos. Desde entonces, los transposones y retrotransposones se han ido acumulando a diferentes niveles
en las especies. Los cromosomas son mas largos en maiz y cebada, cuyos genomas contienen grandes
cantidades de retros con LTR (long terminal repeats). En verde se sefialan los elementos transponibles y
en naranja los genes. Modificada de Griffths et al. (2000).
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conocimiento de cédmo actuan los genes en una
especie puede ayudar a los mejoradores a per-
feccionar su funcion en otra. Las secuencias de
los genomas de Arabidopsis y de arroz propor-
cionan informacion relevante acerca de otros
cultivos, como el maiz y el trigo. Dado que es-
tos tres cereales representan mas de la mitad
de la produccion alimentaria mundial y que el
arroz es el alimento basico de mas de la mitad
de la poblacién del planeta, la trascendencia de
la genémica en la agricultura es indiscutible.

La similitud entre las especies de cereales
también implica que cuando se trasladan ge-
nes de una especie a otra, tenderan a funcionar
bien y en la misma forma con una minima ma-
nipulacion genética.

A través de esfuerzos publicos y privados se
trabaja en la identificacién de genes asociados
con caracteres como rendimiento, resistencia a
la sequia, calidad de los alimentos, resistencia
a insectos y tolerancia a herbicidas.

De esta manera se ha acelerado significa-
tivamente el aporte de nuevas variedades al
mercado, ya sea por modificacién genética o
por seleccion con marcadores moleculares o

utilizando criterios de seleccion a partir de la
informacion molecular.

La gendmica comparativa, basada en el
analisis de ESTs de diferentes plantas tole-
rantes a estreses abidticos, ha permitido la
identificaciéon de redes de genes comunes aso-
ciados con estreses ambientales, tales como
salinidad, sequia, bajas y altas temperaturas.
El analisis de especies tolerantes a situaciones
extremas ha identificado genes involucrados
en los mecanismos que las hacen tolerantes.
Dichos genes podran entonces ser transferidos
a especies de cultivo.

Como ejemplos pueden citarse Agrostis
adamsonii 'y Agrostis robusta, tolerantes a sali-
nidad, Microlaena stipoides, tolerante a alumi-
nio y Deschampsia antarctica, tolerante a bajas
temperaturas (la Unica graminea que crece en
la Antartida) (Fig. 9).

También se ha mencionado que los factores
de transcripcion serian las “llaves” para des-
bloquear funciones génicas que aprovechen la
diversidad de la naturaleza para producir mejo-
res cultivos. Estos son genes que virtualmente
controlan todo caracter importante, desde el

Metabolismo

Destinos proteicos y almacenamiento
Sintesis de proteinas
Metabolismo secundario
Transmisién de sefiales
Transcripcién

Transportadores
Transposones

Desconocido

Clasificacion imprecisa
Hipotéticos

Division y crecimiento celular
Estructura celular
Estréslenfermedad/defensa

Energia

B NENEERECENCONE

Trafico intercelular

Figura 9: Categorizacion funcional de ESTs de Deschampsia antarctica. El objetivo de este proyecto es
encontrar genes involucrados en la resistencia a bajas temperaturas para ser transferidos, por tecnologia
génica, a especies de cultivo. Gentileza de G. Spangenberg.
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punto de vista agricola, en las plantas, inclu-
yendo rendimiento, resistencia a las enferme-
dades, proteccién contra las heladas y sequia,
produccion de quimicos, proteinas usadas en
farmacéutica, etc. La mayoria de los caracte-
res vegetales a los que interesa aplicar la inge-
nieria genética son multigénicos (ej. tolerancia
al estrés hidrico) y los genes involucrados se
expresan en cascadas de forma tal que genes
primarios activan a genes secundarios que a
su vez activan a genes terciarios. Los factores
de transcripcion serian los responsables de ha-
cer funcionar a los genes primarios, obtenién-
dose largas cascadas de expresion de genes
por la manipulacién de un solo gen.

Durante los ultimos afos se ha obtenido una
gran coleccion de FT de plantas, funcional-
mente caracterizados, no solo en Arabidopsis,
sino también en especies como tomate, maiz
y soja. En total hay cerca de 1900 FT en
Arabidopsis pero en el contexto de la genémi-
ca funcional el interés recae en unas 60 famil-
ias que tienen funciones reconocidas. La her-
ramienta primaria que se utiliza para conocer
la funcion de los FT consiste en sobreexpre-
sarlos y/o detener la expresion de algunos de
ellos. Se puede, por ejemplo, medir el efecto
de cada FT en la composicién de los lipidos en
las semillas aceiteras y la composicion de lipi-
dos en las hojas, la composicion de azucares,
de esteroides, etc., estudiar procesos basicos,
a través de la dilucidacion de sus efectos en el
desarrollo vegetal y la resistencia a las enfer-
medades, o tratar de identificar el FT que regu-
la el consumo de nitrogeno (N). EI' N es uno de
los insumos mas costosos para la agricultura,
por lo que identificar los genes que controlan y
modifican la respuesta al N seria de gran valor.

También existen proyectos genémicos rela-
cionados con leguminosas y con sus simbiontes
fijadores de nitrogeno. Recientemente se han
secuenciado los genomas de las especies de
Mesorhizobium y Sinorhizobium y se han pro-
ducido cientos de miles de EST de Medicago
truncatula, Lotus corniculatus y soja. En el
caso de M. truncatula no sélo se han disectado
los pasos que controlan las sefales entre la
bacteria fijadora y la planta sino también entre
la planta y otro simbionte, las micorrizas (aso-

ciacion de un hongo con la raiz de una planta
superior. Esta asociacién no es especifica de
especie como el caso de Rhizobiumy las legu-
minosas. El hongo puede ser de varios géner-
os y aporta fosforo a la planta). Recientemente
se logrod la identificacion, en alfalfa, de un re-
ceptor requerido para el reconocimiento de se-
nales bacterianas de nodulacién, los llamados
factores NOD.

Las plantas medicinales aportan el 25% de
los compuestos activos utilizados actualmente
por la industria farmacéutica. Entre estos com-
puestos se encuentran los citocromos P450,
que participan en la biosintesis de muchos
compuestos  anticancerigenos, alcaloides,
fitoesteroides, antioxidantes y antimicrobia-
nos. También tienen un rol muy importante en
la detoxificacion de xenobidticos (herbicidas y
pesticidas). Se han identificado 1052 citocro-
mos P450 y el objetivo actual es, utilizando
herramientas de metaboldmica, determinar su
funcién bioquimica precisa.

Otro de los objetivos de la metaboldmica es
el estudio de la sintesis de las esencias que
confieren perfume a las flores y el mejoramien-
to del sabor de algunas plantas utilizadas en
alimentacion humana, como por ejemplo man-
dioca, donde el objetivo seria la eliminacién de
los glucésidos cianogénicos que le confieren
sabor amargo.

La devastacion de los bosques es motivo su-
ficiente para invertir en proyectos de genémica
tendientes a la identificacion de genes involu-
crados en perennidad, desarrollo, interaccion
con herbivoros, respuesta a estrés y sintesis
de metabolitos secundarios como lignina y
celulosa. Se han generado ESTs de alamo,
abedul, abeto, pino y eucaliptos. El alamo se
utiliza como sistema modelo para el andlisis
de los genes involucrados en la formacién de
madera. Otro objetivo en este campo es la
busqueda de estrategias para inducir floracién
temprana, que es un factor critico en el mejora-
miento de forestales.

La secuenciacion de los genes y la diluci-
dacion de las vias que controlan la floracion en
los cereales, que difiere en varios aspectos con
los correspondientes en Arabidopsis, ha sido
otro de los logros de la gendmica. También se
localizaron y caracterizaron, en trigo y cebada,
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los genes VRN1 y VRNZ2, que son los genes
centrales en la via de vernalizacion en trigo,
cebada y otros cereales invernales. Este cono-
cimiento es clave en agricultura, ya que per-
mitiria, potencialmente, controlar la floracion
en cultivos de gran importancia econdémica,
como los cereales y los forrajes.

8 Aportes de la genémica al mejoramien-
to de cereales

El trigo pan (Triticum aestivum L 2n= 6x= 42;
AABBDD) es uno de los principales cultivos
alimenticios ya que provee cerca del 55% de
los carbohidratos consumidos por el hombre.
La genética de este cultivo resulta compleja,
es de naturaleza hexaploide, con tres geno-
mas homedlogos denominados A, B y D que
aportan 7 pares de cromosomas cada uno. Los
genes redundantes son una norma, con sets
homoalélicos triplicados en la mayoria de ellos.
El genoma del trigo hexaploide es el de may-
or tamano (17000 Mbp trigo, 2800 Mbp maiz,
800 Mbp sorgo, 450 Mbp arroz). Mas del 80%
del mismo esta constituido por secuencias de
ADN altamente repetitivo. El restante 20% esta
compuesto por secuencias de bajo numero de
copias o copia Unica, donde se encuentran la
mayoria de los genes. Si bien las secuencias
altamente repetitivas varian de especie en es-
pecie, las secuencias génicas, en general, son
conservadas. Esta caracteristica permite el uso
de sondas heterélogas (de otros genomas)
en experimentos de hibridacion de tipo RFLP
(Parte I, Cap. 5) para identificar secuencias
conservadas en especies diferentes dentro de
una misma familia taxonémica (Devos y Gale,
2000).

En 1989 se publicé el primer mapa genético
molecular de trigo, correspondiente a los cro-
mosomas homedlogos del grupo 7, observan-
dose que el orden de los genes y marcadores
se conserva en gran parte de los tres geno-
mas de trigo hexaploide. Esta fue la primera
prueba de colinearidad en gramineas y posibil-
itd el desarrollo de la genética comparativa en
cereales.

En trabajos posteriores se comprobd que
largos segmentos de los cromosomas de
maiz, sorgo, arroz, trigo y cebada conservan la
presencia y el orden de marcadores y genes,

Biotecnologia y Mejoramiento Vegetal Il

aunque en algunos casos la correspondencia
cromosoémica fue modificada por duplicacio-
nes, inversiones o translocaciones. De esta
manera se logré consensuar un mapa unifica-
do de gramineas en el que se detallan secuen-
cias y genes conservados en diferentes geno-
mas (Fig. 2). Utilizando estas herramientas fue
posible transferir informacion proveniente de
plantas de genomas pequefos (arroz, sorgo)
a plantas de genomas mas complejos como el
trigo. Esto ha facilitado la localizacion mas pre-
cisa de genes para tolerancia a estrés bidtico y
abidtico (prebrotado, dormicion, vernalizacion,
frio y otros) y el desarrollo de marcadores utiles
para el mejoramiento. También ha conducido a
la obtencion de mapas consenso especificos
para trigo pan, candeal, maiz y cebada.

Las nuevas técnicas de gendmica funcional,
epigenética, mapeo por asociacion, “TILLING”
y los ARN interferentes (ARNi), entre otras,
contribuirdan a un mayor conocimiento del
funcionamiento del genoma de este cereal.
Existen genotecas de BACs/BIBACs para to-
dos los genomas de trigo. Estas representan
un importante complemento para saturar los
mapas.

En los ultimos afos fueron confeccionado
numerosos mapas genéticos de trigo pan, can-
deal y cebada a partir de poblaciones de RILs
(lineas recombinantes endocriadas) o haploi-
des duplicados, que resultan utiles en estudios
de identificacion de QTL asociados a calidad
y estreses bidticos (enfermedades) y abidticos
(sequia, salinidad). Para ello se utilizaron y
desarrollaron miles de marcadores molecula-
res, incluyendo RFLPs, SSRs, AFLPs, SNPs,
y marcadores DArT (Diversity array techno-
logy), (estos ultimos basados en matrices de
diversidad). La informacion generada posibilitd
el desarrollo de marcadores perfectos, a partir
de la secuencia del gen a seleccionar, en lugar
de marcadores genéticamente ligados. Como
ejemplo pueden citarse los genes de las enzi-
mas polifenol oxidasas, lipoxigenasas y fitoeno
sintasa, entre otros. También posibilitd la con-
feccion de mapas consenso para trigo pan,
candeal y cebada.

El acceso a los principales genes que afectan
la calidad ha abierto nuevas vias para el desa-
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rrollo comercial de diferentes productos deriva-
dos del trigo. Es posible obtener variedades con
diferente calidad de almidén, diferente textura
de grano, diferente composicién de gluteninas,
gliadinas y secalinas en funcion del uso indus-
trial. ElI descubrimiento de genes valiosos de
otros genomas y la posibilidad de incorporarlos
al trigo por transgénesis permitiran resolver pro-
blemas del cultivo, como pueden ser limitantes
debido a estreses bidticos y abioticos o desa-
rrollar nuevas generaciones de transgénicos en
funcion de las necesidades del consumidor, con
mayor contenido de aminoacidos esenciales
como la lisina, vitaminas, etc.

La complejidad del genoma del trigo ha he-
cho aconsejable abordar los estudios gendmi-
cos a través del transcriptoma. Para ello se han
establecido consorcios internacionales como
el International Wheat Genome Sequencing
Consortium (IWGSC) o el International Triticeae
Mapping Initiative (ITMI), el cual coordina gru-
pos de investigacion de distintos paises en la
construccién de mapas moleculares del geno-
ma de trigo. Existe colaboracion internacio-
nal para otros cultivos como el arroz, donde el
Internacional Rice Genome Sequencing Project
(IRGSP) coordina esfuerzos de 10 paises y como
resultado de esto, en 2002, fueron colocadas en
bases de datos publicas secuencias de alta cali-
dad que representaban 366 Mbp del genoma de
arroz. En el 2005 se lleg6 a 371 Mbp, que repre-
sentan el 95% del mismo. Las bases de datos
de EST han crecido exponencialmente en la ul-
tima década, de manera que en Septiembre de
2008 habia 55 millones de ESTs depositadas en
el National Center for Biotechnology Information
dbEST database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
dbEST). Esto incluye cerca de 1.607.934 de
ESTs de trigo hexaploide y sus parientes mas
cercanos de la tribu Triticeae, que son Hordeum
vulgare L.; especies diploides y tetraploides de
Triticum, Secale cereale L. y Aegilops speltoides
Tausch. Estas ESTs se utilizan para el desarro-
llo de marcadores funcionales, la preparacion
de mapas de transcriptos y la construccion de
matrices de ADNc. Actualmente el estudio de
ARN interferentes, TILLING y la “genética de ex-
presion” lideran el mapeo de eQTL (Quantitative
Traits Loci de expresion) y han sido utilizados
para identificar funciones de genes individuales.

Toda esta informacion permite inferir que la
biotecnologia puede cambiar el escenario de los
cereales en dos areas principales: (1) protegien-
do al cultivo de estreses biodticos y abidticos y
(2) modificando el concepto de produccién de
«commodities» por el de produccién de «spe-
cialities», por ejemplo para derivados de trigo
con mayor valor agregado, como noodles (clase
de fideo muy utilizado en Asia), galletitas dulces,
crackers (un tipo de galletita que se rompe facil-
mente), masa congelada, pan de molde, pasta,
almidones, plasticos biodegradables, etc.

Se han identificado cinco areas de investiga-
cion a desarrollar en los préximos afios para el
mejoramiento de trigo, que pueden aplicarse a
los cereales en general: (i) mapeo genético, (ii)
andlisis de QTL, (iii) mejoramiento molecular,
(iv) mapeo por asociacion, y (v) desarrollo de
software.

9 Genomas trabajadores

La gendmica aplicada a dilucidar los meca-
nismos por los cuales funcionan los microorga-
nismos puede conducir al aislamiento de sus
componentes para desarrollar nanoestructuras
que lleven a cabo funciones complejas. Como
ejemplos pueden citarse:

Methanococcus jannaschii: es una bacteria
que produce metano, una importante fuente de
energia. Contiene enzimas que soportan tem-
peraturas y presiones elevadas por lo que son
potencialmente utiles para fines industriales.

Deinococcus radiodurans: soporta niveles
de radiacion extremadamente elevados por lo
cual tiene un alto potencial para limpiar dese-
chos radiactivos.

Thalassiosira pseudonana: se trata de una
diatomea marina que es la principal participan-
te en el bombeado bioldgico de carbono hacia
las profundidades de los océanos, por lo que
posee un elevado potencial para mitigar los
cambios climaticos del planeta.

10 Proyectos de Genémica en Sudamérica
En Sudamérica se han desarrollado y se
encuentran en ejecucidon algunos proyectos
gendmicos. Frente al estado del desarrollo de
estas areas en el mundo, existen en la region
serias carencias, tanto de recursos humanos
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entrenados como de infraestructura y equi-
pamiento. En Brasil se establecié una red de
cooperacion que secuencié completamente el
genoma de Xylella fastidiosa, bacteria que ata-
ca alos citricos causando importantes pérdidas
econémicas. También incursioné en el estudio
de gendmica funcional de células cancerosas
y de secuenciacion del genoma de cafa de
azucar, Saccharum oficinalis. En Argentina se
ha trabajado en la secuenciacién de Brucella
abortus, agente causal de la brucelosis bovina.

Investigadores argentinos participan tam-
bién en proyectos de gendmica en coopera-
ciones internacionales, como el consorcio in-
volucrado en la secuenciacion del genoma de
Trypanosoma cruzzi, el proyecto que llevo a la
clonaciony caracterizacion de los genes de ver-
nalizacion en trigo o el proyecto de busqueda
de genes de tolerancia a frio en Deschampsia
antarctica. En Chile se ha completado recien-
temente la secuenciacion de Piscirickettsia sal-
monis, patégeno intracelular de salmones que
causa importantes pérdidas en esta industria.
También se trabaja activamente en especies
horticolas, principalmente frutales.

Otros ejemplos son el desarrollo de marca-
dores microsatélites (Parte |, Cap. 5) de di-
versas especies, como girasol (colaboracion
de INTA-Argentina con empresas semilleras
locales), vides (INIA-Chile como parte de un
consorcio internacional), alpacas y otros camé-
lidos sudamericanos (INIA-Chile), pasto llorén
(CERZOS, UNR, INTA Castelar), entre otros. El
girasol es una especie de importancia econémi-
ca en la Argentina y es el eje de varios proyec-
tos gendmicos. Algunos de los objetivos son la
caracterizacion de la diversidad funcional del
girasol y la identificacion de SNPs asociados a
caracteres agronémicos de importancia como
la resistencia a estreses bidticos y abidticos.
Por otro lado, el desarrollo de marcadores mi-
crosatélites, ESTs y el mapeo genético de las
mismas es utilizado para asistir al mejoramien-
to y realizar identificacién varietal.

En Chile se ha desarrollado un programa de
genomica funcional coordinado por diversos
ministerios, destinado a enfrentar problemas
de postcosecha y enfermedades en plantas de
interés agricola. Otro proyecto de gendmica,
en este mismo pais, apunta a desarrollar plata-
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formas tecnoldgicas en gendmica forestal con
el objeto de mejorar la posicion competitiva del
sector forestal chileno.

En el marco del Programa Cooperativo para
el Desarrollo Tecnoldgico Agroalimentario y
Agroindustrial del Cono Sur (PROCISUR),
los Institutos Nacionales de Investigacion
Agropecuaria de Argentina, Bolivia, Brasil,
Chile, Paraguay y Uruguay han conformado
una plataforma regional para enfrentar los de-
safios que impone la secuenciacion del geno-
ma de la papa. Esta iniciativa es desarrollada a
nivel mundial por el Consorcio Internacional de
Secuenciacion del Genoma de la Papa, que li-
dera la Universidad de Wageningen de Holanda
y en la que estan comprometidos China,
Estados Unidos, Holanda, India, Inglaterra,
Irlanda, Nueva Zelanda, Polonia, Rusia y los
sudamericanos Chile, Peru, Argentina y Brasil.
Estos ultimos, en conjunto, secuenciaran el
cromosoma 3 del genoma de la papa y en total
se deberan secuenciar los 12 cromosomas de
la especie.

En varios paises se han secuenciado
fragmentos de genomas de virus y viroides
(Argentina, Chile, Uruguay). En Argentina se
esta realizando la caracterizacién bioldgica
y molecular del virus del mal de Rio Cuarto
(MRCV) con el fin de estimar la diversidad ge-
nética de las poblaciones del virus, detectar la
existencia de razas y limitar la propagacion de
esta enfermedad de importancia para el maiz.

En el afno 2003 la Agencia Nacional de
Promocién Cientifica y Tecnolégica de
Argentina (ANPCyT) lanzé una convocatoria
para Proyectos de Area de Vacancia (PAV),
donde la gendmica era una de las prioridades.
En respuesta a esta convocatoria se formé una
Red de laboratorios dedicados al analisis ge-
nomico funcional y comparativo en especies
de interés agropecuario, forestal o ambiental
(PAV137). Los objetivos fueron generar una in-
fraestructura operativa y comunicacional ade-
cuada y formar recursos humanos necesarios
para apoyar el desarrollo de iniciativas e inves-
tigaciones en areas de genomica funcional y
bioinformatica criticas para la biologia agrope-
cuaria, forestal y ambiental. La red pudo capa-
citar recursos humanos orientados a la bus-
queda, prospeccion y/o analisis funcional de

117



genes con interés basico o aplicado. Se abor-
daron cinco areas de desarrollo e integracion:
a) transcriptomica, b) protedmica, interactémi-
ca y metaboldmica, ¢) gendmica comparativa,
d) gendmica evolutiva para la caracterizaciéon
de la diversidad genética y e€) ecogendmica
(aplicada a la evaluacion de impacto ambien-
tal) y epidemiologia molecular. En los dos pri-
meros subproyectos se encararon trabajos de
prospeccion y caracterizacion funcional de re-
giones gendmicas de interés en plantas supe-
riores y bacterias zoonoéticas mediante el ana-
lisis de perfiles de transcripcion, interaccion de
proteinas y perfiles metabdlicos (girasol, citrus,
soja, solanaceas, Mycobacterium y otros). En
el c) se caracterizaron molecularmente regio-
nes genémicas involucradas en caracteristicas
reproductivas (apomixis) de especies forra-
jeras, de resistencia a estreses en especies
cultivadas, asi como de caracteristicas pro-
ductivas en girasol y caprinos. El area d) sirvié
para evaluar la diversidad genética de recursos
bioldgicos naturales o cultivados, en particular
en especies leguminosas y en forestales. La
e) permitié estudiar la dinamica poblacional de
variantes alélicas en ecosistemas (impacto del
cultivo de maices transgénicos en potenciales
genes de resistencia en insectos plaga, cuanti-
ficacion de diversidad genética de especies en
peligro de extincion en ecosistemas naturales
explotados por el hombre) y encarar la epide-
miologia molecular de la fiebre aftosa y de la
peste porcina clasica.

Este proyecto acaba de finalizar (septiembre
de 2008) vy, si bien aun no se ha realizado la
evaluacion final del mismo, varios de los ob-
jetivos fueron cumplidos exitosamente, ya que
se formaron varios doctores en el area en dis-
tintas Universidades del pais, entrenados para
trabajar en equipos multidisciplinarios, ademas
de lograr avances en el conocimiento en las
mencionadas areas.

El INIA (Uruguay) cuenta con proyectos de
desarrollo y validacion de herramientas bioin-
formaticas para integrar informacion genémica
en programas de fitomejoramiento y seleccién
de germoplasma. Dentro de los proyectos de
genomica de arroz, el EMBRAPA (Brasil), rea-
liza el estudio de genes y sus productos, in-
volucrados en los mecanismos moleculares de

susceptibilidad y resistencia a estreses bidti-
cos, a través de estudios de gendmica funcio-
nal, utilizando ESTs y unigenes y micromatri-
ces de ADNc.

Los objetivos para programas de gendémica
sudamericanos deberian enfocarse hacia el
aumento de la productividad y la mejora de la
calidad de los productos, desarrollando capaci-
dades para identificar genes del germoplasma
regional, de manera de disminuir la dependen-
cia de variedades y genes desarrollados y ais-
lados por paises del primer mundo y buscar so-
luciones para problemas propios de la region,
que dificilmente pueden ser enfrentados por
programas de mejoramiento genético ajenos a
la misma.
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| CAPITULO 8

Transcriptomica

Silvina Felitti y Silvina Pessino

El analisis de los niveles de representacion
de ARN mensajeros proporciona informacién
importante sobre la actividad de un gen, evi-
denciando si esta siendo copiado para poste-
riormente dirigir la sintesis de la proteina a la
cual codifica. En los ultimos afos los proce-
dimientos para la deteccion de los niveles de
ARN mensajeros han progresado velozmente
desde el analisis de genes Unicos especificos
(como el Northern, slot, y dot blotting, la RT-
PCR semicuantitativa y cuantitativa y los en-
sayos de proteccion de nucleasas) hacia otros
enfocados en la identificacién de multiples
transcriptos que difieren en su representacion
entre las diversas muestras experimentales
(como la hibridizacion substractiva, el display
diferencial, el ADNc-AFLPs®, la secuenciacion
de etiquetas expresadas o ESTs, el analisis se-
rial de la expresion de genes o SAGE vy la hi-
bridizacién de microarreglos). La organizacion
posterior de las secuencias dentro de grupos
funcionales basada en los datos de homologia
proporciona un marco basico para conducir
nuevos estudios dirigidos a definir el rol biolo-
gico de cada producto génico. Por otra parte, la
aplicacion de técnicas de PCR en tiempo real y
de hibridizacién in situ de tejidos permiten una
validacién mas precisa de los datos de expre-
sion diferencial obtenidos por métodos ante-
riormente citados.

La capacidad tecnoldgica creciente permi-
te ahora capturar sectores de tejidos o inclu-
so células aisladas y analizar su contenido de
ARNmM, lo que provee informacién especifica
sobre la representacion del transcriptoma para
tipos celulares unicos. La asociacion de los da-
tos provenientes de la secuenciacién gendmica
con aquellos originados en la transcriptémica y
la protedmica facilita la prediccion de la exis-
tencia de fragmentos codificantes en sectores
acotados del genoma, y da informacién sobre
la posible funcién de los candidatos en tejidos
particulares. Ademas, la asociacion de los da-
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tos de posicion (originados en el mapeo gené-
tico) con los datos de expresion (originados en
el analisis del transcriptoma) posibilita la selec-
cion de candidatos responsables de disparar
un determinado caracter de interés.

Este capitulo tiene como obijetivo presentar
en forma abreviada una serie de metodologias
que son utilizadas habitualmente para el anali-
sis del transcriptoma de plantas. Debido al muy
rapido cambio y perfeccionamiento en las téc-
nicas empleadas para abordar el estudio de la
representacion de mensajeros tanto a nivel de
mesada como bioinformatico, algunas de las
metodologias mencionadas aqui ya han sido
reemplazadas y se usan actualmente en forma
poco frecuente. Sin embargo hemos decidido
incluirlas, dada su gran importancia historica
en relacion al cambio de abordaje conceptual
que va desde el andlisis de la actividad de ge-
nes unicos al estudio integral de la expresién
génica. Comenzaremos describiendo las técni-
cas en orden cronoldgico de desarrollo.

Hibridizaciéon substractiva

Los métodos de hibridizacion substractiva
fueron creados a principios de los afios 80 con
el propésito de construir bibliotecas de ADNc
para obtener sondas de genes expresados
diferencialmente. Fueron los primeros que se
utilizaron de manera amplia con el propésito
de identificar genes regulados positiva o nega-
tivamente en una escala global. Sus ventajas
incluyen la habilidad de aislar genes de funcion
relacionada sin tener conocimientos previos
de su secuencia o identidad y el uso de téc-
nicas comunes de biologia molecular que no
requieren equipos especializados de deteccién
y analisis. El procedimiento general consiste
en la hibridizacion de un ADNc proveniente
de una muestra prueba (tester) con un exceso
de ARNm proveniente de una muestra control
(driver). Los transcriptos expresados en ambas
muestras (tester y driver) forman moléculas de
ARNM/ADNc hibridas, mientras que las se-
cuencia de ADNc que estan presentes Unica-
mente en la muestra tester permanecen como
hebras simples. Las moléculas de hebras sim-
ples y dobles se separan usando cromatogra-
fia en hidroxilapatita. Los ADNcs expresados
diferencialmente pueden entonces ser recu-
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perados y clonados o usados directamente
como sondas para analizar una biblioteca. Dos
limitaciones importantes del protocolo original
son: i) el requerimiento de grandes cantidades
de ARNm vy ii) una tendencia a una menor efi-
ciencia en la identificacion de transcriptos poco
abundantes.

La hibridizacion substractiva es aplicable
s6lo a comparaciones de pares de muestras y
debe ser realizada por duplicado con el tester y
el driver invertidos para detectar tanto aumen-
tos como disminuciones en los niveles de ex-
presion. Ademas no genera una medida cuanti-
tativa y aunque es eficiente en la identificacion
de genes que estan completamente ausentes
en el driver no revela facilmente a aquellos que
estan presentes en ambas muestras en distinta
proporcion. Se realizaron modificaciones para
mejorar el protocolo original que incluyen la
produccion de ADNc con marcas de biotina o
oligo(dT)30-latex de manera de refinar la se-
paracién de las moléculas de cadena simple
y doble. También se incorporo la amplificacién
de ADNcs selectos por PCR para disminuir la
cantidad inicial de ARNm requerido y aumen-
tar la eficiencia de clonado de los transcriptos
seleccionados. También se ha utilizado un pro-
tocolo ingenioso conocido como hibridizacion
substractiva de supresion (SSH) que fue dise-
Aado para favorecer la deteccion de transcrip-
tos raros expresados diferencialmente. Este
incluye una normalizacion en la representacion
de los transcriptos diferenciales basada en la
inhibicion de la amplificacién de aquellos que
son mas abundantes, eliminando también la
necesidad de separar moléculas de cadena
doble y simple (ver Figura 1).

Display diferencial y RAP-PCR

Las técnicas conocidas en general como
“huellas digitales de ARN” (ARN fingerprinting)
incluyen al display diferencial (DD) y la PCR
de ARN cebada arbitrariamente (RAP-PCR).
Ambos métodos estan basados en una am-
plificacién por PCR de subgrupos al azar de
transcriptos a partir de dos 0 mas muestras.
La primera etapa de ambos procedimientos es
comun y consiste en generar ADNcs haciendo
una transcripcion reversa de una fraccion de
las moléculas de ARNm de una muestra. En
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el display diferencial esto se logra utilizando
como cebador de la transcripcion reversa a un
poliT anclado con una o mas bases adicionales
al extremo 3° del ARN mensajero (por ejemplo
(T),,AC). Estos oligonucledtidos se fijan al ARN
mensajero a través de la unién de las bases
adicionales, impidiendo que el poliT “resbale”
sobre distintas zonas del poli A. El Unico grupo
de ARNms que es transcripto en forma reversa
es el integrado por las moléculas que llevan las
bases complementarias a las bases adiciona-
les del poliT en el extremo del mensajero adya-
cente al poliA. En contraste, la RAP-PCR utiliza
oligonucledtidos de secuencia arbitraria para la
transcripcién reversa. Estos cebadores tienen
normalmente 10 bases de largo y se unen a
sus secuencias complementarias permitiendo
formar una hebra de ADNc desde este sitio.
En este caso el subgrupo de ARNms que su-
fre transcripcion reversa estara integrado por
aquellas moléculas que presenten la secuen-
cia complementaria a la del cebador orientada
en el sentido adecuado.

Luego de haberse realizado la sintesis de la
primer hebra del ADNc, se amplifican segmen-
tos de los transcriptos usando pares multiples
de cebadores de PCR. Tanto para el display
diferencial como para el RAP-PCR, el cebador
superior es un oligonucleétido arbitrario de 10
pares de bases. El cebador inferior es el mis-
mo oligonucledtido poliT anclado (para el caso
del display diferencial) o el decamero arbitrario
(para el caso de RAP-PCR) que se usaron alter-
nativamente para hacer la transcripcion rever-
sa. Se ha estimado que los productos de PCR
de 240 combinaciones particulares de pares de
cebadores de display diferencial (por ejemplo
todas las combinaciones de 20 oligonucleo-
tidos arbitrarios y 12 oligonucleétidos ancla-
dos) representan estadisticamente a todos los
ARNmM originalmente presentes en la muestra.
Los productos de PCR pueden ser marcados
por incorporacion de un nucleétido radiactivo
o de una molécula que pueda ser detectada a
través de su interaccion con un anticuerpo con-
jugado a un sistema de deteccion (por ejemplo
digoxigenina). También puede usarse un ce-
bador unido a un fluoréforo u optarse por no
marcar los fragmentos amplificados y usar lue-
go una tincién con nitrato de plata para revelar
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Figura 1.

los geles. La visualizacién de los productos de
PCR se logra luego de la electroforesis en ge-
les de poliacrilamida seguida de la apropiada
generacion y deteccidén de imagenes, que son
evaluadas comparando la intensidad relativa
de las bandas producidas a partir de diferentes
muestras experimentales. Los fragmentos que
estan presentes en una muestra y ausentes en

i ampifoacidn fimeal

of el AR g foiescim!

la otra, o0 aquellos que estan presentes con di-
ferentes intensidades relativas en los distintos
tratamientos experimentales, representan po-
tenciales transcriptos de ARNm de expresién
diferencial. Tipicamente, las bandas son eva-
luadas solo si amplifican en forma consistente
en reacciones de PCR duplicadas para cada
muestra (ver la Figura 2).
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La fase final del display diferencial consiste
en la identificacion de la secuencia del trans-
cripto representado por el producto de PCR y
la confirmacion de que éste realmente se ex-
presa en forma contrastante. Estas etapas se
logran localizando fisicamente y escindiendo la
seccion del gel de poliacrilamida que contiene
al producto de interés. En la mayoria de los

casos debe realizarse un alineamiento de las
imagenes de los fragmentos de amplificaciéon
con el gel de poliacrilamida seco. En los casos
en que se utiliza tincion con nitrato de plata no
es necesario realizar este paso, por lo cual la
recuperacion de la banda es mucho mas efi-
ciente. Los productos de PCR son purificados
del gel y reamplificados. Para ello el fragmento
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de poliacrilamida se procesa en fragmentos pe-
quefos con un bisturi que se transfieren a una
solucion tampdn adecuada para la elucién de
los fragmentos. Luego de una centrifugacion,
el sobrenadante se purifica con fenol/clorofor-
mo y el ADN se precipita con etanol, se diluye
en agua y se reamplifica por PCR.

Se han utilizado varias estrategias para
confirmar la expresion diferencial de los trans-
criptos, que incluyen el uso de los fragmentos
como sondas de Northern, la siembra de los
fragmentos en membranas para someterlos a
analisis de Northern inverso y el clonado y se-
cuenciacion de los productos para disefiar ce-
badores especificos que permitan realizar PCR
semicuantitativas, asi como también la hibridi-
zacion in situ de tejidos.

Dos ventajas importantes de los métodos
de fingerprinting de ARN con respecto a los de
hibridizacion substractiva son la capacidad de
comparar muestras experimentales multiples
en forma simultanea y la de identificar genes
que estan regulados tanto positiva como ne-
gativamente en una muestra respecto de las
otras. Sin embargo, los métodos de fingerprin-
ting de ARN comparten con el SSH la limitacion
de que no son cuantitativos.

Uno de los problemas que suelen atribuirse
a display diferencial es la amplificacion de fal-
sos positivos o sea fragmentos de genes que
parecen estar diferencialmente expresados
pero son luego cosiderados artefactos de PCR
porque no pueden validarse por Northern blot
o PCR en tiempo real. Es necesario dar una
mirada mas detallada a este punto. Es cierto
que es imprescindible realizar las amplificacio-
nes de DD PCR por duplicado o triplicado para
asegurarse que la amplificacion es reproduci-
ble y no se trata de una banda espuria. Pero
una vez superado este punto de la reproduci-
bilidad de la amplificacion, hay que considerar
que no siempre las diferencias detectadas con
esta técnica pueden ser validadas por Northern
o por PCR en tiempo real. Por ejemplo, cuando
existe expresion alélica diferencial entre mues-
tras, o cuando diferentes miembros de una
misma familia génica son expresados diferen-
cialmente, es posible que se detecten polimor-
fismos en los geles de DD, como consecuencia
de que los primers se unan a sitios variables

Biotecnologia y Mejoramiento Vegetal Il

de la secuencia. Sin embargo, es probable que
distintos alelos o incluso diferentes miembros
de una familia génica hibridicen en conjunto en
el experimento de Northern, o que los disefios
de cebadores para real time PCR no permitan
diferenciarlos. También puede ocurrir que en
los experimentos de DD se detecte una he-
bra antisentido sobreexpresada en una de las
muestras. Si la hebra sentido esta expresada
en la otra, los experimentos de real time no
permitiran la deteccién de la expresion diferen-
cial. Estos son solo algunos de los muchos ca-
sos posibles en los cuales el northern y la PCR
en tiempo real no reproduciran los datos de
DD, pero no precisamente porque el DD haya
generado un falso positivo, sino simplemente
porque estas técnicas estan basadas en prin-
cipios de deteccion diferentes. Muchos de los
supuestos “falsos positivos” detectados por DD
en el pasado (cuando no se tenia conciencia
sobre la frecuencia de la expresion antisenti-
do) pueden englobarse seguramente en estas
categorias.

Otro problema es que estas técnicas deben
aplicarse en general a muestras provenien-
tes del mismo individuo sometido a distintas
condiciones o sobre individuos genéticamen-
te idénticos (por ejemplo isolineas). Cuando
se comparan los perfiles de ARNm de indivi-
duos diferentes genéticamente, pueden apare-
cer falsos positivos que son resultado de una
amplificacién diferencial debida a una varia-
cion en la secuencia de los transcriptos mas
que a diferencias en su representacion. Ese
problema puede ser evitado utilizando estra-
tegias de analisis de segregantes en grupo
(BSA) aplicadas al estudio de perfiles de ARN.
Finalmente, la investigacién de todos los ge-
nes que potencialmente se expresan en forma
diferencial requiere el uso de equipamiento de
ultima generacién y una inversion extensiva de
tiempo y trabajo para detectar y confirmar la
expresion diferencial de cada uno de los genes
individuales.

Polimorfismos en el largo de los fragmen-
tos de ADNc amplificados (ADNc-AFLP®)

La tecnologia de AFLP®, generalmente utili-
zada para producir huellas genéticas de DNA
genomico, puede ser aplicada también a pre-
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paraciones de ADNc de doble hebra para ob-
tener un perfil del transcriptoma. Los patrones
obtenidos por esta técnica son una herramien-
ta confiable y eficiente para la identificacion de
ARNms expresados diferencialmente. La téc-
nica de ADNc-AFLP® detecta fragmentos de
restriccion de DNA por medio de amplificacion
por PCR. Comprende las siguientes etapas: i)
generacion de ADNg, ii) restriccion del ADNc
con dos endonucleasas especificas, preferible-
mente una que reconoce sitios de 6 bases y
otra que reconoce sitios de 4 bases, iii) ligacion

de adaptadores de cadena doble a los extre-
mos de los fragmentos de restriccion, iv) ampli-
ficacion de un subgrupo de los fragmentos de
restriccion usando dos cebadores complemen-
tarios al adaptador que llevan bases selectivas
adicionales en el extremo 3" v) electroforesis
de los fragmentos de restriccion amplificados
en geles de poliacrilamida, vi) visualizacion de
las huellas digitales genéticas mediante el uso
de autoradiografias, fosfoimagenes y otros mé-
todos (ver Figura 3).
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Las mayores ventaja del uso de la tecno-
logia de ADNc-AFLP® son: i) no se requiere
informacion previa de secuencia; ii) se puede
estudiar una fraccion muy grande de todos los
genes expresados, iii) es una técnica muy sen-
sible que permite la deteccidén de transcriptos
de baja abundancia, iv) los fragmentos son ex-
traidos facilmente de los geles y las secuen-
cias correspondientes pueden determinarse
sin necesidad de clonados previos.

Etiquetas de secuencia expresadas
(Expressed sequence tags, ESTs)

La secuenciacion exhaustiva de ESTs
(Expressed Sequence Tags) es considerado
principalmente un método para la caracteriza-
cion de la expresion génica, a pesar de que la
generacion de ESTs resulta también importan-
te para deducir la presencia de genes no pre-
dichos en ausencia de datos gendémicos. Las
ESTs son obtenidas a gran escala por secuen-
ciacion de una sola hebra de clones de ADNc
(aproximadamente 500 pb) provenientes de
bibliotecas que representan distintos tejidos o
condiciones experimentales. Las ESTs repre-
sentan descripciones parciales de las regiones
que se transcriben de un genoma. Una canti-
dad creciente de centros de investigacion han
construido y secuenciado bibliotecas de ADNc
en los ultimos anos. Esta tendencia se ve refle-
jada en el numero de ESTs depositadas en la
base de datos del NCBI (ESTdb), el que al 6 de
Junio de 2008 es de 2994249 provenientes de
261 especies de plantas.

En teoria, la abundancia de una EST es di-
rectamente proporcional a la representacion en
numero de copias de un transcripto en un teji-
do determinado. El proceso de generacion de
ESTs es relativamente lento y costoso, lo que
hace dificil que se logre la saturaciéon de una
biblioteca. Tedricamente, si se secuencia el nu-
mero suficiente de ESTs, este método permite
analizar incluso aquellos genes que presentan
niveles de expresion bajos, pero si el numero
de secuencias obtenidas es limitado conviene
recurrir a técnicas de amplificacién comple-
mentarias (ADNc-AFLP o DD) para detectar
transcriptos poco abundantes.

Las secuencias ESTs a menudo se generan
a partir de bibliotecas de ADNc que han sido
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normalizadas para ecualizar la abundancia
de clones que corresponden a los diferentes
transcriptos. Los EST secuenciados a partir
de estas ultimas pueden ser comparados para
identificar transcriptos que se expresan en una
biblioteca y estan completamente ausentes en
otra, pero si se pretende obtener datos cuanti-
tativos exactos que describan abundancia re-
lativa se debe recurrir indefectiblemente a bi-
bliotecas de ADNcs no normalizadas. También
existen productos comerciales que permiten la
construccion de bibliotecas donde los transcrip-
tos han sido amplificados pero manteniendo la
proporcion relativa de unos respecto a otros,
lo que facilita la comparacion cuantitativa entre
muestras.

Las ESTs requieren de varias etapas de pro-
cesamiento, ensamblado en grupos (contigs)
y anotacion para que se pueda extraer infor-
macion bioldgica a partir de las mismas. Para
esto, resulta muy importante el almacenamien-
to, la organizacion y la anotacién de estas se-
cuencias utilizando distintas herramientas in-
formaticas (revisadas por Nagaraj et al., 2007).

Analisis serial de la expresiéon de genes
(SAGE)

El analisis serial de la expresién de genes
(SAGE) consiste esencialmente en una versién
acelerada de la secuenciacion de ESTs. Esta
basada en el concepto de que una etiqueta
corta de unas pocas bases es suficiente para
identificar inequivocamente a un transcripto,
siempre y cuando esté ubicada en una posicion
definida dentro de la secuencia del mensajero.
Una etiqueta SAGE consiste tipicamente en
9-14 bases de secuencia ubicadas por debajo
del ultimo sitio de reconocimiento de una en-
donucleasa especifica en el transcripto blanco.
Multiples etiquetas SAGE se ligan juntas en un
vector de clonado de manera que una reaccion
de secuenciacion de 300 a 500 pb genera las
secuencias de 20 a 30 etiquetas al mismo tiem-
po (ver Figura 4). Como cada etiqueta SAGE
representa un unico transcripto de ARNm, es
posible obtener una vision general de todos
los genes expresados en la muestra original.
Las diferencias en la expresién de genes en-
tre muestras experimentales pueden entonces
ser identificadas comparando la abundancia
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relativa de etiquetas SAGE especificas en dife-
rentes bibliotecas. Los genes o las secuencias
ESTs representados por las etiquetas SAGE
son localizados en las bases de datos detec-
tando aquellos transcriptos que tengan la eti-
queta SAGE en la posicion adecuada.

Esta técnica se utiliza para identificar y cuan-
tificar transcriptos. Fue descripta por primera
vez por Velculescu y colaboradores en 1995
(ver bibliografia recomendada). Brevemente,
se utiliza una enzima de restriccién tipo Il (en-
zima de etiquetado) que libera fragmentos de
entre 9 y 14 pb a partir de los ADNc previa-
mente digeridos con otra enzima de restriccion
(la mas comunmente utilizada es Nialll). Estos
fragmentos son luego ligados entre si para
formar un concatémero que es clonado y se-
cuenciado. Los fragmentos detectados en una
muestra representan a los transcriptos que los
originaron y su frecuencia de deteccioén indi-

ca su abundancia en la muestra en estudio. A
diferencia de los microarreglos, la técnica de
SAGE permite detectar transcriptos de los cua-
les no se conoce su secuencia previamente a
la realizacion del experimento, es decir es una
técnica conocida como “abierta” (pueden reco-
nocerse genes nuevos).

A partir de un experimento de SAGE se pue-
den obtener unos 50.000 a 100.000 fragmen-
tos, los que representan de 20.000 a 40.000
genes unicos. Estos fragmentos brindan infor-
macion cualitativa de los transcriptos detecta-
dos, mientras que el niumero de copias de cada
uno de ellos brinda informacion cuantitativa y
refleja la abundancia de los transcriptos en la
muestra. Generalmente se observa que algu-
nos de los fragmentos detectados por SAGE
presentan mas de 100 copias, otros entre 2 y
100 copias y la mayoria de ellos (70-80%) se
encuentran en copia unica. En la mayoria de
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los casos se observa que entre el 50-70% de
los fragmentos presentan similitud con genes
o transcriptos de funcion conocida, mientras
que entre 30-50% no son similares a ninguna
secuencia conocida. Es esperable que estos
porcentajes que son usuales actualmente se
modifiquen en el futuro a medida que aumente
el numero de genes caracterizados y la canti-
dad de etiquetas promedio secuenciadas por
proyecto.

Se ha observado una especificidad relativa-
mente alta de un fragmento de entre 9 y 14 pb
para su asociacion con transcriptos conocidos
en el caso de genomas relativamente simples.
Sin embargo, la especificidad disminuye cuan-
do se estudian genomas mas complejos. Se
han hecho intentos para mejorar la especifi-
cidad aumentando el largo de los fragmentos.
LongSAGE aumenta el largo de los fragmentos
a 21 pb y SuperSAGE a 26 pb, utilizando dife-
rentes enzimas de etiquetado. Esta estrategia
mejoro la especificidad de un dado fragmento
para representar a un transcripto unico (aun-
que no completamente) y también la probabi-
lidad de que dicho fragmento se localice una
Unica vez en el genoma. Sin embargo, el hecho
de trabajar con fragmentos mas largos aumen-
ta los costos de secuenciacion de la técnica.
Por estos motivos, el usuario debe considerar
cuidadosamente cual es la longitud de los frag-
mentos a utilizar para cada caso particular.

Los fragmentos obtenidos mediante SAGE
no se pueden utilizar directamente en bus-
quedas de homologia con secuencias conteni-
das en bases de datos debido a que son muy
cortos. Para poder asignar un gen a un dado
fragmento es necesario contar con una base
de datos de referencia construida previamen-
te. Esta base de datos contiene informacion de
fragmentos obtenidas in silico a partir de se-
cuencias conocidas de transcriptos o de genes
de la especie en estudio. Si un fragmento aisla-
do experimentalmente presenta homologia con
una secuencia presente en la base de datos
SAGE de referencia, entonces se considera
que el transcripto que lo origind proviene del
gen que habia sido asignado a esa secuencia.
La confiabilidad de la asignacion de genes uti-
lizando estas bases de datos esté influenciada
por factores bioldgicos (por ejemplo, isoformas
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del transcripto tales como las resultantes de
splicing alternativo o SNPs presentes en la eti-
queta pueden resultar en distintos fragmentos
que en realidad se correspondan con un mis-
mo gen), experimentales (artefactos introduci-
dos en las secuencias como consecuencia de
la técnica utilizada) y por redundancia de trans-
criptos. Las bases de datos de referencia se
construyen con secuencias que son altamente
redundantes. Las mismas son agrupadas en
funcién de la homologia de secuencias, lo que
puede originar que se encuentren transcriptos
que corresponden a un mismo gen en grupos
distintos (como en el caso de que hubiera spli-
cing alternativo) o que se agrupen transcriptos
correspondientes a genes distintos porque pre-
sentan un alto grado de homologia de secuen-
cia. Es importante mencionar que las bases de
datos de referencia pueden ser incompletas,
debido a que comunmente se incluyen en las
mismas secuencias de alta calidad y anotadas
para aumentar la especificidad. Sin embargo,
esta estrategia disminuye en gran medida el
numero de transcriptos representados en la
base de datos. Esto origina que muchos de
los fragmentos obtenidos por SAGE sean cla-
sificados como desconocidos incluso cuando
sus transcriptos correspondientes hayan sido
previamente identificados. Ademas, un mismo
fragmento puede presentar homologia con mas
de un gen, lo que presenta un desafio adicional
para la clasificacion de los mismos. Por todos
estos motivos, es necesario verificar la asigna-
cion de un fragmento mediante otras técnicas.
Entre las mas utilizadas se pueden mencionar
el RACE (Rapid Amplification of ADNc Ends)
y GLGI (Generation of Long ADNc from SAGE
tags for Gene ldentification).

Los fragmentos obtenidos por SAGE pueden
organizarse en tres grupos: de alta, intermedia
y baja abundancia. Sin embargo, no se ha ana-
lizado exhaustivamente aun si el numero de
copias de un fragmento obtenido por SAGE
refleja exactamente en todos los casos la can-
tidad de ARNmensajero real contenida en la
muestra. Dado que el SAGE involucra numero-
sas amplificaciones por PCR, pueden originar-
se errores especificos para un dado fragmento.
Ademas se ha observado que las secuencias
obtenidas por esta técnica presentan un ma-

129



yor contenido de G+C, lo que sugiere una pre-
ferencia de amplificacion que compromete la
exactitud de la cuantificacion.

Dos ventajas importantes del SAGE sobre
la hibridizacion substractiva y el display dife-
rencial es que los datos obtenidos son cuan-
titativos y acumulativos. Si se genera la sufi-
ciente cantidad de informacion de secuencia
se obtienen perfiles exactos de la expresion de
los transcriptos, que describen la abundancia
de todos los genes expresados en una célula
o tejido. Existe una base de datos publica de
expresion génica que ha sido creada para el
almacenamiento y analisis de secuencias de
SAGE cuyo poder continuara creciendo a me-
dida que se contribuya con mas informacion.
Otra caracteristica de los datos de SAGE es
que pueden complementar otros de ESTs ge-
nerados a partir de bibliotecas de ADNc nor-
malizadas o substraidas. Los ESTs brindan in-
formacion de secuencia mientras que el SAGE
provee datos cuantitativos describiendo la
abundancia de los transcriptos. Finalmente, a
pesar de que el SAGE requiere capacidad de
secuenciaciéon de ultima generacion, la canti-
dad de datos que aporta puede ser 20 veces
mayor que el que posibilita la misma cantidad
de secuenciaciéon EST.

Hibridizacion de microarreglos

Los microarreglos han revolucionado la bio-
logia molecular. Esta técnica utiliza cientos a
miles de sondas altamente organizadas sobre
una superficie sélida para interrogar de mane-
ra simultdnea a todas las moléculas de ARN
(definidas como blancos) contenidas en una
muestra bioldgica. Las muestras a ser analiza-
das se marcan fluorescentemente o radiactiva-
mente y se aplican al microarreglo. Los acidos
nucleicos marcados hibridan con las moléculas
de ADN complementarias que se encuentran
inmovilizadas en el microarreglo. La fuerza de
la sefal fluorescente o radiactiva capturada por
las sondas de ADN en el arreglo es detectada y
digitalizada para su cuantificacion.

Los microarreglos fueron originalmente dise-
Aados para identificar diferencias de expresion
génica en dos muestras distintas basadas en
las cantidades relativas de blancos unidos a
una sonda determinada en el arreglo. La utili-
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dad de la técnica se ve reflejada en su amplia
variedad de aplicaciones que abarca desde
el analisis de expresidén génica hasta estu-
dios de ADN gendmico (como Comparative
Genomic Hybridization - CGH- y Chromatin
Immunopurification microarrays - conocidos
como ChlP-chips). Sin embargo, en este ca-
pitulo s6lo describiremos los microarreglos de
ADNCc y de oligonucledtidos, ya que son los mas
utilizados para el analisis del transcriptoma.

Los microarreglos de ADN pueden ser crea-
dos de dos maneras: fijando las moléculas de
acidos nucleicos sobre una superficie solida o
por sintesis in situ de oligonucledtidos. En el
primer caso las moléculas de ADN pueden ser
ADNCcs amplificados por PCR, oligonucleotidos
o fragmentos de ADN gendmicos clonados en
BACs (Bacterial Artificial Chromosomes).

La utilizacion de clones de ADNc amplifica-
dos por PCR como sondas es el método de
eleccion cuando se interrogan muestras de or-
ganismos cuyo genoma no esta secuenciado.
Estos microarreglos son generalmente fabrica-
dos utilizando robots. Los mismos contienen
un cabezal de puntas que es sumergido en
soluciones de sondas de ADN disueltas en el
buffer correspondiente y que luego son depo-
sitadas sobre un sustrato de vidrio modificado
quimicamente. Las puntas se cargan de sonda
por capilaridad y la tension superficial entre el
buffer y el vidrio actua para descargar las son-
das. Las perturbaciones en la estructura de las
descargas son frecuentes y son una fuente sig-
nificativa de variacion de la sefial. Si bien exis-
ten otras alternativas, la utilizacion de robots
es la mas popular debido a su disponibilidad,
alta flexibilidad y bajos costos. Los sustratos
inertes sobre los cuales se depositan las son-
das son variados. Los portaobjetos de vidrio
cubiertos con poli-L-lisina fueron gradualmente
reemplazados por sustratos con aminosilano
comerciales debido a su mayor consistencia
en cuanto a la morfologia de las descargas.
Para este tipo de quimicas, las sondas son
inicialmente unidas por atraccion electrostati-
ca y luego fijadas por ligacion cruzada (cross-
linking) al sustrato mediante radiacion UV o
calor. Posteriormente se introdujeron sustratos
reactivos y sondas modificadas que permiten
una mayor discriminacion de secuencia debido
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a que hay un unico punto de unién y una mayor
retencion de la sonda al sustrato. También se
han desarrollado otros sustratos para producir
sefales mas intensas y que demanden me-
nores cantidades de sondas. Para lograrlo se
aumento la cantidad de grupos reactivos sobre
la superficie. Esto se puede lograr cubriendo
los portaobjetos con dendrimeros, mezclas de
epoxisilano y aminosilano o con polimeros que
se auto-absorben.

Originalmente, las sondas de ADN eran di-
sueltas en soluciones con alto contenido de
sales. Luego se introdujo la utilizacién de de-
tergentes para mejorar la morfologia de las
descargas. Sin embargo, algunos investigado-
res informaron que la presencia de detergen-
tes resulta en un mayor arrastre de la sonda
y una mayor variabilidad entre una deposicion
y la siguiente. La utilizacion de soluciones de
descarga conteniendo agentes higroscoépicos

Biotecnologia y Mejoramiento Vegetal Il 131



permitié mejorar la estructura de los puntos y
aumentar las intensidades de sefial obtenidas.
La desventaja de la utilizacién de aditivos hi-
groscopicos es que producen aumentos en el
area ocupada por la sonda, sin embargo, este
efecto se puede reducir disminuyendo la velo-
cidad del robot o aplicando micro-vibraciones
de las puntas. Disminuir la temperatura de la
camara del robot donde se generan los mi-
croarreglos y utilizar soluciones hidrofébicas
contribuye también a reducir el tamano prome-
dio de las descargas. La variedad de solucio-
nes de descarga que existe sugiere que no
hay un tipo de solucién que resulte ideal para
todas las aplicaciones y que la eleccion de la
misma depende en gran medida del tipo de mi-
croarreglo que se quiere construir. Las puntas
de los cabezales que se utilizan son normal-
mente de acero inoxidable o de titanio y contie-
nen un capilar generado mediante descargas
eléctricas o la utilizacién de un laser. Se ob-
serva una variacion sistematica en la extensién
de la descarga, porque ésta es una funcion del
formato de la punta, y existe variabilidad du-
rante la fabricacién de las mismas. Se han de-
sarrollado nuevas tecnologias para solucionar
este problema como por ejemplo la generacién
de puntas de ceramica mas uniformes.

La evaporacion durante el proceso de impre-
sion de los microarreglos es la principal causa
de variabilidad. La evaporacion reduce el vo-
lumen de solvente en las microplacas de 384
pocillos y dentro del reservorio capilar de las
puntas, lo que produce un aumento de concen-
tracion de las sondas y altera las caracteris-
ticas de la solucién de descarga. Como con-
secuencia de esto, las propiedades del punto
sembrado y la distribucion de la sonda de ADN
dentro del area del mismo se modifican. Este
problema se puede solucionar en parte regu-
lando las condiciones de humedad y tempera-
tura dentro de la camara del robot donde se
realiza la impresion de los microarreglos. Dado
que existen numerosas interacciones entre
los distintos componentes del proceso, no es
sencillo predecir en forma exacta como va a
resultar la combinacion entre una solucién de
siembra y un sustrato determinados. Sin em-
bargo, se estan realizando constantemente es-
tudios para examinar este proceso que, suma-
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dos al desarrollo de nuevas tecnologias, van a
permitir reducir los niveles de variabilidad sis-
tematicos resultantes de la fabricacion de los
microarreglos.

La mayoria de los laboratorios ensayan la
calidad de sus microarreglos antes de reali-
zar los experimentos de hibridaciéon con las
muestras biologicas de interés. Generalmente
se controla la bondad de la impresion y se de-
tectan errores tales como puntos que no estan
bien formados, aquellos de tamanos mayores
a los deseados o faltantes. Los puntos pueden
ser visualizados utilizando tinturas fluorescen-
tes de unién a ADN. También se pueden em-
plear métodos mas precisos como son la hi-
bridacion con mezclas de oligonucledtidos al
azar de 9-mer marcados fluorescentemente o
con oligonucleétidos marcados que hibridizan
con secuencias marcadoras cortas que estan
presentes en todas las sondas de ADN del
microarreglo. Para controlar la calidad de la
produccion de microarreglos es recomendable
desarrollar, documentar y emplear protocolos
estandar (Standard Operating Procedures-
SOPs). Se pueden encontrar ejemplos de los
mismos en la pagina http://www.flychip.org.uk.
Esta practica no solamente aumenta la con-
sistencia entre experimentos dentro de un la-
boratorio, sino que facilita la transferencia de
informacion entre laboratorios.

El segundo método posible para la construc-
cion de microarreglos es la sintesis de oligo-
nucledétidos in situ, inicialmente desarrollada
por Affymetrix (Affymetrix, Santa Clara, EEUU).
Este método usa una conjuncion de fotolitogra-
fia y de quimica combinatoria que resulta en
la sintesis de chips de ADN de alta densidad.
También NimbleGen (NimbleGen, Madison,
EEUU), Xeotron (Xeotron, Houston, EEUU) y
Febit (Febit, Mannheim, Alemania) han desa-
rrollado otros procesos para lograr la sintesis
de oligonucledtidos in situ. Todos estos pro-
cesos se basan en la utilizacion de radiacion
UV. En cambio Combimatrix (Combimatrix,
Mukilteo, EEUU) usa electroquimica localiza-
da. En el caso de Affymetrix se logra la sintesis
in situ mediante fotoactivacion y desproteccion
de acidos nucleicos. Se utilizan fotomascaras
para dirigir la radiacion UV a sectores espe-
cificos del microarreglo, de modo de lograr
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la sintesis en forma selectiva. En el caso de
NimbleGen, Xeotron y Febit, todos ellos usan
métodos que no requieren la utilizaciéon de fo-
tomascaras. En este caso, la radiacion UV es
dirigida mediante miles de espejos regulables
y el ADN es sintetizado utilizando nucledtidos
modificados con fosfoamidita. En el caso de
CombiMatrix, numerosos microelectrodos son
utilizados para sintetizar distintas moléculas de
ADN en paralelo. La reaccién quimica para la
sintesis de oligonucledétidos ocurre en el area
que rodea a cada microelectrodo a la que se
suele denominar “vaso virtual” (virtual flask).
Una estrategia para estudiar la expresion gé-
nica de todo un genoma es la deteccion de la
actividad transcripcional completa de los cro-
mosomas usando “arreglos solapados o en te-
jado” (tiling arrays). En este caso, en lugar de
utilizar sondas especificas para cada gen, el
genoma completo incluyendo regiones intergé-
nicas esta representado en el arreglo. Ademas
de detectar transcriptos estos chips permiten
realizar hibridaciones comparativas de geno-
mas para detectar deleciones y polimorfismos,
estudiar los perfiles de metilacion y analizar
muestras de inmunoprecipitacion de cromati-
na. Affymetrix desarroll6 los primeros arreglos
de este tipo para Arabidopsis. Los estudios
realizados utilizando arreglos de tipo “tejado”
permiten la identificacion de numerosos sitios
transcripcionalmente activos que no habian
sido detectados mediante algoritmos predicti-
vos y/o en colecciones de ADNc. Muchos de
estos nuevos transcriptos son expresados a
partir de la hebra complementaria y en antisen-
tido con respecto a transcriptos anotados pre-
viamente. O sea, mientras que en determina-
dos tejidos y/o condiciones se expresa la hebra
sentido, en otros se transcribe la antisentido.
Sumado a esto, también se demostrd que las
regiones centroméricas presentan actividad
transcripcional en ambos sentidos resultando
esta observacion sorprendente, ya que hasta
hace muy poco tiempo atras se suponia que
en estas regiones no habia transcripcion ac-
tiva. Esta metodologia permite asimismo el
estudio del metiloma, de las regiones de ADN
regulatorias, del procesamiento alternativo de
ARN y del descubrimiento de polimorfismos de
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secuencia. Por lo tanto, los estudios de expre-
sion usando arreglos de tipo “tejado” permiten
obtener una vision mucho mas completa del
transcriptoma y de su relacién con el genoma.

La necesidad de descripciones precisas de
experimentos de microarreglos para permitir el
almacenamiento de los datos experimentales
y su analisis posterior ha originado la creacion
del “Minimum Information About a Microarray
Experiment (MIAME) Standard” (MIAME
Standard). Al igual que con las secuencias de
ADN o con las estructuras de proteinas, es
cada vez mas comun el requerimiento de en-
viar los resultados a bases de datos de este
tipo antes de su publicacion. Estos estandares
son necesarios para permitir que la informacion
esté publicamente disponible en un formato
unico, y también para uniformar la nomenclatu-
ra empleada lo que hace posible la integracién
y comparacioén de resultados obtenidos de dis-
tintas fuentes. MIAME administra descripcio-
nes técnicas detalladas (plataforma utilizada,
métodos de marcacion e hibridacion, medicion
de datos y diseno del arreglo), pero no provee
informacion relevante especifica del organismo
en estudio que es necesaria para comprender
el experimento planteado. Por este motivo, se
diseno la base MIAME/Plant, la que incluye de-
talles biolégicos para describir experimentos
de microarreglos realizados en plantas.

El andlisis de los datos originados en un mi-
croarreglo resulta mucho mas laborioso que su
generacion. En el mismo se consideran la hip6-
tesis de trabajo y los objetivos experimentales
para lograr identificar a los genes candidatos
en las condiciones de estudio. El analisis puede
dividirse en dos fases: 1) el procesamiento de
datos y 2) la identificacion de genes de interés
y la interpretacién biolégica de los resultados.
El procesamiento de los datos incluye la de-
terminacion del nivel de ruido, la cuantificacion
de las senales fluorescentes, el examen de la
calidad de los datos, la eliminacién de los erro-
res técnicos y la normalizacion de los datos. La
identificacion de los genes candidatos incluye
la reducciéon del volumen de la informacion a
un nivel manejable y mas facil de visualizar, el
reconocimiento de patrones de expresion es-
pecificos y la interpretacion del significado bio-
I6gico de los mismos.
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Conclusiones

Los métodos descriptos en este capitulo son
tecnologias eficaces que expanden los estu-
dios de expresién desde los genes unicos has-
ta el nivel del transcriptoma completo. Ninguno
de estos procedimientos per se es 6ptimo para
todas las aplicaciones y la mejor estrategia
para situaciones especificas puede ser crear
combinaciones de varios de ellos. El continuo
refinamiento de las técnicas de transcriptémica
y de la bioinformatica relacionada proporciona-
ra a los investigadores nuevas herramientas
para estudiar la expresion de la informacién he-
reditaria y lograr un mejor entendimiento sobre
el control genético de los procesos fisioldgicos.

Cada plataforma empleada actualmente para
estudiar el transcriptoma tiene sus ventajas y
desventajas. Por ejemplo, los microarreglos
son una técnica de alto rendimiento pero solo
se pueden aplicar a transcriptos de secuencia
conocida. Los métodos de ADNc- AFLP y DD
son abiertos, es decir permiten detectar ge-
nes noveles y son especialmente utiles cuan-
do se trabaja fuera de los modelos, pero son
cualitativos o semicuantitativos y requieren de
un complemento de PCR en tiempo real para
validar y cuantificar las diferencias de expre-

sion. Las colecciones de ESTs presentan alta
especificidad para los transcriptos en estudio
pero baja sensibilidad para aquellos de esca-
sa abundancia. La técnica de SAGE disminuye
el largo secuenciado por transcripto lo que au-
menta la velocidad de relevamiento, pero esta
simplicidad resulta en una alta sensibilidad
pero a costa de una menor especificidad. Una
comparacion de las caracteristicas de cada
técnica se presenta en la Tabla 1.

La combinacién de la informacion genera-
da por la transcriptémica (nivel y localizacién
espacio/temporal de la expresion génica) y la
de los proyectos de secuenciacion de geno-
mas (secuencias completas de los genes y sus
promotores) permite realizar asociaciones de
expresion y homologia estructural que en mu-
chos casos facilitan la inferencia de la posible
funcion de los genes identificados. Por supues-
to esto constituye una instancia inicial en la
definicion de la funcién de cada gen. Para de-
terminar su rol preciso deben hacerse estudios
particulares en general dirigidos a bloquear o
aumentar su expresion por ingenieria genética
y a modificar estructuralmente la molécula de
manera de alterar la actividad de los diferentes
dominios de la proteina que codifica.

Tabla 1: Comparacion de los principales métodos de relevamiento del transcriptoma.

Caracteristicas SAGEESTs

Hibridizacion
sustractiva

Microarreglos

Detecta franscriptos conocidos Si Si Si Si
Detacta franscriptos desconocidos =1 i [3] =1 =1
Delacta lranscriptos con splicing 3i Si o no 3i Moy
alternativo
Detecta franscriptos antisentida Si Siana Si Si
Cuantificacin Absolula Relaliva Relativa Relativa
Sensibilidad Alta Moderaca Alta Alta
Especificidad Maoderada Alla Moderada Moderada
Reproducibilidad Busana para Buana para datos Reguisra Busana para
transcrpios obtenidos con |a realizacion de tramscrptos
abundantes misma plataforma duplicados o abundantes
tnplicados
Comparable anira i Buana para Buana para Buena para Buena para
transcripios franscriptos transcriptos transcriptos
ghundantes abundantes abundanies abundantas
Costo kias allo que el da 510 vaces menor buy bajo buy bajo

microarraglos

qua el de SAGE

Adaptado de Wang 2006 understanding SAGE data, Trende in Genetics
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Para maximizar el potencial de la transcrip-
tomica es necesario un cambio de paradigma
respecto a la interpretacion de los resultados
obtenidos en este tipo de experimentos. Este
cambio de paradigma implica comprender que
los datos de expresidn no estan libres de erro-
res y aceptar que la variabilidad biolégica es-
pacio-temporal es una parte inherente y cuan-
tificable de este tipo de experimentos. A pesar
de que los continuos cambios en la expresion
de genes en tiempo y espacio colocan al inves-
tigador en un escenario de arenas movedizas,
es mucha y muy relevante la informacién que
puede obtenerse de este tipo de estudios. Esta
transicion en la interpretacion de los resultados
sera mas facil si se delinea claramente la dife-
rencia entre proponer una funcién biolégica a
partir de simples datos de expresiéon y postu-
lar una hipotesis que debe luego validarse en
base a datos experimentales concretos.
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| CAPITULO 9

Protedmica

Paula Casati y Maria F. Drincovich

1. Introduccién

La protedmica, entendida como el estudio
del patrén proteico de una célula u d6rgano,
se encuentra ya en su segunda década como
campo de estudio. Durante la primera década,
la mayor parte de los estudios se realizaron
principalmente mediante el uso de geles en dos
dimensiones seguidos de técnicas de tincién
convencionales. Si bien estos métodos conti-
nuan siendo utilizados de manera importante,
durante esta segunda década otros métodos
mas sensibles y que ademas presentan mayor
reproducibilidad han comenzado a ser utiliza-
dos. Estas técnicas han sido clasificadas como
“protedmica cualitativa”. Muchos de estos mé-
todos estan siendo aplicados en experimentos
de biologia vegetal. Por ejemplo, la electrofore-
sis bidimensional DIGE (del inglés, differential
gel electrophoresis) y el marcado isotopico de
proteinas y péptidos, son técnicas utilizadas en
la actualidad para el estudio de diversos pro-
teomas. En el presente capitulo se describen
primero los métodos utilizados en proteémica
en la actualidad, seguido de una descripcién
de las aplicaciones de estas técnicas en la bio-
logia de plantas.

2. Electroforesis en dos dimensiones

El procedimiento mas utilizado para los es-
tudios de protedmica es la separacion elec-
troforética por isoelectroenfoque (IEF) de las
proteinas seguido de una segunda separacion
en gel de poliacrilamida en presencia de SDS
(SDS-PAGE). Esta técnica se denomina co-
munmente electroforesis bidimensional (2D),
donde las proteinas se separan en base a su
carga y masa molecular. Los avances recien-
tes en la resolucion del IEF gracias al uso de
geles comerciales en tiras han aumentado la
reproducibilidad y la resolucién de los geles 2D
en protedbmica. En particular, la disponibilidad
de tiras comerciales de diferentes tamafios y
rangos de pH permiten un analisis detallado
del proteoma.
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Luego de la separacion electroforética, se
lleva a cabo la tincién de los geles y el ana-
lisis de las imagenes para visualizar y cuan-
tificar cada proteina. Los métodos de tincion
utilizados van desde los mas convencionales,
como la tincién con azul de Coomassie o ni-
trato de plata, hasta métodos mas sensibles
como la tincién fluorescente. Por otro lado han
sido desarrollados recientemente varios com-
puestos fluorescentes que permiten multiples
tinciones de un mismo gel, técnica que permite
la tincion y visualizacion de diferentes grupos
de proteinas o diferentes subproteomas (por
ejemplo, el fosfoproteoma o el glicoproteoma)
de manera secuencial en un mismo gel. La se-
paracién en geles bidimensionales puede dar
lugar a un mapa proteico complejo, y algunas
veces la reproducibilidad de estos geles puede
ser problematica debido a la naturaleza diversa
de las distintas proteinas, sumado a la tarea de
identificar el mismo punto proteico en distintos
geles. Esto se debe a que cuando se realizan
estudios comparativos es necesario analizar
multiples geles que pueden contener 1000
puntos proteicos cada uno. Asi, a pesar del uso
de programas avanzados para el analisis de
geles 2D, se requiere una validacién manual fi-
nal. Existen distintos paquetes de computacién
para el analisis de las imagenes que permiten
asistir con la substraccion del ruido de base,
la deteccidn de los puntos proteicos, el ajuste
de las imagenes, la deteccion e identificacion
de puntos entre geles, y la cuantificacion me-
diante un andlisis estadistico. Los geles bidi-
mensionales son una herramienta para la reso-
lucion y visualizacion de isoformas proteicas,
productos de degradacion y modificaciones
postraduccionales; ademas de permitir el cal-
culo empirico de la masa molecular, punto iso-
eléctrico y niveles de expresion. Las limitacio-
nes de la técnica son la no automatizacion, la
dificultad para resolver proteinas de membrana
y proteinas muy basicas o acidas.

Una técnica que aumenta la sensibilidad y
disminuye la variabilidad que existe entre dis-
tintos geles es la llamada electroforesis diferen-
cial en gel o DIGE. En esta técnica, las mues-
tras proteicas se preincuban con compuestos
fluorescentes activos que se unen a residuos
de Lys o Cys que pueden ser utilizados para
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cuantificar la abundancia de cada proteina en
una poblacién. La mayor ventaja de esta téc-
nica es la posibilidad de correr dos muestras
distintas en un mismo gel, siempre y cuando
las muestras se hayan marcado con marcado-
res fluorescentes con distintos espectros de
emision. Esto disminuye los problemas que se
generan durante la identificacién de los puntos
y la cuantificacion. En teoria, la cantidad maxi-
ma de muestras que se pueden separar en un
mismo gel se limita al numero de compuestos
fluorescentes que se encuentren disponibles
y que no muestren espectros de emisién que
se superpongan, aunque en general se utilizan
solo tres: dos para el marcado de las muestras
a comparar, y el tercero se utiliza para marcar
un control interno. La imagen de los geles es
generada utilizando un escaner de fluorescen-
cia capaz de adquirir las imagenes provenien-
tes de cada uno de los fluorescentes utilizados.
Esta técnica es muy sensible, ya que permite
resolver alrededor de 1000 puntos proteicos
con solo 50 ug de proteinas sembradas, por lo
que el limite de deteccion es del orden de pico-
a femtomolar de proteina en cada punto.

Una ventaja de realizar estudios de proted-
mica mediante separacion en geles bidimen-
sionales es que estos experimentos pueden
ser realizados utilizando muestras de cualquier
especie vegetal, sin necesidad de que el ge-
noma de la especie en estudio se encuentre
secuenciada. Ademas, esta técnica es ideal
para experimentos en donde se observen po-
cos cambios en los patrones proteicos.

Una alternativa a las separaciones 2D por
IEF/SDS-PAGE es la técnica de separacion en
electroforesis nativa en presencia de azul de
Coomassie (BN-PAGE, del inglés “blue-nati-
ve”). Esta técnica es utilizada para la separa-
cion de proteinas hidrofobicas y proteinas en
su estado nativo, ya que éstas no se separan
correctamente en los geles IEF/SDS-PAGE.
Esta técnica se basa en la integracién de una
carga neta negativa en las proteinas y comple-
jos proteicos por adiciéon del colorante azul de
Coomassie, y permite la separacién en condi-
ciones nativas en la primera dimension. En la
segunda dimensién se realiza un SDS-PAGE,
donde los complejos proteicos que migraron
juntos en la primera dimension se separan en
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sus subunidades, que se observan en filas ver-
ticales de puntos proteicos en los geles 2D.
Esta técnica complementa a los geles 2D IEF/
SDS-PAGE.

3. Cuantificacion por espectrometria de
masa (MS)

Luego de la seleccion de las proteinas
de interés en un gel 2D, éstas pueden ser
identificadas por espectrometria de masas.
Basicamente, luego de la digestion de las pro-
teinas cortadas del gel con una proteasa (tipi-
camente tripsina), la mezcla compleja de pép-
tidos es analizada. Existen distintos tipos de
espectrometria de masas, que utilizan distintos
métodos para la ionizacion de las muestras. Por
un lado, la espectrometria de masa por des-
orcién por ionizacion mediante laser asistida
por una matriz (MALDI-TOF, del inglés matrix-
assisted laser desorption ionisation (MALDI))-
tiempo de vuelo (time-of-flight (TOF)), se utiliza
principalmente para realizar huellas dactilares
de péptidos y proteinas. Por otro lado, la es-
pectrometria en tandem por electropulverizado
(ESI), usualmente se acopla a una separacion
previa en un sistema de cromatografia de alta
presiéon (HPLC) y se utiliza para la elucidacién
de la secuencia e identificacion de la proteina
correspondiente (Figura 1).

En estos momentos, existe una actualizacion
constante en los distintos tipos de espectrome-
tros de masa que se encuentran disponibles
en el mercado, y la sensibilidad, selectividad
y precision de los equipos son cada vez mayo-
res. Los principios de esta técnica pueden ser
resumidos en cuatro funciones del equipo:

1-lonizacién: la molécula de interés sufre un
cambio en la carga neta, formandose un anién
o un protén. Dependiendo del método de io-
nizacion utilizado, es posible que se generen
iones fragmentados. En el caso de usos en
protedmica, los métodos de ionizacién utili-
zados son MALDI y electrospray/microspray/
nanospray.

2-Separacion: las especies ionicas son se-
paradas de acuerdo a su relacién masa/carga
(m/z),

3-Medida de la masa: las masas son asig-
nadas segun las medidas de algun parametro
fisico.
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Figura 1. Técnicas de MS para identificacion de proteinas a partir de geles bidimensionales. Los
puntos de interés del gel 2D son cortados y colocados en tubos. La proteina del bloque de acrilamida es
digerida con una proteasa, y los productos obtenidos son analizados por distintas técnicas para su identi-

ficacion. Adaptado de Nesatyy and Suter (2007).
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4-Medida de la abundancia: la medida de la
abundancia de cada ion se realiza en base a
la altura o area del pico en el espectro, permi-
tiendo una semicuantificacion o cuantificacion
de cada ion.

3.1. MALDI-TOF y huella dactilar de péptidos:

En esta técnica, los péptidos generados lue-
go de la digestion con tripsina son mezclados
a una matriz en solucién, que esta formada
por una solucién concentrada o saturada de
un compuesto de bajo peso molecular acido y
que absorbe el UV. En el caso de péptidos, el
compuesto mas utilizado es el acido a-ciano-
4-hidroxicinamico. Aproximadamente 1uL de
la mezcla muestra/matriz es colocada en una
placa para MALDI y se permite co-cristalizar en
un unico punto. Como la matriz se coloca en
exceso con respecto a la muestra y absorbe
UV, cuando se irradia con un laser de UV esta
energia es absorbida por la matriz y pasada a
la muestra de manera que se ioniza pero no se
fragmenta. Estos iones son luego acelerados
por el espectrometro de masa: los iones mas
livianos viajan mas rapido que los pesados, por
lo que el tiempo en el que llegan al detector
puede ser utilizado para determinar la relacion
masa/carga de cada ion, obteniéndose un es-
pectro que contiene todos los iones acelera-
dos, y se obtiene una lista de las masas de los
picos que presentan mayor intensidad. La lista
de picos es enviado a una base de datos que
compara las masas de los picos de los espec-
tros con los tedricos de las proteinas digeridas,
y produce una lista de las posibles identidades
utilizando un sistema de puntaje.

3.2. Espectrometria de masas en tandem
por electropulverizado.

Este proceso analiza los péptidos genera-
dos luego de la digestion con tripsina. En este
caso, el espectrometro de masas esta acopla-
do a un equipo de HPLC. Durante la ionizacién
por electropulverizado, los péptidos se separan
previamente por HPLC (usualmente son utili-
zadas columnas de C18) y luego entran a una
fuente de ionizacién. Un voltaje alto es aplicado
a una aguja por donde pasan las muestras que
llegan como gotas, produciendo una carga en
la superficie. En la gota se genera una repul-
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sion electrostatica que hace que se liberen io-
nes gaseosos que son acelerados en el espec-
trometro de masas. Cuando los péptidos entran
al espectrometro de masa, algunos iones pep-
tidicos son seleccionados y fragmentados por
colisiéon con un gas para producir un niumero
de fragmentos ionicos. Las relaciones m/z de
estos fragmentos son registrados para dar el
espectro de fragmentacion de ese péptido. Un
péptido se puede considerar como una cade-
na aminoacidica que se puede fragmentar en
cualquier punto; sin embargo la fragmentacion
ocurre preferencialmente entre la unién de Ny
C entre aminoacidos, por lo que la secuencia
de un péptido puede determinarse por el patréon
de picos que se obtienen del espectro de frag-
mentacion. El espectrometro de masa realiza
el registro de todos los picos de fragmentacion,
y luego de completada la separacion y espec-
trometria de masa de todos los péptidos, los
espectros son enviados a una base de datos
para la identificacion de la proteina en estudio
por comparacion al patrén de ionizacion tedrico
de los péptidos de la proteina.

3.3. Bases de datos para la identificacion de
proteinas:

Existen numerosas bases de datos para la
identificacion y caracterizacién de proteinas
luego de la espectrometria de masas, busque-
da de semejanzas, patrones de fragmentacion
y perfiles, prediccion de sitios de modificacion
postraduccional, etc. Entre ellos se encuen-
tran MASCOT, ProteinProspector, ExPASy
Proteomics. Muchos de estos sitios son acce-
sibles luego de una suscripcién, mientras que
otros estan disponibles en la web a todos los
usuarios interesados. La tabla 1 muestra las
paginas correspondientes de algunos de los
sitios.

4. Alternativas a los geles bidimensionales

Algunas alternativas al uso de geles en dos
dimensiones son los métodos basados en es-
pectrometria de masa para comparar la abun-
dancia de péptidos. Luego de la digestion de
las proteinas (sin que se realice ninguna se-
paracién previa), la mezcla compleja de pép-
tidos se separa por cromatografia previo al
analisis por MS. La espectrometria de masas
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Tabla 1.

Paginas disponibles correspondientes a bases de
dates para identificaciin de proteinas para el
analisis posteror a la espectromalria de masas

ExPASy Proteomics http:ffus expasy.orgitools
MASCOT hittp - fwnany matrixscience, com
Prosight PTR hittpfprosightptm.scs wivc, edu
Frotein Prospactar http:iprospectorucsf edu
GPM hitp:iithegpm.arg

PROWL hittp:fprowl rockefeller.adu

puede ser corrida de manera independiente o
bien acoplada a la separacion por HPLC. Los
péptidos producidos por la digestion de las pro-
teinas totales son ionizados para adquirir el es-
pectro de MS de todos los iones presentes en
la mezcla. Algunos péptidos son seleccionados
y son fragmentados individualmente para ob-
tener un segundo espectro MS (MS/MS) que
permite obtener la secuencia de aminoacidos
del péptido. La sefal o integracion de los picos
de los iones puede ser utilizada como técnica
de cuantificacion, ya que en teoria la intensi-
dad de los picos es proporcional a la cantidad
de proteina de la cual proviene el ion peptidi-
co. Sin embargo, la variabilidad técnica, tanto
a nivel de la cromatografia liquida como a nivel
de los pasos de ionizacion, hacen que la com-
paracion de las intensidades no sea confiable.
Por ello, se han desarrollado diferentes técni-
cas de marcado de las proteinas que permi-
ten una directa comparacion de los picos en
un mismo espectro MS o MS/MS. La base de
todas estas técnicas es la misma: se introdu-
cen marcas inertes, estables e isotdpicas a los
péptidos de manera que los patrones de ioni-
zacion y las propiedades cromatograficas de
los péptidos marcados sean similares a los de
las muestras de origen, pero pueden ser dife-
renciados luego del analisis por un leve corri-
miento en el espectro de MS. De esta mane-
ra, las dos muestras a comparar pueden ser
corridas de manera simultanea y analizadas
a partir de un mismo experimento. Por ello, la
separacion de los péptidos seguida de la cuan-
tificacion de los iones refleja la abundancia re-
lativa de cada proteina intacta de la cual deriva
el péptido cuantificado. Los distintos métodos
de marcado se diferencian en el momento en

el que la marca es introducida a la proteina o
a los péptidos, y cdmo son extraidos los datos
de cuantificacion. A continuacién se describen
brevemente los distintos tipos de marcado.

4.1. Marcado isotdpico in vivo.

Este es un método comunmente utilizado
en protedbmica comparativa. Para estos expe-
rimentos, una de las muestras se crece en una
atmosfera de nitrégeno natural, mientras que
la muestra a comparar se crece en presencia
del isétopo pesado. Esto puede hacerse por la
introduccion de algun aminoacido marcado en
cultivos celulares o utilizando "N como Unica
fuente de nitrogeno, tipicamente en la forma
de K™NO,. Como resultado, las masas de los
péptidos de las poblaciones a comparar seran
diferentes, permitiendo una comparacion di-
recta de las intensidades de los iones de las
dos mezclas. En principio, las dos muestras a
comparar pueden ser mezcladas al comienzo
del experimento, por lo que se eliminan virtual-
mente todas las potenciales variaciones téc-
nicas. Debido a que la diferencia isotdpica de
cada péptido es la misma entre los espectros
de las dos muestras, el estudio del proteoma
completo puede ser problematico debido a la
complejidad de los espectros, por lo que esta
técnica es recomendable para sub-proteomas,
como por ejemplo el fosfoproteoma.

4.2. Marcado isotopico in vitro.

Una alternativa es introducir la marca en los
péptidos de manera quimica durante o luego
de la digestion de las proteinas. Una ventaja de
esta técnica es que cualquier muestra protei-
ca puede ser marcada, eliminando la limitacion
que existe al querer introducir la marca en una
célula viva. La mayor desventaja es el cuidado
que hay que tener para no introducir variacio-
nes técnicas durante la obtencion de la mues-
tra proteica (en especial si existe algun paso de
fraccion subcelular).

4.2.1. Marcado con "0 durante la digestion
con tripsina

Durante la hidrolisis de las proteinas con
tripsina, el oxigeno del agua se incorpora al
C terminal del péptido triptico. Por lo tanto, si
la digestion de una muestra se realiza en pre-
sencia de H,'®0 mientras que la de la muestra
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a comparar se realiza en un medio con H,'®0O,
en teoria se generan péptidos que difieren
en cuatro unidades de masa en el espectro.
Experimentalmente, sin embargo, la incorpo-
racion es siempre incompleta, generandose
espectros que se solapan. Por esta razon este
método no es tan elegido como otros, aunque
presenta bajo costo comparado a los que se
describen a continuacion.

4.2.2. Marcado isotépico con sondas por afi-
nidad (ICAT).

Otro método de marcado se basa en la mo-
dificacion covalente de Cys con compuestos
quimicos biotinilados que solo difieren en la
inclusion de isétopos pesados vy livianos lue-
go de la digestion. El uso de biotina permite el
rapido enriquecimiento de los péptidos marca-
dos, y debido a que la mayoria de las proteinas
contienen pocas Cys, solo algunos péptidos de
cada proteina son analizados. Por ello, este
método permite el analisis de muestras com-
plejas. Sin embargo, dado que una de cada
siete proteinas no contiene residuos de Cys,
existen limitaciones en el analisis.

4.2.3. Marcas isobaricas para cuantificacion
relativa y absoluta (iTRAQ).

Un método alternativo involucra la modifica-
cion de aminas primarias con marcas isobari-
cas. Esta técnica es similar a ICAT en cuanto a
que cada muestra es marcada con una marca
diferente, pero con los reactivos iTRAQ todos
los péptidos tripticos son marcados. Ademas,
esta técnica permite el analisis de hasta 8
muestras de manera simultanea si se utilizan
distintos reactivos iTRAQ para marcar las dis-
tintas muestras.

4.3. Cuantificacion libre de marca.

Apesar de los problemas de variabilidad des-
criptos anteriormente en la cuantificacion direc-
ta de la intensidad de los picos de MS luego de
la cromatografia liquida, debido a la aparicion
de espectrometros de masa de ultima genera-
cion y al aumento de la reproducibilidad de las
separaciones en las cromatografias gaseosas,
esta técnica ha comenzado a ser utilizada nue-
vamente. Para ello, varios programas de com-
putacion han sido desarrollados para comparar
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los péptidos de multiples espectros de LC-MS/
MS. Una vez identificado el mismo péptido en
distintos espectros, éstos se comparan y se
genera una relacion de expresion luego de un
analisis estadistico.

4.4. Cuantificacion absoluta utilizando pépti-
dos AQUA

Los métodos descriptos anteriormente son
capaces de determinar cantidades relativas
de proteinas o péptidos. Para convertir datos
relativos a absolutos se requiere la inclusién
de estandares internos de concentraciones
conocidas, que deben estar marcados para
distinguirse de la proteina nativa. Para ello se
utiliza la técnica de marcado isotépico estable,
en la que péptidos sintéticos son marcados
con un aminoacido pesado en una 0 mas posi-
ciones (llamado péptido AQUA). Debido a que
las propiedades cromatograficas e ionizantes
de los péptidos AQUA son idénticas a las de
los péptidos nativos, al analizar e integrar los
cromatogramas de los iones del par isotdpico,
se obtiene una relacion entre el péptido nati-
vo y el sintético de concentracion conocida.
Estos péptidos pueden ser sintetizados para
multiples proteinas de interés y usados para
determinar concentraciones absolutas en una
muestra. Ademas, pueden ser utilizados para
cuantificar modificaciones postraduccionales.

5. Aplicaciones de la proteémica

El anadlisis del proteoma de 6rganos o teji-
dos de plantas se ha llevado a cabo para ana-
lizar, por ejemplo, la respuesta a hormonas o
moléculas senal, la respuesta a estimulos del
ambiente, cambios durante el desarrollo o tam-
bién para analizar los patrones proteicos de li-
neas con diferente base genética. Proteomas
subcelulares también han sido analizados en
diversas especies y, mas recientemente, se
ha utilizado este tipo de estudio para analizar
interaccion de proteinas o modificaciones pos-
traduccionales. Ademas, se han analizado por
esta técnica la equivalencia y seguridad de ali-
mentos derivados de plantas transgénicas, asi
como el estudio de la presencia de alergenos,
entre otros. Asi, los campos de aplicacion de la
protedmica en plantas ha ido en aumento en
los ultimos afios (ver revisiones: Canovas et al.
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2004; Rossignol et al. 2006; Jarrin et al. 2007)
y a continuacion se detallaran algunos de los
aspectos mas estudiados. La Tabla 2 resume
las areas mas relevantes en las que se ha apli-
cado la protedmica en plantas.

5.1. Anélisis de proteomas subcelulares de plantas

El mayor avance en proteomas subcelulares
se ha llevado a cabo en plastidios, mitocon-
drias y membranas. Estos estudios no sélo han
contribuido a la localizacién de proteinas espe-
cificas, sino también que ha brindado informa-
cion relevante sobre transporte, metabolismo,
vias de secrecion, diferenciacion y respuesta a
estrés. A pesar de que la purificacion de plas-
tidios es una técnica facil y que brinda frac-
ciones de alta pureza, el aislamiento de otras
organelas o fracciones subcelulares es técni-
camente mas dificultosa. En todos los casos,
siempre se debe estimar el nivel de contamina-
cion de la fraccion purificada utilizando marca-

dores especificos. Cabe destacar que muchas
de las proteinas identificadas en los diversos
compartimentos provienen de anotaciones de
genes con funcién desconocida, por lo cual el
conocimiento de la localizacion de la proteina
que codifican permite comenzar a identificar la
funcién de dichos genes.

El analisis de proteomas de plastidios, es-
pecialmente de cloroplastos, ha brindado in-
formacion sobre nuevas proteinas localizadas
en membrana externa y en tilacoides. Estos
estudios, llevados a cabo fundamentalmente
en arabidopsis y espinaca, han evidenciado
diversos procesos de procesamiento y trans-
locacion y modificaciones postraduccionales
de proteinas. Gracias al uso de extracciones
con diversos solventes, se han identificados
nuevas proteinas candidatas a ser transporta-
dores de membrana. La técnica de electrofore-
sis nativa en presencia de azul de Coomassie
(BN-PAGE), seguida por segunda dimension e

Tabla 2 Aplicaciones de la protedmica en plantas: Especies analizadas, tipos de proteomas estudiados,
procesos biolégicos y aspectos practicos donde se ha analizado el proteoma.

Aspectos practicos

Procesos Bioldgicos

Ezpecies analizadas Proteomas
Sistemas modelos Individuales
Aralidopsis thaliana  Genofipos
Medicago fruncatula  Mutantes

Trangénicas

Cereales
Maiz Fracciones subcelulares
Arroz Cloroplasto
Trigo Mitocondria
Plastidio
Leguminosas Citosol
Alfalfa Pared celular
Arveja Membrana
Saja Wacuaola
Lenteja
Organos y Tejidos
Otros Raices
Fapa Semillas
Tabaco Coleopliles
Tomate Haces vasculares
Vid Hojas
Espinaca Tricomas
Polen

Estados de desarrollo
Germinacidén

Plantas maduras
Planias jovenes

Identidad de marcadores
moleculares

Desarrollo

Germinacion

Maduracion polen

Embriogénesis

Fespuesia a hormonas

Muerie celular programada
Eguivalencia de OGM

Caraclerizacidn del
genctipo

Estrés abidtfico
Sequia

Cemdtico
Temperatura

Anoxia

Daficiencia nuticional
Metales pesados
Uv-B

Identificacion alergenos

Estras biotico
Patogenos
Herbivoros
Esires oxidativo
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identificacion de las proteinas por MS, técnica
ampliamente utilizada para el estudio de com-
plejos mitocondriales, también ha sido utilizada
para el estudio de la composicion de los com-
plejos proteicos de la membrana tilacoidal.

El estudio del proteoma mitocondrial se ha
dividido en la identificacién de proteinas so-
lubles, proteinas periféricas y proteinas inte-
grales de membrana. En este caso, el uso de
BN-PAGE seguido por 2-DE e identificacion de
las proteinas, se ha utilizado para analizar la
composicion de los diversos complejos respi-
ratorios, identificandose nuevos componentes
y diferencias con complejos respiratorios de
otros organismos.

El analisis de proteinas de membrana es uno
de los desafios mas dificiles, debido a proble-
mas de metodologia por la baja abundancia de
las proteinas y sus caracteristicas hidrofébi-
cas, siendo muchas de ellas proteinas trans-
membrana. Para el analisis de este tipo de pro-
teinas, se han empleado particion de proteinas
en distintas fases de solventes seguido de frac-
cionamiento teniendo en cuenta las propieda-
des fisicoquimicas de las proteinas. Por ejem-
plo, el proteoma de la membrana plasmatica
de arabidopsis fue analizado, siendo uno de
los primeros que, ademas, se sometid a ana-
lisis de proteinas fosforiladas, identificandose
mas de 300 sitios de fosforilacion. El proteoma
vacuolar de arabidopsis, tanto de la membra-
na como de las proteinas solubles, también ha
sido analizado, confirmandose dicha localiza-
cion subcelular para algunas de las proteinas
identificadas por otras técnicas.

Ademas, se han llevado a cabo estudios
para identificar proteinas de pared celular y
extracelulares —identificandose la presencia de
varias proteasas-, proteinas nucleares —muy
dificil debido a su baja cantidad y a sus asocia-
cion con el Reticulo Endoplasmatico-, y proteo-
mas mixtos del aparato de Golgi y del Reticulo
endoplasmatico.

5.2. Proteomas durante el desarrollo de
organos

Uno de los primeros objetivos de la pro-
tedmica en plantas fue generar mapas de re-
ferencia de proteinas solubles de un érgano
en un determinado estado de desarrollo. En
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los ultimos afnos un gran numero de trabajos
se han realizado con el objetivo de identificar
los cambios proteicos que ocurren asociados
al crecimiento y desarrollo, con la finalidad de
identificar las proteinas claves implicadas en
dichos procesos. Asi, se han descrito los cam-
bios en el proteoma asociados al crecimiento o
desarrollo del grano de polen, semillas, raices,
haces vasculares, entre otros.

Muchos son los estudios que demuestran
que los analisis de protedmica pueden generar
informacion relevante para dilucidar los meca-
nismos moleculares involucrados en procesos
de desarrollo. Por ejemplo, estudios llevados
a cabo en raices de maiz han indicado que,
de las proteinas identificadas luego de 5-dias
de germinacion, solo el 28% permanece en las
ultimas etapas del desarrollo, identificandose,
ademas, proteinas asociadas a la formacion de
raices laterales. Procesos como la embriogé-
nesis somatica también han sido analizados en
diversas especies por protedmica, identifican-
dose proteinas de membrana, nucleares, asi
como proteinas involucradas en metabolismo y
produccion de energia, en diversas etapas de
este proceso. En muchos casos, se han iden-
tificado proteinas cuyos ARNm no fueron iden-
tificados por estudios de transcriptoma, como
es el caso del analisis del grano de polen en
arabidopsis, entre otros.

5.3. Proteomas en respuesta a estrés
abidtico

El estudio de la interaccion de las plantas
con el ambiente ha sido clasicamente aborda-
do mediante estudios bioquimicos, genéticos y
mas recientemente, a nivel de transcriptoma,
mediante PCR en tiempo real (QRT-PCR), mi-
croarreglos, entre otros. Sin embargo, la pro-
tedmica, desde su aplicacién en este tipo de
situaciones, ha comenzado a brindar contribu-
ciones relevantes en cuanto a los elementos
involucrados tanto en la percepcion de la situa-
cién ambiental como en la traduccion de dicha
sefnal en la planta. Los tipos de estrés analiza-
dos mediante protedmica han sido: sequia, es-
trés salino, alta temperatura, alta luz, radiacion
UV-B, deficiencia nutricional, niveles elevados
de CO,, anoxia, metales pesados y herbicidas.
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Este tipo de aplicacién de la protedmica in-
cluye tipicamente andlisis de 2-DE/MS para
estudiar variaciones proteicas entre especies
sensibles y resistentes frente a una determi-
nada situacion de estrés. Se analizan las dife-
rencias cuantitativas y cualitativas de proteinas
con la finalidad de correlacionar estos cambios
con las diferencias fenotipicas. Se estudian
también plantas mutantes o transgénicas, don-
de una linea es resistente y otra sensible. Asi,
las proteinas diferenciales se seleccionan con-
trastando los proteomas entre lineas resisten-
tes versus susceptibles, o entre lineas crecidas
en condiciones Optimas versus estresadas.

5.4. Proteomas en respuesta a estrés bidtico

En los ultimos afos, muchos estudios se
han llevado a cabo para analizar la respues-
ta de los proteomas de diversos 6rganos fren-
te al ataque por hongos, virus o bacterias.
Tipicamente, extractos crudos de hojas, semi-
llas, raices o cultivos celulares se analizan a
distintos tiempos luego del tratamiento y se se-
paran organelas o subfracciones para el ana-
lisis de los cambios en el proteoma. Ademas,
se analiza el efecto de elicitores 0 moléculas
claves de la sefializacion (como acido sali-
cilico, peroxido de hidrogeno u 6xido nitrico)
sobre el proteoma. Por otro lado, se estudian
los proteomas de especies tolerantes o resis-
tentes versus el de sensibles. Estos estudios,
junto con el estudio del proteoma de diversos
compartimentos celulares (apoplasto, tricoma,
sap de floema o xilema, entre otros), han evi-
denciado que varias proteinas relacionadas a
la defensa frente al ataque de patdgenos estan
presentes incluso en ausencia del mismo y que
las mismas proteinas responden a tipos varia-
dos de estrés. Ademas, muchas proteinas de-
rivadas de genes de funcién desconocida, han
sido encontradas en estos estudios.

En general, la mayoria de las proteinas
identificadas en los estudios de proteomas
de genotipos resistentes comparadas con los
de sensibles, han mostrado dos tipos gene-
rales de proteinas: proteinas relacionadas a
la defensa y enzimas asociadas al metabolis-
mo del carbono o nitrégeno y al metabolismo
secundario. Dentro del primer grupo, se han
encontrado proteinas PR (como glucanasas,

quitinasas, proteasa, inhibidores de protea-
sas), antioxidantes (catalasas, SODs, peroxi-
dasas), chaperonas, HSPs, proteinas LEA. En
el segundo grupo, varias enzimas asociadas
a metabolismo como la glucdlisis, fotosinte-
sis, ciclo de Krebs, asimilacion del nitrogeno o
implicadas en metabolismos secundarios han
sido encontradas. Es notable que los estudios
basados en analisis del transcriptoma han ana-
lizado en mucha mayor medida el primer grupo
que el segundo. Sin embargo, la presencia de
mayor concentracion de proteinas implicadas
en metabolismo primario en genotipos resis-
tentes versus sensibles podria indicar una ven-
taja genética para defenderse frente al ataque.

5.5. Proteémica para el estudio de simbiosis
en plantas

La protedmica se ha aplicado también para
el estudio de las proteinas involucradas en la
formacion de nodulos en especies legumino-
sas. Mapas de proteinas de raices de especies
hospedadoras, ndédulos, cultivos de bacteroi-
des fueron generados y comparados, con el
objetivo de identificar proteinas involucradas
en la simbiosis. Ademas, se analizaron las pro-
teinas involucradas en distintas etapas de la
nodulacion.

5.6. Modificaciéon postraduccional e interac-
cién de proteinas

Una de las modificaciones postraducciona-
les de proteinas estudiadas mediante proteo-
mica es la fosforilacion. En estos estudios,
se han identificado los cambios cuantitativos
y cualitativos de las proteinas fosforiladas en
respuesta a diversas sefales. Ademas, se han
analizado las proteinas modificadas en su esta-
do redox en diferentes sistemas, identificando-
se muchos candidatos putativos de ser blanco
de reduccion por tioredoxinas. Recientemente,
se ha comenzado a analizar el patron de pro-
teinas sujetas a ubiquitinacion en plantas, me-
diante estudios de protedmica.

En cuanto al estudio de interaccion de pro-
teinas mediante protedmica, los estudios lle-
vados a cabo en plantas son todavia muy po-
cos comparados con los llevados a cabo en
otros sistemas, como mamiferos y levaduras.
Algunos ejemplos incluyen estudios de com-
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plejos formados por virus de plantas y protei-
nas del huésped, analisis de inmunoprecipita-
dos de proteinas que interaccionan con fitocro-
mos, asi como proteinas que interaccionan con
cobre.

6. Perspectivas

Los resultados obtenidos mediante estudios
de protedmica en sus distintas aplicaciones
han indicado que los estudios de gendmica
y transcriptoma no son suficientes, dado que
la protedmica generalmente evidencia pro-
cesos no detectados por los otros estudios
mencionados.

Esto se debe fundamentalmente a que las
proteinas son fisica y quimicamente mas diver-
sas que los acidos nucleicos. Ademas, debido
al procesamiento del ARN y a las modificacio-
nes postraduccionales, las proteinas de un
dado organismo exceden en numero la can-
tidad de genes. Otro nivel de complejidad se
presenta si se tienen en cuenta la interaccion
de proteina-proteina, lo cual modifica las pro-
piedades de las proteinas individuales.

De esta manera, el estudio del proteoma,
en paralelo con el del transcriptoma, llevado a
cabo sobre el mismo sistema, podra dilucidar
los mecanismos de control de expresion de
proteinas y evidenciara los procesos bioldgicos
llevados a cabo en una determinada situacion.
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I CAPITULO 10

Metabolomica

Fernando Carrari, Telma E. Scarpeci,
Luciano A. Abriata, Alejandro J. Vila'y
Estela M. Valle.

Definicion de metaboloma

Se conoce como metabolismo al conjunto
de reacciones quimicas que ocurren en las cé-
lulas vivas, tejidos u organismos, mediante el
cual estos participan del intercambio de mate-
ria y energia con su entorno. El origen de la
palabra metabolismo procede del griego me-
tabolé que significa cambio, transformacion.
En los sistemas biolégicos los metabolismos
se encuentran interconectados formando re-
des bioquimicas. En los ultimos afios y en esta
era post-gendmica, se ha acuinado el término
“‘metaboloma”, para indicar la totalidad de los
metabolitos que actuan en las redes metabdli-
cas de un sistema biolégico. Es decir, el meta-
boloma implica la identificacion y cuantificacion
simultaneas de todos los metabolitos del mate-
rial investigado.

El metaboloma esta conformado por dos ti-
pos de compuestos: los metabolitos primarios y
los secundarios. Los metabolitos primarios son
compuestos que estan involucrados en funcio-
nes basicas de la célula, como larespiracionola
biosintesis de aminoacidos. Todos los organis-
mos comparten basicamente los mismos tipos
de metabolitos primarios y en términos gene-
rales se puede decir que se trata de moléculas
simples y de bajo peso molecular. En cambio,
los metabolitos secundarios son especificos de
la especie y muchos de ellos estan implicados
en la defensa de la planta contra estrés biotico
(siendo los terpenos los mas abundantes), en
procesos de desarrollo especificos de la espe-
cie (hormonas) y en estrategias de atraccién
de polinizadores (pigmentos de las flores). En
las plantas, se estima que el numero total de
metabolitos supera los 200.000. El analisis del
metaboloma de un sistema bioldgico dado es
conocido como metabolémica. Este término no
siempre tiene el mismo significado, ya que la
metabolémica es multifuncional y depende del
disefio experimental y del objeto de estudio. En

general, la metabolémica indica la totalidad de
los patrones metabdlicos de los sistemas bio-
I6gicos, también conocidos como perfiles me-
tabdlicos. Como los metabolitos son el produc-
to de reacciones enzimaticas, ellos brindaran
informacion importante sobre las propiedades
regulatorias o cataliticas de un producto génico
dado. Los metabolitos presentes en un sistema
biolégico bajo condiciones especificas (esta-
dios de desarrollo, condiciones ambientales,
modificaciones genéticas) se pueden analizar
mediante el uso de técnicas cromatograficas
de separacion en distintas fases (gaseosa, li-
quida, de alta presion, etc) y de identificacion
mediante espectrometria de alta resolucién
que han comenzado a establecerse reciente-
mente en Argentina, como la espectrometria
de masa (MS) gaseosa o liquida y técnicas es-
pectroscopicas como la resonancia magnética
nuclear (RMN). A su vez, el acoplamiento de
los sistemas de separacion con los de identi-
ficacion mencionados mas arriba permite la
obtencion de perfiles metabdlicos de muestras
complejas como por ejemplo, extractos crudos
obtenidos de 6rganos fotosintéticos de plantas.

Diseio experimental, técnicas, entrena-
miento. Métodos cromatograficos (fase ga-
seosay liquida).

El analisis de los metabolitos presentes en
muestras complejas (como las que pueden ob-
tenerse a partir de extractos crudos de plantas)
puede realizarse en primer lugar a partir de la
separacion de las moléculas que las compo-
nen. Existen diversos métodos de separacién
con distintos grados de resolucion y sensibili-
dad. La cromatografia en fase gaseosa (GC)
ha sido extensamente usada justamente por
su alta resolucién y sensibilidad. Consiste en la
separacion de las moléculas por su capacidad
movil en una fase gaseosa impulsada por un
gas usualmente inerte (por ejemplo Helio -He-)
de modo de evitar reacciones con la matriz a
analizar. Luego de su obtencién y acondicio-
namiento, los extractos son inyectados en una
camara de vaporizacion a alta presion y tem-
peratura, donde la muestra es volatilizada para
luego ser transportada a una columna bajo un
flujo constante de gas. Existen diferentes pro-
tocolos en cuanto a las condiciones y tiempos
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de corrida y se utilizan columnas diferentes
en funcién del tipo de muestras y moléculas a
analizar. Las moléculas se separan de acuerdo
a sus propiedades fisicas y quimicas y al final
de la columna, un detector emite una sefal que
es registrada como una serie de picos los que
constituyen el cromatograma. En la figura 1 se
observa un cromatograma obtenido luego de
aproximadamente 40 minutos de corrida de
una muestra de extractos de frutos de tomate.
El apice de un pico dado representa el momen-
to de mayor intensidad registrado y se lo co-
noce como el tiempo de retencion (RT) de ese
grupo de moléculas. EI RT es una propiedad de
las moléculas que permite la identificacion de
las mismas en el cromatograma.

Sin embargo, dada la necesidad de volatili-
zar los extractos, es necesario un tratamiento
previo de los mismos a fin de transformar las
moléculas en compuestos menos polares y
mas volatiles. Este paso, denominado deriva-
tizacion, consiste en la adicion de grupos qui-
micos (tales como sililo -Si(CH,),- y metoxi) a
las moléculas que componen la muestra com-
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pleja. Si bien se han desarrollado diferentes
métodos de derivatizacion, esta etapa consti-
tuye la principal desventaja de la cromatogra-
fia gaseosa dada la diversidad de propiedades
fisico-quimicas de las miles de moléculas que
componen un extracto crudo. La principal di-
ficultad radica en la exacta identificacion de
los fragmentos obtenidos luego de la ioniza-
cion de las distintas moléculas (ver siguiente
seccion: “Espectrometria de masas. Principios
basicos”).

En este sentido, la aplicacion de la cromato-
grafia en fase liquida (LC) constituye un com-
plemento importante a la gaseosa y contribu-
ye a expandir el rango de aplicaciones de las
técnicas cromatograficas en metaboldémica. Si
bien la resolucién de ésta es menor que la ga-
seosa, permite la separacion de compuestos
de mayor peso molecular y polaridad sin la ne-
cesidad del paso de derivatizacion previamen-
te mencionado.

No obstante los avances en el conocimiento
en cuanto a la separacion e identificacion de
compuestos organicos, la cromatografia no ha
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Figura 1. Cromatograma obtenido luego de aproximadamente 40 minutos de corrida de un extracto crudo
de fruto de tomate. Sobre las abscisas se observan los tiempos de retencién para grupo de moléculas en
una columna en fase gaseosa. Sobre las ordenadas se grafican las intensidades relativas de cada grupo
de moléculas separado. Bajo condiciones experimentales definidas estas intensidades son proporcionales
a la cantidad de la molécula en analisis presente en una muestra dada.
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resuelto aun la exacta identificaciéon de molé-
culas individuales presentes en una muestra
compleja. El empleo de sistemas de cromato-
grafia acoplados a espectrometria de masas
resulta de gran utilidad en la identificacion de
moléculas que se encuentran en trazas en una
muestra compleja con un grado de exactitud de
hasta 3-4 decimales.

Espectrometria de masas.
basicos.

La espectrometria de masas es un método
que permite la identificacion de moléculas a
partir del patron de fragmentos que se generan
luego de la ionizacion de las mismas. A este pa-
tron se lo denomina espectro de masas y cons-
tituye la “huella digital” de una molécula dada.
Esta es una de las funciones primarias de los
espectrémetros de masas. Existen varias mé-
todos para la ionizacién de moléculas: ioniza-
cién quimica (Cl), por impacto de electrones
(El), bombardeo rapido de atomos (FAB), por
campo eléctrico (FI), por laser (LIMS), desor-
cion asistida por laser (MALDI) e ionizacién por
electrospray (ESI). Este ultimo método es uno
de los mas utilizados para la generacion de los
espectros de masas de moléculas organicas el
cual consiste en un impacto con electrones de
alta energia aplicado sobre una corriente de
moléculas en fase liquida. Esto produce la ne-
bulizacion y fragmentacién de las moléculas y
mediante cambios rapidos de temperatura se

Principios

produce luego una corriente gaseosa que con-
duce a los iones obtenidos hacia los detectores
del espectrémetro. Durante esta corriente los
iones generados son separados de acuerdo
a su masa y carga que al impactar sobre los
detectores generan una sefal eléctrica que es
registrada de acuerdo a su intensidad. La ma-
nera grafica de representar estas senales es
lo que se conoce como espectro de masas de
una molécula. En la figura 2 se observa un es-
pectro de masas del aminoacido fenilalanina.

Preparacion de muestras. Extraccion y
derivatizacion.

La obtencién de muestras bioldgicas para el
analisis de sus perfiles metabdlicos, como cual-
quier otra técnica que involucre la identificacion
y cuantificacién de metabolitos, requiere la in-
mediata inactivacion del metabolismo de modo
de evitar efectos de su manipulacién sobre el
mismo. La inhibicion rapida del metabolismo se
logra mediante la disminucion brusca de tem-
peratura (< -60°C) por inmersién de las mues-
tras en N, liquido. A su vez, los procedimientos
posteriores de extraccion requieren el uso de
materiales (tales como tubos plasticos o de vi-
drio) de alta calidad y pureza de modo de pre-
venir fuentes de eventuales contaminaciones.
A su vez, dado que una de las aplicaciones
comunes de estas técnicas es la comparacion
del estado metabdlico de organismos frente a
perturbaciones ambientales (por ejemplo de
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Figura 2. Espectro de masas del aminoacido fenilalanina. Sobre las abscisas se observan las relaciones
masal/carga (m/z) de los diferentes fragmentos obtenidos luego de la ionizacién de la molécula. Sobre las
ordenadas se grafican las intensidades relativas de cada fragmento obtenido. Bajo condiciones experi-
mentales definidas estas intensidades son proporcionales a la cantidad de la molécula en analisis presente
en una muestra dada. Fuente: adaptado de “The Golm Metabolome databases’.
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plantas de cultivo en ambientes extremos) y/o
a cambios en la constitucion genética de los
mismos (por ejemplo de plantas transgénicas
que expresen diferencialmente una proteina
involucrada en sefalizacion por azucares) una
necesidad basica es las consideraciones de
controles tanto de los materiales “per se” como
de las condiciones en las que las muestras son
extraidas y procesadas. A su vez, la aplicaciéon
de algoritmos estadisticos a los datos obteni-
dos requiere la determinacién del grado de va-
riacion dentro de la poblacion de muestras a
ser analizadas.

A efectos explicativos, en este capitulo nos
concentraremos en un ejemplo de muestreo,
acondicionamiento y extraccion de muestras
de hojas de plantas (de tomate, papa, tabaco o
Arabidopsis) en condiciones ambientales con-
troladas (22-24°C, 250 pmol fotones.m2.s™' y
16 h de luz/8 h de oscuridad). El momento del
dia para el muestreo debe ser cuidadosamen-
te controlado. Como regla general, la mitad
del periodo de luz es el mas indicado debido
a que numerosos reportes en la literatura dan
cuenta de los ritmos diurnos en los cambios en
la composicion metabdlica de plantas. El otro
punto importante a tener en cuenta es el es-
tado fenoldgico de las plantas y los 6rganos a
muestrear. La posicion de las hojas en la planta
y el area de las mismas también debe ser te-
nido en cuenta. Ademas, una vez que las por-
ciones de hojas fueron cortadas de la planta,
se debe registrar la masa exacta de la muestra
y congelarlas inmediatamente. Las muestras
deben mantenerse a la temperatura indicada
durante todo el proceso de extraccién. Para
ello es conveniente enfriar todos los instrumen-
tos necesarios para la toma de muestras, tales
como tijeras, pinzas, sacabocados, tubos, etc.
Para el ejemplo mencionado, la cantidad de te-
jido necesario puede variar entre 100-150 mg
(peso fresco). La muestra debe ser homoge-
nizada en N, liquido, las enzimas inactivadas
mediante el agregado de metanol y al mismo
tiempo deben agregarse estandares internos
(en concentraciones conocidas) no presentes
en la muestra a analizar. La extraccion se reali-
za luego calentando la muestra a 70°C con agi-
tacion constante. Si bien este protocolo puede
aplicarse a la obtencion tanto de la fase polar
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como apolar, a los efectos de este ejemplo,
los pasos siguientes se concentran en la ob-
tencioén de la fase polar. Mediante un paso de
extracciéon con cloroformo-agua, las alicuotas
de la fase polar son concentradas vy liofilizadas
para su posterior derivatizacion.

Tal como se mencioné previamente, la de-
rivatizacion consiste en la modificacion de las
moléculas a fin de disminuir su polaridad y per-
mitir la volatilizacion de las mismas. Existen va-
rios métodos y reactivos derivatizantes. Entre
los mas usados para esta aplicacion, el MSTFA
(N-metil-N-trimetilsililtrifluoroacetamida) ha de-
mostrado ser uno de los mas reactivos en re-
emplazar los hidrogenos labiles de un amplio
rango de compuestos polares por grupos sililos
y el hidroxicloruro de metoxiamina es usado en
un segundo paso de derivatizacion a fin de pro-
teger grupos aldehidos y cetonas de las molé-
culas presentes en la matriz.

Los extractos asi preparados son inmedia-
tamente inyectados en el cromatégrafo aco-
plado al espectrometro de masas. Tanto las
condiciones de corrida (tiempo, rampa de
temperaturas, frecuencia de captura de datos,
etc) como las especificaciones de flujo de gas
y columnas cromatograficas deben ser pues-
tas a punto para cada aplicacion particular. En
este sentido, en los ultimos afos se dispone
de programas de computacion especialmente
disenados por los fabricantes de espectrome-
tros que controlan toda la operacion y posterior
procesamiento de datos. A su vez, la disponi-
bilidad de colecciones de espectros de masas
en bases de datos de acceso publico (ver sitios
recomendados) permite la rapida evaluacién
de los datos adquiridos.

Resonancia magnética nuclear. Principios
basicos

La resonancia magnética nuclear es un mé-
todo de analisis espectroscopico no destruc-
tivo, que se basa en la absorcidon de energia
en la zona de radiofrecuencia por parte de los
nucleos de algunos atomos, en presencia de
un campo magnético. La MS es la técnica mas
utilizada en metaboldomica. Sin embargo, la
técnica de RMN esta ganando terreno en este
sector, como una técnica que brinda informa-
cion complementaria, ya que amplia el rango
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de metabolitos detectados y provee informa-
cién estructural detallada de las moléculas
presentes. Mas aun, la RMN permite identificar
sustancias previamente no halladas en mues-
tras similares.

La RMN explota una propiedad de los nucleos
atémicos, el spin nuclear. El spin nuclear posee
un momento magnético, es decir que se compor-
ta como un pequefo iman. Normalmente, estos
momentos magnéticos estan orientados al azar y
tienen la misma energia (figura 3). Si se aplica un
campo magnetico fijo (B ) con una dada direccion,
estos momentos magnéticos quedaran alineados
a favor o en contra del campo magnético externo
(figura 3). Segun su orientacion con respecto al
campo B, los nucleos tendran ahora distinta ener-
gia. La diferencia de energia (AE) entre estos dos
niveles esta en el orden de las ondas de radio, es
decir con frecuencias de MHz. Si ahora aplicamos
al sistema orientado la frecuencia correspondien-
te a esa AE (L), se inducira una transicion entre

Nucleos con spin %: 'H, 13C, 5N, 3'P

En ausencia de campo magnético
los spines estan orientados al
azar y todos tienen la misma

energia

Energia
I
%

estos niveles, que es el fendbmeno de Resonancia
(figura 3).

La frecuencia de absorcion [/ depende del cam-
po aplicado (B,), el cual esta fijo para cada equipo,
y la constante giromagnética nuclear (y) que es ca-
racteristica de cada nucleo (figura 3). Es decir que
cada nucleo tendra una frecuencia de absorcion
caracteristica. Es importante tener en cuenta que,
como se trata de una propiedad del nucleo atémi-
co, dado un elemento quimico, los distintos is6to-
pos del mismo presentaran distintas propiedades
magnéticas. Algunos isotopos (dependiendo de su
composicion) pueden carecer de spin, y por lo tan-
to no seran activos en RMN vy este es el caso de
12C, 80 y 8. Por simplicidad, en este capitulo se
consideraran solo los nucleos con spin %, que son
los de interés bioldgico. Dentro de los nucleos de
spin %2 se encuentran los ndcleos de 'H, *C, Ny
%P, que pueden ser estudiados por RMN. Cada nu-
cleo posee una sensibilidad determinada, que esta
determinada por su constante giromagnética. El or-

Nucleos con
mayor
energia: se
oponen a B,
W
¥

B, AE

o —

Siempre hay mas
nucleos en el estado
fundamental que en el

excitado

Energia

AE

Figura 3. Esquema en donde se muestra los niveles de energia de los nucleos en presencia o ausencia de
un campo magnético externo (B,) y las transiciones de los nucleos entre un nivel de energia y otro superior
al absorber una frecuencia (v,) correspondiente a la diferencia de energia (AE).
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den de sensibilidad de estos nucleos es: 'H > 3P >
3C > BN, La deteccion de 'H o 3'P, ademas de su
alta sensibilidad, esta favorecida por la alta abun-
dancia natural de estos isétopos (99,9% y 100%,
respectivamente). En cambio, los isétopos de *C
y N poseen una abundancia de 1,1% y 0,4%, lo
cual dificulta mas aun su deteccién. Este inconve-
niente se puede sortear enriqueciendo la muestra
con el isétopo activo de interés. Cabe destacar que
ninguno de estos is6topos es radioactivo, lo que fa-
cilita la manipulacion de las muestras.

Todos los elementos con is6topos magnéticos
detectables por la técnica RMN pueden ser usados
para identificar metabolitos en tejidos de plantas y
sus extractos. El 'H es el isétopo magnético mas
utilizado debido a su alta sensibilidad intrinseca
y su abundancia natural. La concentracion limite
para poder detectar un metabolito por RMN de 'H
en un extracto es alrededor de 10 uM. Para una
muestra dada, la sensibilidad aumenta con el cam-
po magnético del instrumento utilizado.

Los metabolitos fosforilados pueden ser iden-
tificados y cuantificados por RMN utilizando el
is6topo magnético 3'P. De esta manera se pue-
den estudiar un nimero pequeno de moléculas
abundantes y de gran importancia metabdlica

Para el caso hipotético de un niicleo aislado:

v,=YBy/21

como es el fosfato inorganico, nucleésidos tri-
fosfatos, fosfomonoésteres, etc.

Desplazamiento quimico

La frecuencia de absorcion de cada nucleo
depende de su constante giromagnética y a un
campo dado. Por ejemplo, a un campo de 9,4 T,
los 'H absorben a 400 MHz, los *C a 100,6 MHz
y los N a 40 MHz. Sin embargo, no todos los
"H ni todos los *C absorben a la misma frecuen-
cia. La frecuencia de absorcion de cada proton
depende de la ubicacién del nucleo en las molé-
culas, es decir, de su ambiente quimico. Las dis-
tintas posiciones de los nucleos en un espectro
se cuantifican con un parametro llamado despla-
zamiento quimico (], cuyo valor no sélo informa
la frecuencia precisa de absorcion, sino que nos
permite distinguir el tipo de protén (por ejemplo
alifatico, aromatico, amidico, etc.). La intensidad
de una sefial de resonancia, o sea el area bajo
cada pico, es proporcional al nimero de nucleos
de ese tipo (figura 4).

Espectrometro de RMN
Cada equipo de RMN trabaja a un cam-
po magnético fijo. En general es conveniente

En una molécula, los nicleos van a absorber a distintas frecuencias debido a diferencias
locales en el campo, lo cual generara distintas sefiales en el espectro de RMN
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El area de integracion bajo la
curva, sera proporcional al
numero de nucleos del tipo

considerado.

Figura 4. Dependencia ubicacion del nacleo en las moléculas y su frecuencia de absorcion.
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trabajar con un campo magnético alto porque
esto trae aparejado una mayor sensibilidad y
resolucion. Cada equipo se suele denominar
no por la magnitud del campo (por ejemplo, 16
Tesla), sino por la frecuencia de absorcion del
'H a ese campo (para el caso mencionado, 600
MHz). La mayoria de los analisis metabdlicos
se realizan con instrumentos que operan en el
rango de 300 a 900 MHz para 'H.

El campo magnético esta generado por
Helio liquido a bajas temperaturas (4 K), que
es superconductor, y se encuentra en un termo
que rodea la muestra, que constituye el iman
0 magneto. Los pulsos de excitacion de radio-
frecuencia se generan mediante bobinas que
estan alrededor del tubo donde se encuentra la
muestra, complementadas con un conjunto de
bobinas que permiten la deteccién de la senal
resultante.

Preparacion de las muestras

Se pueden obtener espectros de RMN a
partir de una amplia variedad de materiales:
extractos vegetales (por ejemplo: jugo de to-
mate), suspensiones celulares e inclusive plan-
tulas intactas.

En el caso de realizar RMN de 'H, es con-
veniente liofilizar las muestras para eliminar el
agua. Esto se realiza con el fin de reducir la
sefal correspondiente al solvente, que (por su
alta intensidad) dificulta la deteccion de sena-
les de los metabolitos. Luego se resuspende
la muestra liofilizada en agua deuterada (D,0).
La adicion de D,O a la muestra hara que no se
puedan detectar las sefales de protones inter-
cambiables con el solvente, como los de grupos
amida o alcohol. En caso de que sea necesario
poder identificar los mismos, deben realizar-
se experimentos que permitan la eliminacién
selectiva de la sefal del solvente. En caso de
que se deseen extraer algunos componentes
especificos, también pueden utilizarse solven-
tes organicos, de preferencia deuterados (que
se venden comercialmente). Conviene utilizar
solventes quimicamente inertes y volatiles, lo
que permite eliminar el solvente en caso de
que la muestra deba ser analizada por otra téc-
nica. Esto es posible debido a que la técnica
de RMN es no destructiva. Las muestras se co-
locan en tubos de vidrio borosilicato puro y el
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volumen de extracto utilizado es dependiente
del ensayo pero varia entre 250 y 400 pl.

Utilizacion de la técnica RMN en
metabolémica

1-ldentificaciéon y cuantificacion de me-
tabolitos en tejidos vegetales: ventajas y
desventajas

Existen diversas ventajas de la técnica de
RMN para el andlisis de perfiles metabdlicos.
Las mayores ventajas con respecto a otras téc-
nicas son: (1) no se requiere tratamiento pre-
vio de la muestras (pudiéndose utilizar extrac-
tos crudos); (2) es un método no destructivo,
lo cual permite el analisis subsiguiente de la
muestra con otros métodos; (3) se puede ob-
tener informacion sobre una amplia variedad
de metabolitos en un unico experimento; (4) no
existen restricciones en cuanto a la volatilidad,
polaridad de los compuestos, o la presencia
de determinados croméforos que interfieran; y
(5) la técnica puede ser aplicada con escaso
conocimiento previo de la composicion de la
muestra.

Otra gran ventaja de ésta técnica para el
analisis cualitativo de metabolitos es que no
requiere del conocimiento de ningun parame-
tro equivalente a los coeficientes de extincion
necesarios para cuantificar muestras mediante
técnicas espectrofotométricas. Esto se debe a
que la magnitud de la sefial de resonancia de
un isotopo es directamente proporcional al nu-
mero de nucleos que contribuyen a dicha se-
nal. Lo anterior implica que, por una parte, no
se requieren curvas de calibracién para efec-
tuar el analisis cuantitativo, y por otro lado no
es necesario conocer el espectro de un com-
puesto puro ya que por lo general basta con
identificar sefales debidas a una porcién dada
de la molécula para obtener la informacion de-
seada. La informacién cuantitativa se obtiene a
partir del area integrada bajo la curva.

Ejemplo 1: caracterizacion de extractos
de frutos de tomate

La Figura 5A muestra un espectro de RMN
de 'H en una muestra de jugo de tomate. En
la regiébn de campo alto (3,1-0,3 ppm) del es-
pectro de protones contiene la resonancia de
los grupos alifaticos de los aminoacidos y aci-
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dos organicos pertenecientes al metabolismo
de los acidos tricarboxilicos. En particular, las
senales provenientes de treonina, alanina, glu-
tamato, glutamina, GABA, aspartato, citrato y
malato fueron identificadas claramente. Las re-
sonancias encontradas en la regién del espec-
tro de campo intermedio (desde 3,2 a 5,3 ppm)
corresponden en su mayoria a sacaridos, de
los cuales D-glucosa y D-fructosa son los com-
ponentes principales. En la regién de campo
bajo (5,5-9,4 ppm) del espectro se encuentran
las senales correspondientes a aminoacidos
aromaticos y compuestos fendlicos. Debido a
la baja intensidad de la sefial, las asignaciones
se realizaron parcialmente. Estos resultados
muestran que la técnica RMN puede ser una
herramienta util para ser usada en la caracteri-
zaciéon de tomates.

La principal desventaja de la técnica de RMN
es su baja sensibilidad. El advenimiento de ins-
trumentos de RMN de alto campo, de técnicas
especiales de deteccion y el disefio de crioson-
das (de mucha mayor sensibilidad) ha mejora-
do este aspecto. De todas formas, rara vez se
usa RMN para el analisis de un componente
que se encuentra en trazas. Generalmente, el
problema de la baja relacion senal-a-ruido en
los espectros de RMN (que sucede principal-
mente con is6topos poco abundantes) puede
ser superado haciendo varios espectros de
manera automatica, y sumandolos. Esto re-
dunda en mayor tiempo de adquisicién del ex-
perimento. Sin embargo, si se tiene en cuenta
que cada experimento permite seguir muchos
metabolitos a la vez, este aspecto negativo se
ve compensado.

La técnica de RMN aplicada a heteronucleos
(tales como 3C, SN 03'P) es util debido al he-
cho de que estos nucleos presentan una gran
dispersion en sus sefiales, dado que el rango
de desplazamientos quimicos de los mismos
es mayor que el de 'H. En el caso particular de
3C o0 ™N, como ya se menciond, los nucleos
son menos sensibles y abundantes, por lo cual
es conveniente realizar una marca isotopica.
Generalmente, se utiliza la estrategia de mar-
cado isotépico selectivo (no uniforme) para el
analisis de flujos metabdlicos, mas que para
realizar perfiles metabdlicos.

Otra de las desventajas de la técnica es el
solapamiento de las sefiales obtenidas en 'H
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RMN. A fin de minimizar esto se puede combi-
nar esta técnica con una de separacion croma-
tografica, de manera que el extracto se fraccio-
ne, disminuyendo la complejidad de la mues-
tra y por ende del espectro de RMN. Esto es
analogo a lo que se realiza cuando se acopla
la cromatografia gaseosa a un espectrometro
de masa. La segunda opcion para incrementar
la resolucioén espectral es adquirir espectros bi-
dimensionales, distribuyendo las sefales a lo
largo de dos ejes de frecuencia. Estos méto-
dos bidimensionales pueden ademas utilizarse
para incrementar la sensibilidad de is6topos
menos abundantes como '*C, y establecen co-
nexiones entre las sefales de 'H y *C lo cual
es util para la identificacion de los metabolitos.
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Figura 5. Perfil metabdlico correspondiente a una
muestra de jugo de tomate (A) espectro de '"H RMN
en una dimension y (B) en dos dimensiones (COSY)
de la zona de azucares vy alifaticos
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La gran cantidad de informacién que se pue-
de extraer de estos espectros bidimensiona-
les compensa el hecho del mayor tiempo que
lleva realizarlos. Estos experimentos explotan
las interacciones entre los distintos is6topos
detectables por RMN en una molécula y re-
sultan en lo que se denomina correlacién ho-
monuclear, donde los dos ejes de frecuencia
corresponden al mismo nucleo, por lo general
'H, o correlacion heteronuclear en donde uno
de los ejes de frecuencia corresponde al 'H y
el otro a *C, N y menos frecuentemente 3'P.
Los experimentos de correlacién homonuclear
son particularmente utiles para realizar perfiles
metabdlicos, permitiendo que subgrupos de pi-
cos que se encuentran juntos en el espectro
de una dimension puedan ser identificados y
asignados a compuestos particulares. La co-
rrelacion heteronuclear también es util cuando
los extractos derivan de tejidos que han sido
marcados con *C o N.

Con el objeto de realizar una asignacion
completa de las senales resonantes a com-
puestos especificos presentes en el jugo de
tomate, se realizaron diversos experimentos
de RMN bidimensionales. La Figura 5B corres-
ponde a un COSY de la zona de azucares y
alifaticos. Usando la informacion de conectivi-
dad y aprovechando la mayor separacion de
las sefales en la dimensién adicional, muchas
de las senales fueron asignadas sin ambigue-
dad. En los casos en donde la asignacion fue
dudosa, se adicionaron los compuestos puros
al extracto para corroborar asi la identidad del
metabolito analizado. Se utilizaron las tablas
de desplazamientos quimicos existentes en la
literatura como guia para asignar correctamen-
te las senales.

Ejemplo 2: caracterizacion de plantas
transgénicas

El desarrollo de técnicas para la generacion
de plantas transgénicas ha revolucionado el
area de la biologia de plantas. Estas plantas
transgénicas pueden tener perturbaciones en
las rutas metabdlicas debido a la introduccion
del transgen en el genoma de la planta. La téc-
nica de RMN permite tener un pantallazo ge-
neral del estado metabdlico de las plantas lo
cual es de suma utilidad para generar lineas

de plantas que posean especificamente algu-
na ruta metabdlica alterada. Un ejemplo de
esto es el andlisis de plantas de tabaco que
producen constitutivamente el acido salicilico,
las cuales son mas resistentes a infecciones.
Los perfiles metabdlicos que se obtuvieron por
RMN mostraron que las plantas transgénicas
tenian alterados los niveles de distintos com-
puestos como flavonoides, azlucares, aminoa-
cidos, etc. Este ejemplo muestra claramente
la potencialidad de utilizar la técnica de RMN
para estudiar cambios metabdlicos.

2-Mapas de distribucion espacial de me-
tabolitos en tejidos vegetales

La técnica '"H RMN puede ser utilizada in vivo
para obtener informacion acerca de la distribu-
cion espacial de un numero limitado de meta-
bolitos. Este método se utiliza generalmente
para el H,O ya que es la sefial mas fuerte de-
tectada in vivo. Las imagenes brindan informa-
cion acerca de la anatomia del tejido y el movi-
miento del H,O dentro del mismo. También se
puede obtener informacion acerca de la distri-
bucion espacial de ciertos metabolitos menos
abundantes que el H,O como ser aminoacidos
y carbohidratos. Debido a que es una técnica
no destructiva y no invasiva, se pueden moni-
torear cambios temporales en ciertos metabo-
litos. Es posible a partir de la misma muestra
grabar una serie de espectros in vivo y luego
analizar en el tiempo cémo es la respuesta me-
tabdlica frente a cambios en el estado fisiol6gi-
co del tejido vegetal.

RMN versus MS

La espectrometria de masa acoplada a cro-
matografia gaseosa (GC-MS) es la técnica
mas utilizada en metabolémica. Sin embargo,
la técnica de RMN esta siendo utilizada como
una técnica que brinda informacion comple-
mentaria a la que se obtiene con GC-MS.

La sensibilidad es tal vez el requisito mas im-
portante que debe cumplir una técnica analitica
para ser utilizada en metaboldémica, ya que una
alta sensibilidad favorece el analisis rapido de
una fraccion mayor del metaboloma. La técnica
'H RMN , que tiene un limite de deteccion de
5 nmoles, es varios 6rdenes de magnitud me-
nos sensible que la técnica GC-MS, cuyo limite
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de deteccion es de 102 mol. Esta diferencia
se incrementa aun mas si se tiene en cuenta
la técnica de RMN con otros isétopos menos
abundantes.

Se estima que con la técnica de GC-MS se
puede identificar menos del 5 % de los metabo-
litos de una célula vegetal si bien todo el meta-
boloma es potencialmente detectable. Este ar-
gumento ignora cualquier diferencia que pudie-
se existir en la eficiencia de extraccion y deri-
vatizacién de metabolitos cuyas caracteristicas
son muy diversas. Otro obstaculo que impide
un analisis completo tanto en RMN como en
GC-MS es la dificultad de detectar componen-
tes minoritarios en presencia de sefiales mas
intensas.

Existen otros factores que influyen en la
eleccion de una técnica o la otra. Uno de ellos
es el procesamiento de las muestras. Como se
ejemplifico mas arriba, en el caso de GC-MS,
es necesario realizar una extraccién con sol-
ventes y ademas derivatizar los compuestos
por lo que la preparacién de las muestras es
mas laboriosa y ademas es mas probable que
en la muestra no estén representados todos
los metabolitos que existen en el tejido de par-
tida. Este no seria el caso de las muestras que
son analizadas por RMN, en donde se pueden
obtener espectros a partir de una amplia va-
riedad de materiales sin necesidad de realizar
extracciones con solventes.

La técnica de RMN tiene una ventaja para el
analisis cuantitativo y es el hecho de que los
espectrometros modernos son muy estables
en comparacion con los GC-MS en donde es
necesario realizar calibraciones frecuentes y la
variabilidad en los tiempos de retencién pue-
den complicar significativamente el analisis
cuantitativo. Ambas técnicas generan usual-
mente multiples sefiales lo cual es una ventaja
para la identificacién de metabolitos, pero a la
vez representa una desventaja en términos de
complejidad espectral. Sin embargo, en MS,
algunas de estas multiplicidades se deben al
fraccionamiento de la molécula ionizada, com-
plicando el analisis cuantitativo. En cambio,
para el caso de RMN, las sefales multiples
provienen de la misma molécula, lo cual per-
mite una verificacién cruzada de los datos de
cuantificaciéon de los metabolitos.
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Resumiendo, una comparacion entre RMN
y GC-MS muestra que esta ultima técnica es
mas sensible aunque el procesamiento de las
muestras es mas laborioso y la eficiencia de
extraccién y derivatizacién no seria homoge-
nea para todos los metabolitos. Por otro lado,
la facilidad con la que se generan los espec-
tros y se cuantifican los metabolitos y la infor-
macion complementaria (como ser estructural)
que suministra hacen de la técnica RMN una
herramienta de gran utilidad para los estudios
metabolémicos.
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| CAPITULO 11

Metagendomica
O. Mario Aguilar' y Daniel H. Grasso?

Introduccién

Encaramos este capitulo reconociendo el
protagonismo de los microorganismos en la
vida de nuestro planeta, desde su origen mas
remoto. Tenemos el caso de nuestra atmos-
fera rica en oxigeno resultante de la activi-
dad fotosintética de los primeros organismos
microbianos, y aun hoy los microorganismos
aportan la mayor capacidad fotosintética del
planeta. Cada proceso en la bidsfera hace uso
de la casi ilimitada potencialidad de los micro-
organismos para transformar el medio que los
rodea. El resto de los organismos vivos de-
pendemos en gran parte de ellos gracias a su
capacidad de transformar compuestos en nu-
trientes asimilables, accesibles y requeridos
para nuestra forma de vida. En este sentido
mencionemos los siguientes ejemplos: La ca-
pacidad de transformar el nitrdgeno molecular
atmosférico en una forma asimilable por las
diferentes formas de vida se encuentra restrin-
gida a los microorganismos. Miles de millones
de microbios benignos que habitan el intestino
nos ayudan a digerir los alimentos, degradar
potenciales toxinas y combatir otros microorga-
nismos patdgenos. También, nos beneficiamos
de aquellos microorganismos que son capaces
de mantener el medio ambiente libre de conta-
minantes y xenobiodticos.

La capacidad de adaptacion de los procario-
tas, que les permite prosperar y poblar cada
ambiente, aun aquellos de condiciones extre-
mas tales como los respiraderos hidroterma-
les del fondo del océano y los drenajes acidos
de las minas y efluentes industriales, es con-
secuencia de su gran diversidad metabdlica
y fisiolégica. Ademas de su importancia debi-
do a su rol esencial en la biésfera, los micro-
organismos han sido objeto del desarrollo de
numerosas tecnologias que han contribuido a
mejorar la calidad de vida. Son empleados in-
dustrialmente para producir la mayoria de los
antibioticos y muchas otras drogas de uso clini-
co, también como agentes de remediacion de
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suelos y agua, mejoramiento de la produccion
agricola, produccién de biocombustibles, fer-
mentar alimentos para el hombre, etc.
Alrededor de la década de 1950, los micro-
bidlogos disfrutaban la percepcién de haber lo-
grado un conocimiento satisfactorio de los mi-
croorganismos del suelo. Asi, en el afio 1931 el
microbidlogo Waksman, quien contribuy6 signi-
ficativamente al conocimiento de microorganis-
mos del suelo productores de antibiodticos, con-
cluia “... disponemos de una buena informa-
cion que nos da un panorama claro del mundo
microscopico del suelo...”. Sin embargo, otros
investigadores con iniciativas aisladas y dis-
persas, persistian en su afan por demostrar la
existencia de otras poblaciones microbianas
ignoradas, recogiendo evidencias experimen-
tales que cuestionaban esa aparente tranqui-
lidad cientifica. En 1985, Staley y Konopka a
partir de la revision de los datos relacionados a
la capacidad de cultivo de microorganismos de
muestras ambientales, concluyen en la llama-
da “gran anomalia del conteo en placa”. Esta
anomalia es la discrepancia entre los valores
de recuento de células obtenidos mediante mi-
croscopia y los valores de recuentos en placa.
La conclusién latente, de un conocimiento limi-
tado de los microorganismos del suelo, restrin-
gida esencialmente a aquellos que los micro-
bidlogos habian sido capaces de cultivar in vi-
tro en sus laboratorios, ha sido tanto abundante
como solidamente documentada durante la ul-
tima década. El concepto de organismo viable
pero no cultivable se hizo evidente con Vibrio
cholerae, el cual es viable y virulento cuando se
aisla de un medio acuatico pero crece en culti-
vo hasta después de su pasaje por el intestino
humano o de ratén. Este tipo de evidencias co-
menzaron a redirigir la atencion hacia el mundo
de los organismos no cultivables, entre las cua-
les destacamos dos descubrimientos que han
tenido una gran relevancia en esta area. En el
primero de ellos se describié mediante curvas
de reasociacion DNA-DNA la diversidad de las
bacterias del suelo, encontrandose que era al
menos 100 veces mayor que la que puede ser
estimada mediante técnicas dependientes de
cultivo. El segundo descubrimiento fue la de-
mostracion de Helicobacter pylori como agente
etioldgico de ulceras y cancer gastrico. Pese a
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que hace mas de un siglo que esta bacteria ha
sido observada en la mucosa gastrica, hasta
que no fue cultivada no se aceptd su rol en la
enfermedad.

La ecologia microbiana ha experimenta-
do una gran transformacion en los ultimos 25
anos debido a la introduccién de la filogené-
tica, revolucionando la forma de ver a los mi-
croorganismos. El primer hito fue el trabajo de
Carl Woese quien propuso a los genes rARN
como cronometros evolutivos (Woese, 1987).
Posteriormente, Pace y colaboradores utiliza-
ron el analisis de las secuencias de 5S y 16S
rARN para describir la diversidad de los micro-
organismos (cultivables y no cultivables) pre-
sentes en muestras ambientales (Pace, 1997).
Estos primeros trabajos se realizaron secuen-
ciando directamente el ARN o sus respectivas
copias de cADN. El desarrollo de la tecnolo-
gia de PCR vy el disefio de los cebadores que
permiten amplificar el gen completo, permitié
un acceso mayor a este procedimiento por una
comunidad cientifica mas amplia y a una mayor
diversidad de nichos ecoldgicos. La aplicacion
de la amplificacion por PCR de los genes 16S
rARN a partir del ADN total de una comunidad,
seguido del clonado y secuenciacion, ha gene-
rado una gran cantidad de datos y ha redefinido
la diversidad procariota. Si la muestra ambien-
tal contiene varios tipos diferentes de organis-
mos, se espera entonces encontrar diferentes
secuencias de rARN, cuya diversidad sera una
medida de la complejidad de la comunidad y
en el contexto de un arbol filogenético nos dira
quienes son sus miembros. Se ha empleado
para caracterizar el perfil poblacional de diver-
sos ambientes naturales. Asi, mediante este
tipo de analisis se ha demostrado que el suelo
es el habitat de la Tierra mas rico en diversidad
procariota, aun cuando los métodos basados
en el cultivo in vitro no ponen de manifiesto esa
alta diversidad.

El advenimiento de nuevas tecnologias y
procedimientos de analisis de muestras am-
bientales, metodologias independientes del
cultivo de los microorganismos, con potencia-
lidades distintas para revelar componentes de
la comunidad microbiana, impulsd un nuevo
enfoque de estudio ampliando los horizontes
del conocimiento. Se ha denominado con el

término metagenémica al analisis del genoma
de comunidades independientemente de las
tareas de aislamiento y cultivacién. El conjunto
de métodos desarrollados para acceder al co-
nocimiento fisioldgico y genético de comunida-
des, comprende la extraccion directa de ADN
de muestras ambientales, clonado de fragmen-
tos de ADN en general o resultante de la am-
plificacion de secuencias del gen 16S rRNA o
genes asociados a funciones tales como meta-
bolismo nitrogenado, antibiosis, etc. (Figura 1).

El avance y los logros ya alcanzadas por la
metagendmica estan asociados al desarrollo
de capacidades técnicas de secuenciacion de
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Figura 1. Bibliotecas metagendmicas. Esquema del
proceso de obtencion y analisis de bibliotecas cons-
truidas con ADN extraido directamente de muestras
ambientales.



ADN con alta eficiencia de generacion de datos
primarios y a la bioinformatica que ha desarro-
llado herramientas utiles para el procesamien-
to y analisis de datos.

Los microbiélogos encontraron la oportuni-
dad para dirigir sus esfuerzos a una descrip-
cién amplia de la diversidad filogenética de am-
bientes comunes y exdéticos tales como aguas
oceanicas de superficie y profundidad, rumen
de animales, superficie de redes y caferias de
agua, aguas termales surgentes y suelo. Mas
alld de permitirles realizar una descripcion de
la comunidad microbiana, con un nivel de reso-
lucion taxondémico preciso, promovio la acep-
tacion y difusion del concepto ecoldgico de
consorcio microbiano para lo cual el estudio de
microorganismos aislados y cultivados in vitro
resulta insuficiente para explicar la funcionali-
dad y dinamica poblacional.

Mirar mas alla de los microorganismos que
se pueden aislar, alcanzando al metagonoma
permitira responder no solo la pegunta cudles
son los componentes de una determinada co-
munidad sino aun mas importante qué hacen
o serian capaces de hacer.

En el desarrollo de este capitulo se describi-
ran las potencialidades de la metagendmica en
general, haciendo énfasis en el suelo.

El suelo: Un habitat complejo

El suelo constituye un soporte para la vida
formado por particulas minerales de diferen-
tes formas, tamanos y composicion quimica,
compuestos organicos en distintas etapas de
degradacién, e inmersos en este medio encon-
tramos a la biota. A nivel macroscopico se de-
tectan complejos de arcilla, materia organica,
particulas de arena, todo en su conjunto for-
mando agregados que constituyen una matriz.
Los procariotes son los componentes predomi-
nantes de la biomasa del suelo, los cuales se
encuentran adheridos o adsorbidos a las parti-
culas del suelo. Dada la heterogeneidad de la
matriz del suelo, los microorganismos pueden
constituir micro-ambientes sobre la superficie
y en los poros que se forman. La persistencia
y el metabolismo de los microorganismos del
suelo dependen de la disponibilidad de agua
y nutrientes. El suelo es un ambiente que ex-
perimenta cambios drasticos en sus niveles

Biotecnologia y Mejoramiento Vegetal Il

de humedad, pasando desde una saturacion
por persistentes lluvias o defectos de drenaje
hasta periodos de aridez. Esto sugiere que la
composicion de la comunidad microbiana ex-
perimenta ajustes periddicos en respuesta a
esos cambios ambientales, aunque se ignora
la manera cuali y cuantitativa del impacto de
esos efectores.

El suelo es un reservorio muy importante de
carbono, y son los microorganismos quienes
desempenan roles protagoénicos en el reciclado
del carbono. Asimismo, funciones importantes
tales como la captacion del nitrdgeno molecu-
lar, la movilizacion de fésforo inorganico, vy la
formacion de nitratos residen en actividades
microbianas, los cuales impactan en la fertili-
dad de los suelos (Daniel, 2005).

Teniendo en cuenta la complejidad fisico-
quimica del suelo y la diversidad de funciones
que transcurren en el mismo, es posible ima-
ginar al suelo como un cuerpo organico con
capacidades metabdlicas asociadas a pobla-
ciones microbianas diversas, que su vez se
complementan entre si en forma semejante a
lo encontrado entre los 6rganos de un cuer-
po. Coincidentemente con este paralelismo,
se ha renovado el enfoque del estudio de los
genomas dirigido a la consideracion global de
las interacciones mutuas y la coordinacién de
la complejidad del sistema, que se lo conoce
como biologia de sistemas (“system biology”).
Actualmente, el estudio del tamano y la diver-
sidad de las comunidades del suelo, es un de-
safio para los microbidlogos de suelo, que se
proyecta en aspectos aplicados tales como la
fertilidad de los suelos y su sustentabilidad.

Se ha estimado que un gramo de suelo con-
tiene aproximadamente 4 x 107 células pro-
cariotas. El estudio de esta diversidad puede
encararse aplicando métodos de cultivo directo
0 métodos moleculares de metagendmica. Los
métodos tradicionales de aislamiento y cultivos
en medios nutritivos y condiciones de labora-
torio son apropiados pero insuficientes. Se ha
estimado que solamente entre 0.1% y 1.0% de
las bacterias de suelo son cultivables, lo cual
remarca la magnitud de la comunidad aun no
examinada. Estos nimeros dan una idea de la
magnitud de la complejidad, y del tamafio de
la “caja negra” que representa descubrir los
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elementos de esa biodiversidad presentes en
una “pizca” de suelo. Es importante tener en
cuenta que la metagendmica es aplicable no
s6lo a examinar la diversidad microbiana de un
ambiente natural con el objetivo ultimo de lo-
grar el ensamble de genomas a partir de datos
fragmentados (“meta analisis”), sino también
revelar un espectro amplio de productos géni-
cos con potencialidades biotecnoldgicas.

Métodos de analisis

El analisis metagendmico implica el aisla-
miento del ADN de la muestra, clonado de frag-
mentos de ADN usando vectores plasmidicos
y transformacién en alguna cepa apropiada de
la bacteria E. coli (Figura 1). Aparentemente,
el procedimiento es experimentalmente muy
directo sin embargo el metagenoma compren-
de a numerosos genomas individuales que
contribuyen, con distintos grados de represen-
tatividad, al tamafo y la complejidad del mis-
mo. Esto impacta en el tamafio de la muestra
a examinar.

La etapa siguiente al clonado molecular
constituye la oportunidad de aplicar estrategias
alternativas y en general exigen la creatividad
del investigador a los efectos de maximizar las
posibilidades de alcanzar resultados deseables
e interesantes. En términos generales, los pro-
cedimientos de analisis de clones interesantes
se pueden agrupar en aquellos basados en se-
cuenciacion masiva de ADN y en aquellos otros
basados en la expresion heterdloga de funcio-
nes buscadas. Adoptaremos en este texto el
anglicismo screening para referirnos a la etapa
experimental de analisis de clones e identifica-
cidén de genes y secuencias de interés.

Para lograr una idea de la envergadura de la
tarea de screening hagamos la siguiente refe-
rencia a algunas estimaciones numéricas so-
bre el tamafo del ADN metagendmico.

- Es muy probable que el numero de geno-
mas distintos presentes en el suelo refleje el
tipo y caracteristicas del mismo; aquellos de-
dicados a la agricultura con un buen nivel de
materia organica y humedad presentaran una
diversidad mas amplia que un suelo oligotrépi-
co y caracteristicas extremas de pH, humedad
y/o salinidad. A partir de 1 gramo de suelo se
puede obtener entre 1-500 ug de ADN, segun

el protocolo de extraccion aplicado y la natura-
leza del suelo. Por otro lado y aplicando un pro-
cedimiento basado en cinética de reasociacién
de ADN, se ha estimado que 1 gramo de suelo
comprenderia entre 2.000 y 18.000 genomas.

- Segun el vector usado para el clonado del
ADN metagendémico de suelo, se estima reco-
mendable examinar mas de 10 7 clones plas-
midicos o 10® clones BACs , con insertos de
un tamafo de 5 kb y 100 kb, respectivamente.
Para lograr representacion significativa de los
genomas de miembros raros de la comunidad
(menos del 1%) se ha calculado necesario se-
cuenciar 10.000 Gb del ADN extraido de suelo.
Por otro lado, se ha estimado en 10" genes en
un gramo de suelo provinentes de al menos 103
especies, lo que indicaria que hay al menos 10°
genes nuevos en 1 gramo de suelo (Schloss y
Handelsman, 2006). El objetivo de establecer
el metagenoma teniendo en cuenta estos nu-
meros adquiere un valor relativo cuando se los
pone en el contexto de los recursos tecnolégi-
cos y financieros necesarios para su abordaje.
Actualmente, con el desarrollo de tecnologias
de secuenciacion de alta generacion de da-
tos, basadas en el denominado procedimien-
to de pirosecuenciacion que no requiere de la
construccion de bibliotecas metagendmicas,
el tiempo requerido para la resolucion de un
metagenoma adquiere una dimension real. Sin
embargo, la limitacién de estos procedimientos
consistente en generar lecturas relativamen-
te cortas —aproximadamente entre 100 y 200
nucleodtidos- complica la tarea posterior de en-
samble de secuencias parciales en un genoma
completo.

No obstante, y aun haciendo uso de la tecno-
logia precedente basada en el procedimiento
de Sanger, el costo de secuenciacidon masi-
va es caro en general, y mas aun para nues-
tro pais. Sin embargo, y como se trata en las
secciones siguientes de este capitulo, existen
estrategias alternativas a la secuenciacién de
bibliotecas metagendmicas, que “asisten” la
busqueda y resultan utiles para revelar diversi-
dad y descubrir nuevos genes.

Screening basado en el analisis del gen
16S rARN
Este método esta basado en el analisis de la
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secuencia del gen que codifica para el gen que
codifica la subunidad 16S r ARN de los ribo-
somas procarioticos. Todos los microorganis-
mos poseen este ARN que presenta una alta
similitud entre ellos pero con diferencias sufi-
cientes para su uso como medida de distancias
evolutivas. Existe una amplia base de datos de
secuencias del 16S rARN de organismos diver-
sos que ha permitido elaborar un arbol filoge-
nético llamado arbol de la vida. Esto permite
usar los datos metagendmicos de 16S rADN
generado a partir de una determinada muestra
ambiental, para posicionar filogenéticamente a
las distintas secuencias, y eventualmente in-
ferir la biologia y ecologia de los mismos. El
analisis del (los) gen (es) 16S rARN es econé-
micamente accesible a los laboratorios y es util
para evaluar diversidad microbiana. En parti-
cular, ha sido efectivo para revelar la abundan-
cia de especies, y la estructura poblacional de
muestras de suelo (Aguilar et al., 2006).

La amplificacion mediante la PCR, usando
oligonucledtidos cebadores que hibridan las
regiones conservadas de los genes 16S rARN
de bacterias y arqueas, genera fragmentos
que pueden ser clonados y secuenciados. El
tamano del ADN resultante de la amplificacion,
de aproximadamente 1,4 Kb se inserta en un
plasmido vector tipo TA, seguido de transfor-
macion de E. coli. ElI ADN usado como molde
puede ser el ADN metagenémico o también
el proveniente de una biblioteca metagenémi-
ca (Furlong et al., 2002). Los datos primarios
pueden ser examinados con programas com-
putacionales apropiados que permiten evaluar
la predominancia de especies (DOTOUR), y el
grado de similitud entre los miembros de dos
comunidades (SONS, LIBSHUFF, http://www.
libshuff.mib.uga.edu).

El método tiene sus limitaciones. Por ejem-
plo, a- provee un marco filogenético de la co-
munidad pero da informacién escasa sobre la
funcionalidad de la misma; b- como todo pro-
cedimiento basado en PCR, no todos los ge-
nes rARN amplifican igualmente, resultando en
la sub-estimacién de especies, y c— los genes
16S rARN pueden existir en multiples copias
no idénticas.

Es claro entonces que el analisis genético
empleando 16S rARN provee valiosa informa-
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cion acerca de la diversidad y de la evolucion
de poblaciones microbiana, sin embargo el gen
16S representa aproximadamente el 0.05%
de un genoma procariota. Se ha demostrado
que microorganismos que poseen secuencias
de 16S rADN idénticas pueden poseer geno-
mas muy distintos y presentar diferentes fisio-
logias y temperaturas optimas de crecimiento.
Los miembros de una comunidad microbiana
pueden diferir enormemente en sus activida-
des bioquimicas e interacciones, no sélo entre
especies sino dentro de una misma especie.
Por ende la filogenética nos dice en el mejor
de los casos quiénes son los miembros de la
comunidad pero muy poco acerca de qué es
lo que hace cada miembro. Uno de los prin-
cipales objetivos de la ecologia microbiana es
el poder asociar la identidad de los diferentes
microorganismos dentro de un habitat con los
procesos que ellos llevan a cabo en ese am-
biente. Los métodos metagendémicos, que se-
ran discutidos mas adelante, comienzan a dar
respuestas a esta segunda cuestion.

Construccion de bibliotecas genémicas
ambientales

Muchos de los métodos corrientemente uti-
lizados en la construcciéon de bibliotecas am-
bientales, son adaptaciones de las técnicas
empleadas para la construccion de bibliotecas
de insertos grandes de organismos eucariotas,
tales como clonado en cromosomas artificiales
(BACs) vy lisis celular en tacos de agarosa. Sin
embargo, en la construccion de genotecas am-
bientales se encuentran obstaculos que no se
presentan en la construccion de bibliotecas de
organismos aislados. La diversidad de nichos
ecologicos plantea desafios interesantes a la
hora de disefiar una estrategia adecuada para
la obtencién de un ADN de calidad apropia-
da y que el mismo represente la poblacion de
microorganismos presentes en ese ambiente.
En la actualidad se han preparado diversas bi-
bliotecas metagendmicas de variados ambien-
tes, en esta seccion discutiremos algunos de
los aspectos criticos a tener en cuenta en su
preparacion.

La primera biblioteca ambiental se constru-
y6 a partir de ADN de microorganismos ocea-
nicos, los que fueron concentrados a partir de
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agua de mar antes de la extraccién de ADN.
Sin embargo en el caso de otros habitat tales
como el suelo, existen procedimientos alterna-
tivos, cada uno con sus ventajas y desventajas.

La construccion de una biblioteca metagené-
mica de suelo se inicia con la toma de muestra.
Como las muestras de suelo son heterogéneas,
los datos fisicoquimicos tales como tamarno de
particula, tipo de suelo, contenido de agua, pH,
temperatura y las plantas que lo cubren son
utiles para la evaluacion y comparacion de los
resultados obtenidos en estos estudios. Dado
que las poblaciones microbianas son grandes,
los volumenes de muestras pueden ser peque-
nos. Durante la toma de muestra necesaria-
mente se generan perturbaciones que pueden
modificar la composicién de las comunidades
microbianas del suelo, por lo que es importante
disminuir al minimo el tiempo de transporte y
almacenamiento de la misma.

Los métodos de extraccion de ADN se pue-
den dividir en dos categorias: a) lisis directa de
las células contenidas en la matriz de la mues-
tra seguido de la separacién del ADN de la ma-
triz y los desechos celulares, o b) la separacion
de las células de la matriz del suelo seguido por
lisis celular. EI ADN crudo recuperado por am-
bos métodos se purifica por los procedimientos
habituales. La recuperacién de ADN aislado de
diferentes tipos de suelo utilizando ambos tipos
de protocolos van desde menos de aproxima-
damente 1 ug a 500 pg de ADN por gramo de
suelo, sin embargo el rendimiento es entre 10
y 100 veces mayor por lisis directa cuando se
compara para una misma muestra. Para lograr
la lisis celular directa, se utilizan una combina-
cion de tratamientos enzimaticos, detergente y
altas temperaturas. Ademas del ADN de las cé-
lulas procariotas lisadas, también se recupera
ADN extracelular y eucariota.

Los meétodos de extraccion de ADN basa-
dos en la separacion de células como una
etapa previa a la lisis de las mismas, aunque
menos eficientes en términos de cantidad de
ADN recuperado son menos dafinos para la
integridad del mismo. La separacién de los mi-
croorganismos de la matriz del suelo se logra
mediante suaves fuerzas mecanicas como los
procedimientos de mezcla, la rotacién del pilén
en mortero o quimicos, tales como la adicion

de resinas de intercambio cationico, seguido
de gradiente de densidad o centrifugacion dife-
rencial. En este caso el ADN obtenido es casi
exclusivamente procariético. Ademas, el ADN
recuperado por este método parece ser me-
nos contaminado con compuestos de la matriz
compuestos, entre ellos sustancias humicas.
Ademas, el tamafio medio de los ADN aislados
es mayor que el que suele obtenerse mediante
lisis directa y, por lo tanto, es mas adecuado
para la generacién de bibliotecas de insertos
grandes.

Como los diferentes microorganismos del
suelo tienen diferentes susceptibilidades a los
meétodos de lisis celular, las secuencias pre-
sentes en el ADN aislado y en las bibliotecas
dependen del método de extraccion. No se ha
estudiado cual es el sesgo que se introduce en
las bibliotecas debido al método de extraccion,
sin embargo es de presumir que el ADN aisla-
do por lisis directa represente mejor la diversi-
dad microbiana de una muestra de suelo, ya
que este no incluye el paso de separaciéon de
las células, por lo tanto seran lisados aun los
microorganismos que se adhieren fuertemente
a las particulas.

El analisis metagendmico puede requerir de
bibliotecas con insertos de tamafo grande o
pequeno. Las bibliotecas de insertos pequefios
son suficientes en el caso en que el analisis in-
volucre el estudio de un Unico gen o un peque-
Ao grupo de genes. Por el contrario, se requie-
ren insertos mayores para el estudio de rutas
metabdlicas completas, procesos complejos u
organizacion gendmica. Independientemente
del tamano de inserto requerido, la prepara-
cion de ADN es critica para el éxito del analisis.
En el caso de emplear digestiones parciales de
ADN para la construccioén de la biblioteca se re-
quiere partir de un ADN de un tamafo prome-
dio 3 veces mayor al de los insertos deseados.
Por ende si se desea un inserto de 100 kb se
debera partir de un ADN de tamafio promedio >
300 kb. Un ADN de este tamarfio es muy vulne-
rable a las fuerzas de cizalla que se producen
en el manipuleo de las soluciones, centrifuga-
ciones, congelado-descongelado, etc. Por ello
en estos casos la lisis de las células para la
liberacion del ADN y su posterior digestién par-
cial con enzimas de restriccidon, se realiza en
tapones de agarosa.
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Dependiendo del tamafio promedio de los in-
sertos, las bibliotecas se construyen emplean-
do diferentes tipos de vectores. Asi las de in-
sertos pequefos (menores a 15 kb) emplean
vectores plasmidicos, en tanto que las de in-
sertos de hasta 40 kb hacen uso de cosmidos o
fésmidos, y BACs para mas de 40 kb. Los vec-
tores tipo BACs con numero de copia inducible
son particularmente utiles, dado que permiten
un mantenimiento en la célula huésped a bajo
numero de copia, pero permiten el incremento
del numero de copias para facilitar el estudio
de expresion.

Si bien el huésped de eleccion para la cons-
truccion y mantenimiento de todas las bibliote-
cas publicadas es E.coli, es facil de notar que
la busqueda de fenotipos interesantes se vera
restringida a aquellos que nos permita expre-
sar este huésped. Se han construido vectores
cosmidicos y BACs que permiten la transferen-
cia de bibliotecas producidas en E. coli a otros
especies huéspedes tales como Streptomyces
o0 Pseudomonas (Martinez et al., 2004; Wexler
et al., 2005).

Screening basado en la exresion funcional

Otra forma de acceder al metagenoma, par-
ticularmente cuando se trata de ambientes
complejos en cuanto a su diversidad poblacio-
nal y a su alta densidad de microorganismos
diferentes, es la busqueda de genes que ge-
neren productos definidos e identificables, o
asociados a determinadas actividades que se
pueden evaluar in vitro aplicando bio-ensayos.
La ventaja mas importante de este aborda-
je es el desarrollo de un proyecto acotado de
menor envergadura que el andlisis alternativo
dirigido a la secuenciacion masiva del metage-
noma. Este criterio de screening comprende
varias estrategias agrupadas dentro de la lla-
mado metagendmica funcional. A continuacion
se describiran algunas estrategias que ilustran
formas ingeniosas de abordar el conocimiento
del metagenoma con un proposito directo de
descubrimiento y uso de propiedades especifi-
cas codificadas por el metagenoma.

El usufructo exitoso de actividades micro-
bianas o vias metabdlicas requiere del logro
de varias etapas criticas. En primer lugar, el
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ADN ambiental debe contener el/los gen(es)
que codifican las funciones buscadas, y es
deseable que las secuencias correspondien-
tes se encuentren representadas en una fre-
cuencia alta en el ADN ambiental; segundo,
los procedimientos de preparacién del ADN
metagenomico y de clonado molecular deben
permitir la recuperacion e integridad de genes
y operones; y finalmente, los genes deben ser
detectables genéticamente o fenotipicamente.
Resulta obvio al encarar un proyecto de este
tipo, que la correcta seleccion del ambiente
apropiado, constituya una de las etapas fun-
damentales para darle una base probabilistica
razonable de éxito a nuestro disefio experi-
mental. Por ejemplo, en un trabajo publicado
por Rhee et al., (2005), cuyo objetivo fue el
aislamiento de genes nuevos codificantes de
enzimas termoestables con actividad esterasa,
se realiz6 la busqueda sobre el metagenoma
de muestras de suelo de sitios con aguas ter-
males cuyas temperaturas fueron entre 65y 90
°C (Rhee et al., 2005). Esta consideracion da
cierta certeza sobre la presencia de las funcio-
nes buscadas en la muestra pero, no asegura
que la representacion de los genes buscados
en el metagenoma, sea suficientemente alta
para lograr su recuperacion. Por ejemplo, la
busqueda de clones con actividad lipolitica en
una biblioteca proveniente de ADN de suelo,
resultdé en la identificacion de un clon entre
730.000 clones examinados. Con el propésito
de aumentar la probabilidad de deteccion de
genes de interés se ha recurrido a la inclusion
en el disefio experimental de etapas de enri-
quecimiento previas a la construccion de las
bibliotecas génicas. En la mayoria de estos
estudios, las fuentes de carbono y/o nitrégeno
han sido los criterios selectivos de especies mi-
crobianas con genes deseados que son reque-
ridos para su desarrollo en esas condiciones
de incubacién. El analisis metagendmico de
cultivos enriquecidos ha demostrado su poten-
cialidad para el aislamiento de genes determi-
nantes de funciones cataliticas, degradativas,
y nuevos antibioticos a partir de suelo y otros
ambientes (Entcheva et al., 2001; Gupta et al.,
2002; Knietsch et al., 2003; Daniel et al., 2004;
Mori et al., 2008). Sin embargo, se deben con-
siderar sus limitaciones: Las poblaciones mi-
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crobianas que contienen los genes deseados
no responden eficientemente a las condiciones
de enriquecimiento, su crecimiento lento deter-
mina baja representacion en la muestra previa
a la extraccion de ADN.

Los métodos de screening funcional son po-
tencialmente utiles para descubrir nuevas va-
riantes de funciones interesantes. Su eficiencia,
usando bibliotecas metagendmicas, depende a
su vez de la eficiencia y sensibilidad del ensa-
yo in vitro y también de la compatibilidad del
sistema de trascripcién y traduccion de la cé-
lula hospedadora para transcribir y traducir el/
los gen(es) contenidos en el clon transgénico.
Aunque la bibliografia demuestra que el hospe-
dador mas usado es Escherichia coli, el rango
de hospedadores se ha ampliado en los ulti-
mos afos a otras microorganismos tales como
Streptomyces lividans, Pseudomona putida,
y Rhizobium leguminosarum (Martinez et al.,
2004; Li et al., 2005) e incluso eucariotes (Al
Hasani et al., 2003). Esto permitira un mayor
acceso hacia la expresion de un amplio rango
de actividades génicas del medio ambiente.

El analisis metagendmico basado en identi-
ficaciéon de clones que expresan una determi-
nada funcién ha sido exitoso cuando se lo ha
combinado al uso de mutantes de E. coli. Por
ejemplo, Daniel y su grupo usaron mutantes de
E. coli deficientes en sus sistemas antiporter
Na* (Li*)/H* para descubrir dos antiporters nue-
vos a partir del screening de una biblioteca de
aproximadamente 1,5 x 108 clones. El procedi-
miento experimental consistié en transferir los
clones a E. coli, y evaluar el crecimiento de los
transformantes en cajas de petri conteniendo
un medio de cultivo con 7,5 mM LiCl (Majernik
et al., 2001). Aplicando un procedimiento simi-
lar se identificaron genes participantes en la
biosintesis de biotina, a partir de ADN de suelo
(Entcheva et al., 2001).

Por otro lado, la seleccion por resistencia
a antibidticos ha conducido al aislamiento de
nuevas formas de resistencia a tetraciclina y a
aminoglicésidos a partir de muestras de la bio-
ta de la boca humana, y de suelo, respectiva-
mente. El descubrimiento de resistencia a ami-
noglicésidos es un buen ejemplo del uso del
screening funcional. Se identificaron 9 clones,
de los cuales 6 codifican para 6 -acetiltransfe-

rasas que forman un grupo nuevo. Estos ge-
nes resultaron del andlisis de una biblioteca
consistente en 4 Gb de ADN, equivalente a 10°
genes, sugiriendo la obvia y baja representa-
cion de dichos genes en la biblioteca. El uso
del procedimiento experimental de seleccion
positiva hizo posible su deteccion que de otra
manera —por ejemplo mediante secuenciacion-
hubiera resultado una tarea casi imposible. No
obstante, el numero de clones/muestras indi-
viduales de una biblioteca que son necesarios
examinar, sigue siendo experimentalmente un
numero grande. Con el objetivo de encontrar
resultados en tiempo real y examinar un univer-
so grande, se han disehado estrategias de alta
productividad (en Inglés son referidas como
“high-throughput screen”), las cuales incorpo-
ran sistemas automatizados y robotizados con
alta tecnologia instrumental.

Otro enfoque es el estudio de antibidticos
nuevos en metagenoma de suelo el cual ha
expandido nuestra visién de las comunicacio-
nes entre comunidades microbianas. Se ha
encontrado que concentraciones sub-inhibido-
ras de crecimiento inducen respuesta del tipo
quoérum sensing, aun cuando los compuestos
no muestran similitud con las conocidas homo-
serina lactonas que han sido descritas como
inductores naturales en bacterias. Esto sugiere
la existencia de un didlogo comunicativo entre
microorganismos que activan funciones en el
entorno. Ademas, este hallazgo ha sido adop-
tado para el screening de moléculas que fun-
cionan como inductoras de quérum sensing y
eventualmente también como antibidticos. Esta
oportunidad condujo al disefio de un procedi-
miento de screening con alta eficiencia cuanti-
tativa de analisis de clones e identificacion de
compuestos que funcionan como inductores de
genes que se encuentran bajo el control de
un promotor sensible a quérum sensing. Este
sensor consiste en el promotor del gen /uxR fu-
sionado al gen reportero gfp, residente en un
plasmido replicativo en una variante de E. coli
que no induce quérum sensing. En el caso que
el ADN metagendmico exprese un inductor del
promotor luxR, se sintetizara la proteina GFP
revelandose fluorescencia. Este procedimiento
acoplado a cell sorting activada por fluorescen-
cia, permite capturar aquellos clones potencial-
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mente productores de compuestos de quorum
sensing (Figura 2) (Lynn et al., 2005; Uchiyama
et al., 2005).

Otro método de enriquecimiento se basa en
el uso de isétopos estables, en el cual se admi-
nistra -como unica fuente de carbono- un sus-
trato marcado con "*C a una comunidad de mi-
croorganismos provenientes de suelo. Aquella
comunidad bacteriana capaz de utilizar ese
sustrato incorporara *C en sus macromolé-
culas, particularmente en ADN, determinando
que el ADN sera mas denso que el ADN normal
de la bacteria. El procedimiento continia con
la ultracentrifugacion del ADN en gradientes de
densidad de CsClI para separar el ADN marca-
do del ADN normal o no marcado. Este ADN
puede separarse de la columna de gradiente,
someterse a dialisis y posteriormente concen-
trarse por precipitacion etandlica. EI ADN se
fragmenta y clona en vectores plasmidicos. La
biblioteca resultante puede analizarse median-
te un screening funcional, o haciendo uso de
sondas dirigidas a revelar un determinado gen.
El método tiene potencialidad para fraccionar
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las poblaciones provenientes del suelo con-
centrando aquellas asociadas a una funcion
(por ejemplo degradacion de un compuesto
hidrocarburo que es asimilado). Sin embargo,
el método tiene sus limitaciones principalmente
generadas por el llamado “cross feeding”, en
el cual bacterias carentes de esa propiedad
pueden desarrollar en el medio a expensas
de metabolitos provistos por otras bacterias
(Radajewaski et al., 2000)

Lo no cultivable se vuelve cultivable

El estudio metagendmico del biofilm que
se forma sobre las aguas que drenan de una
mina de hierro abandonada, ubicada en la Iron
Mountain en Richmond, California ha permitido
establecer la estructura de la comunidad y las
funciones metabdlicas y biogeoquimicas. Esa
agua de drenaje constituye un medio extrema-
damente adverso, su acidez es de pH 1.0y
posee un alto contenido en metales. También
es rica en pirita (FeS,). No hay fuentes asimi-
lables de carbono o nitrégeno mas alla de las
que pueden derivar del aire. Tyson et al. (2004)
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Figura 2. Aislamiento de clones provenientes de un biblioteca metagendémica, que expresan productos
génicos inductores/activadores de quorum sensing. LuxR es un producto génico que interacciona con
moléculas efectoras producidas por microorganismos, activador de un promotor sensible fusionado al gen
reportero para GFP (green fluorescent protein) facilitando su deteccion.



secuenciaron una biblioteca construida con
ADN extraido del biofilm, y lograron ensam-
blar a partir de datos metagendémicos los ge-
nomas de miembros del grupo Leptospirillum
y Ferroplasma tipo I, también una sustanciosa
informacion de otros miembros de la comuni-
dad. El analisis de estos resultados fue muy
sugestivo. Los autores notaron que no habian
detectado la presencia de Leptospirillum fe-
rrooxidants, la especie fijadora de N,. Por el
contrario, el genoma de la comunidad reveld
la presencia de miembros pertenecientes a
los grupos Il y lll de Leptospirillum. EI género
Leptospirillum ha sido sub-dividido en 3 gru-
pos, de los cuales aun no se habia logrado cul-
tivar a representativos del grupo lll. El estudio
también reveld la presencia de genes nif (ge-
nes de fijacion biolégica de nitrégeno) que los
autores asociaron al genoma de Leptospirillum
grupo lll. Estos datos permitieron concluir que
la contribucion de esta poblacion al consorcio
del biofilm de la mina acida, es el aporte de
nitrégeno asimilable, y ademas, el conocimien-
to de las capacidades metabdlicas inferidas
de los datos metagendmicos guid los pasos
siguientes dirigidos a lograr la cultivacién en
el laboratorio de Leptospirillum grupo lll y a la
definicién de la especie L. ferrodiazotrophum
(Tyson et al., 2005). De la misma manera, estu-
diando los datos resultantes, se ha especulado
que Ferroplasma y Leptospirillum sp derivarian
la energia a partir de la oxidacion del hierro.
Ademas, se encontrdé que todos los genomas
muestran genes asociados con la remocion de
elementos potencialmente toxicos, tales como
sistemas de flujo de protones y bombas de ex-
clusion de metales (Tyson et al., 2004).

El estudio de las comunidades en el drenaje
de aguas de la mina acida de Richmond, es un
modelo de complementariedad de funciones
asignables a miembros del consorcio micro-
biano. Es posible imaginar que la proyeccion
de este modelo de estudio a otros sistemas
ambientales no resulte facil. La extrema adver-
sidad de la mina acida limita la diversidad de
genomas en la comunidad y facilité el analisis

El mensaje intrinseco de este descubri-
miento de componentes importantes de las
comunidades del suelo, aplicando un anali-
sis metagenémico, es su uso como guia en

la formulaciéon del medio de cultivo y logro
de su cultivacién in vitro.

Potencialidades de la metagenémica

Las posibilidades que este nuevo campo
ofrece son alucinantes. Descifrar la enorme
gama de procesos e interacciones que ca-
racterizan las comunidades microbianas en la
Tierra puede conducir a avances en la salud
humana, la mejora de la comprension a gran
escala de los cambios climaticos y atmosfé-
ricos, los métodos para obtener cultivos mas
fuertes y nutritivos, nuevos enfoques para la
limpieza de la contaminacion ambiental, y el
desarrollo de nuevas fuentes de energia reno-
vable. Estos son solo algunos ejemplos de las
muchas posibles aplicaciones practicas de la
metagendmica.

El ser humano siempre vivié en un mundo
dominado por los microbios, y la estrecha re-
lacién entre los microbios y los seres humanos
es un tema antiguo. Las células microbianas
que viven en el cuerpo humano adulto son diez
veces mas numerosos que las células huma-
nas. Los genomas microbianos de las comuni-
dades que viven dentro y en el cuerpo humano
(el microbioma humano) contiene muchos mas
genes que el genoma humano. Estudiar el mi-
crobioma humano puede dar lugar a valiosas
nuevas herramientas en nutricibn humana y
animal, el descubrimiento de medicamentos,
y en medicina preventiva. Este estudio tam-
bién puede ampliar mucho la profundidad de
nuestra comprension de enfermedades com-
plejas tales como obesidad, el cancer y ciertas
enfermedades inmunoldgicas, como el asma
(Turnbaugh et al., 2006).

La inmensa mayoria de nuestros microorga-
nismos asociados viven en el intestino. Estos
10 a 100 billones microorganismos desempe-
fnan funciones tales como la extraccion de nu-
trientes y calorias de componentes de nuestras
dietas y la sintesis de vitaminas esenciales y
aminoacidos. Las bacterias intestinales tam-
bién ayudan a detoxificar productos quimicos
potencialmente nocivos que pueden estar pre-
sentes en lo que comemos. Algunos de los mi-
crobios que viven en y sobre el cuerpo humano
desempefan un papel fundamental en la de-
fensa contra agentes patégenos. Esta relacion
mutuamente beneficiosa nos ayuda a prote-
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gernos de enfermedades al tiempo que se da
a los microbios un lugar para vivir. El uso de
metagendmica para obtener un conocimiento
mas profundo de las comunidades microbianas
en el cuerpo humano podria ser inmensamente
valioso en la comprension tanto de microbios
dafinos como de beneficiosos y puede con-
ducir a formas mas efectivas de diagnosticar,
tratar y prevenir enfermedades.

El enfoque metagenémico ofrece la posibi-
lidad no sélo de analizar la diversidad filoge-
nética de diversos ambientes y biofilms, sino
también de localizar los genes y operones que
codifican propiedades de interés biotecnolo-
gico. La metagendémica ha dado lugar al des-
cubrimiento y caracterizacion de una amplia
gama de biocatalizadores, que revela mucho
acerca de la diversidad natural de las enzimas
y los factores que influyen en sus funciones.
Uno de los principales enfoques para la de-
teccion de nuevos biocatalizadores implica la
deteccioén funcional lo que requiere la expre-
sion de genes heterélogos generalmente en
Escherichia coli. Mediante el enfoque metage-
noémico se estudian habitats tan diversos como
intestinos de termitas, el rumen de rumiantes
como ciervos o vacas, las muestras de suelo
de los desiertos y glaciares, asi como habitats
extremos como géiseres, mar abierto de agua
o chimeneas hidrotermales de aguas profun-
das. Es de esperar que la composicion geno-
mica de las poblaciones microbianas en estos
habitats se diferencien unos de otros, y con
ella los biocatalizadores y biomoléculas que
componen las respectivas bibliotecas metage-
noémicas. La metagendmica industrial se cen-
tra principalmente en procariotes, ya que sus
genomas puede ser objeto facilmente de las
herramientas de seleccion funcional disponi-
bles en la actualidad, y porque se supone que
la mayor diversidad se encuentra entre estos
microorganismos. Las enzimas se utilizan en
una amplia gama de aplicaciones e industrias.
Su versatilidad permite su uso tanto en los pro-
cesos para degradar polimeros naturales entre
ellos almiddn, celulosa y proteinas, asi como
para las sintesis enantioselectiva asimétrica de
productos quimicos, aunque hay muchas mas
aplicaciones.

En el ano 2000 Rondon y col. publican las
primeras bibliotecas de suelos clonados en
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vectores de tipo BAC. Se generaron dos biblio-
tecas metagenoémicas una con un tamafo de
inserto promedio de 27 kb y otra de 44.5 kb.
Pese a que el tamafio de inserto no es mayor al
de una biblioteca convencional construida con
vectores de tipo césmido o fago lambda, es la
primera publicacién en la que se informa el clo-
nado de fragmentos de ese tamafio a partir de
las poblaciones microbianas de suelo. A partir
de estas bibliotecas logran identificar clones
que expresan fenotipos tales como, lipasas y
amilasas. De igual modo Brady y col, recupe-
raron a partir de una biblioteca cosmidica de
ADN de suelo el conjunto de genes necesarios
para la sintesis de violaceina, un antibiético de
amplio espectro,.

Aunque las bibliotecas metagenomicas
constituyen en la actualidad la herramienta
mas poderosa para evaluar la diversidad fun-
cional de comunidades microbianas naturales,
no cubren los genomas de baja abundancia en
ambientes complejos como los suelos. Como
resultado, la frecuencia de clones con un feno-
tipo deseado en una biblioteca puede ser muy
baja. Esto implica la busqueda y seleccién en
miles de clones, lo que significa una tarea larga
y tediosa. En la actualidad se dispone de equi-
pos con tecnologias que facilitan la recoleccién
de colonias, y la inoculacién en placas de nu-
merosos clones al mismo tiempo.

Mientras que la industria de alimentos y de
detergentes se concentran en un numero limi-
tado de reacciones enzimaticas y sustratos, las
industrias quimica y farmacéutica trabajan con
miles de moléculas quimica y estructuralmente
diversas, y la produccion de cada uno de estos
requiere soluciones enzimaticas individuales.
En consecuencia, debido a la riqueza de bio-
catalizadores potencialmente utiles, el uso de
recursos microbianos es cada vez mas difun-
dido en las industrias quimicas y son conside-
rados indispensables para la quimica organica
moderna. Es obvio que existe una amplia de-
manda de nuevos enzimas y biocatalizadores,
y la metagenémica aparece como una de las
tecnologias con mayor potencialidad para pro-
veer de las moléculas necesarias.

Es creciente la conciencia y la percepcion
global de que la disponibilidad de combusti-
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bles fésiles no renovables no es sostenible
en el futuro proximo, y se debera superar esa
dependencia energética. Ademas, las emisio-
nes de gases de invernadero como resultado
de la quema de combustibles fésiles son una
de las causas principales del calentamiento
global. Estos factores determinan la busqueda
de combustibles renovables, y amigables para
el medio ambiente sea una de las principales
prioridades para el mundo. Una fuente de ener-
gia emergente es el etanol (alcohol de grano)-
un biocombustible de alto octanaje de derivado
de maiz, cana de azucar, o de otro tipo de fuen-
tes agricolas. El etanol celulésico se fabrica a
partir de la celulosa que se encuentra en el co-
mun de los desechos agricolas tales como la
fibra de maiz, tallos de maiz, paja de trigo, y
otras como la biomasa derivada del mijo y el
miscanthus. Pero el proceso que convierte la
celulosa a partir de residuos agricolas a eta-
nol utilizable depende de un ingrediente esen-
cial: las comunidades microbianas. En primer
lugar, varios tipos de microorganismos deben
trabajar en conjunto para transformar la celulo-
sa a partir de desechos agricolas en azucares.
Luego, los azucares son fermentados-también
por los microbios- para producir etanol.

Las vacas, con la ayuda de las bacterias,
son capaces de convertir las fibras vegetales
(celulosa) en energia, pero este es un proceso
complejo para mimetizarlo para la produccién
de biocombustibles.

La enzima que permite que una vaca digiera
los pastos y otras fibras vegetales puede ser
usada para convertir otras fibras vegetales en
azucares simples. Transformar las fibras ve-
getales en azucar requiere de tres enzimas.
Estas tres enzimas han sido recientemente in-
troducidas en una variedad de maiz denomi-
nada Spartan lll, que deriva de dos versiones
anteriores. La primera version contiene una
enzima que procede de un microbio que vive
en agua manantial caliente, y que es capaz de
transformar el gran polimero de celulosa en
fragmentos de menor tamafio. La segunda ver-
sion contiene un gen de un hongo natural que
codifica para una enzima capaz de clivar estos
fragmentos de celulosa en disacaridos. En la
ultima versién se introdujo el gen codificante
de una enzima capaz de catalizar la hidrdlisis

de los disacéaridos en azucares simples. Este
gen fue aislado a partir de microbios presen-
tes en el rumen de vaca. Mediante ingenieria
genética este gen ha sido modificado de forma
tal de dirigir el producto de su expresién hacia
vacuolas, de esta forma las enzimas digestivas
permanecen almacenadas hasta su cosecha
(Sticken, 2008). Estos son algunos ejemplos
que ponen de manifiesto la potencialidad de
los enfoques metagendmicos tanto en su pro-
posito biotecnolégico como en el analisis de
las comunidades ambientales. En definitiva, la
metagendmica surge hoy como una disciplina
nueva que nos permitira ampliar nuestro cono-
cimiento de la microbiologia hasta dimensio-
nes aun inimaginables.
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I. CAPITULO 12

Bioinformatica aplicada a la
biotecnologia vegetal

N Paniego; R Heinz; P Fernandez; V Lia;
C Fusari

Introduccién

La Bioinformatica es una disciplina cientifica
que ha evolucionado rapidamente en los ulti-
mos afnos respondiendo al avance y a las ne-
cesidades de procesamiento, almacenamiento
y anadlisis de datos bioldgicos derivados de las
tecnologias asociadas a las émicas, para ge-
nerar nueva informacion y conocimientos en
el area de la biologia. EI campo de la bioinfor-
matica es multidisciplinario abarcando el de-
sarrollo de bases de datos, el alineamiento de
secuencias, la prediccion de estructuras protei-
cas, la construccién de arboles filogenéticos,
entre otros. En este capitulo nos dedicaremos
especificamente a la bioinformatica aplicada
a la biotecnologia vegetal, particularmente a
cultivos agronémicos y plantas modelo, con
el propdsito de guiar al estudiante de un cur-
so inicial de biotecnologia vegetal o de biolo-
gia molecular de plantas en la aplicacion de
los conceptos y las herramientas basicas de la
bioinformatica, complementando los conceptos
introducidos en la primera edicion de este libro.
Este material no pretende cubrir la totalidad de
los recursos existentes para la materia, el obje-
tivo es motivar el interés de los estudiantes en
la exploracion y el uso de recursos y métodos
computacionales basicos para el desarrollo de
su actividad cientifica o profesional futura. Para
ello, describiremos en primer lugar algunas ba-
ses de datos especificas de iniciativas geno-
micas de plantas e introduciremos el concepto
de anotacion de datos gendmicos. La segunda
parte del capitulo esta dedicada a la bioinfor-
matica aplicada a estudios de expresion, la
busqueda de marcadores moleculares funcio-
nales y el analisis de su variabilidad genética.

Bases de datos generales y especificas
de especie
El uso de tecnologias de bases de datos ha

sido adoptado por la comunidad cientifica des-
de el inicio de las iniciativas genomicas para fa-
cilitar la organizacion y la difusion de los datos.
Esto hace que se distingan distintas categorias
de bases de datos, entre las principales estan
aquellas que son repositorios publicos a gran
escala y bases de datos especificas de iniciati-
vas comunitarias

Los repositorios publicos a gran escala son
bases de datos estables, generalmente man-
tenidas por agencias gubernamentales, que
archivan principalmente informacion estatica,
un ejemplo tipico es Genbank. La informacion
disponible en esa base de datos en particular
puede ser accedida a través de ENTREZ, un
buscador que combina la interrogacion simul-
tanea de 35 bases de datos disponibles en
el sitio NCBI. Algunas de éstas son bases de
datos secundarias que agregan informacion a
los datos primarios (secuencias nucleotidicas),
entre las cuales podemos mencionar Gene,
UniGene, HomoloGen o RefSeq.

Dentro de las bases de datos comunitarias
estan aquellas que almacenan datos deriva-
dos de estudios sobre especies modelo, gene-
ralmente focalizando en una especie 0 en un
grupo de especies relacionadas. La primera
base de datos de esta categoria establecida
para especies vegetales es “The Arabidopsis
Information Resource” (TAIR), que reune la
informacion asociada a esta especie modelo
en relacién a secuencias, genes y proteinas,
marcadores, alelos, mapas, vias metabdlicas,
literatura, protocolos, microarreglos, ontologia
de genes, anotaciones, disponibilidad de ger-
moplasma/semillas y herramientas de anali-
sis. En los ultimos afos, ha surgido una nueva
generacion de bases de datos que integran la
informacion de muchas especies para permitir
la comparacion de genomas, entre ellas esta
Gramene que integra recursos para la compa-
racion de mapas genéticos vy fisicos de arroz
y otras especies de gramineas; LIS permite
la comparacion genoémica y de transcriptos de
distintas especies de leguminosas; finalmente
Phytozome (http://www.phytozome.net: Tool for
green plant comparative genomics) reune la in-
formacion competa de 14 genomas vegetales,
agrupamientos de genes ortélogos, paralogos
y familias de genes y herramientas de analisis
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como BLAST para hacer comparaciones con-
tra los proteomas de cada una de las especies
representadas en la base de datos. La Tabla 1
condensa un numero importante de bases de
datos especificas junto con sus accesos Web
para facilitar la exploracién de las mismas.
Asimismo, existen bases de datos especifi-
cas de patdgenos que afectan cultivos agrono-
micamente importantes. Estas bases aportan
informacion sobre la secuencia del genoma de
los patdgenos, la cual puede ser asociada a la
informacion derivada de estudios funcionales
de transcriptos inducidos durante la interaccién
con la planta huésped, permitiendo el disefio
de estrategias de mejoramiento de los cultivos
para lograr resistencia. Entre estas bases de
datos se pueden mencionar a: Phytophthora
Functional Genomics Database y PathoPlant.

Anotaciéon funcional de los datos

genomicos

El proceso de anotacién de los datos gend-
micos a nivel de proteinas consiste en tratar de
deducir a partir de los datos de secuenciacién
nucleotidica, las caracteristicas funcionales del
genoma de un organismo, explorando y descri-
biendo los niveles intermedios de organizacion
como funciones y procesos moleculares, ce-
lulares, fisiologicos, compartimentalizacion de
las funciones, etc. Este proceso de anotacion
demanda una gran integracién de los datos e
informacion disponible para la especie o para
especies relacionadas, haciendo uso de herra-
mientas de la bioinformatica para la compara-
cidén y la extraccion de datos y de las bases
de datos generales y especificas, del conoci-
miento biolégico acumulado en publicaciones
y de los analisis transcriptémicos o gendémicos
disponibles.

Una de las primeras etapas en este proceso
es la de tratar de asignar una funcién molecu-
lar a la mayoria de las secuencias incognitas
mediante la comparacién con genes de funcion
conocida. La forma mas precisa para hacer
esta comparaciéon es a nivel de productos de
genes, 0 sea, trabajando con las secuencias
de aminoacidos obtenidas a partir de la tra-
duccion de las secuencias nucleotidicas a los
seis marcos de lectura posibles. Este método
de comparacion de secuencias, que es central

Biotecnologia y Mejoramiento Vegetal Il

en el proceso de anotacién funcional, se basa
en la caracteristica que tienen las proteinas ho-
mologas de conservar la misma funcion y se
sustenta con bases de datos de secuencias de
proteinas curadas cuidadosamente como por
ejemplo SwissProt o PIR.

No obstante, puede asumirse en general que
las bases de datos de proteinas asociadas a
organismos modelo se encuentran correcta-
mente anotadas y pueden usarse como refe-
rencia para inferir posibles funciones molecu-
lares. Sin embargo, para que los procesos de
anotacion dentro y entre especies en organis-
mos no-modelo sean lo mas eficiente y compa-
rable posible, lo 6ptimo es referir la anotacién
asignada a vocabularios estructurados u onto-
logias. Existen diferentes iniciativas para es-
tablecer vocabularios controlados, una de las
mas frecuentemente usadas es la “Ontologia
de genes” (Gene Ontology, GO), que establece
tres categorias o jerarquias: (1) las funciones
moleculares, (2) los procesos bioldgicos y (3) la
localizacion sub-celular o componente celular.

El proceso de anotacion es un proceso conti-
nuo que debe ser constantemente actualizado
con el fin de agregar nueva informacion vy refi-
nar la informacion existente.

Anotacion de secuencias en especies de

plantas no-modelo

Acorde a lo mencionado, la anotacion geno-
mica llevada a cabo en la mayoria de los pro-
yectos y en especial en los proyectos de peque-
fa envergadura dedicados a la caracterizacién
de transcriptos 0 ESTs, se basan en el uso del
algoritmo BLAST. La calidad de los resultados
en todos los casos depende de los parametros
definidos para recuperar secuencias similares
en la comparacién usando BLASTX o BLASTP,
recomendandose como parametros 6ptimos E
valores menores de e-10, identidades mayores
a 30% y coberturas mayores o iguales a 50%.

Las bases de datos contra las cuales se rea-
lizan las comparaciones juegan también un rol
importante en relacion al numero y calidad de
los “hits” recuperados. Algunas de las bases de
datos de nucledtidos y proteinas mas utilizadas
para la anotacién de secuencias de plantas son
los indice de Genes (DFCI: http://compbio.dfci.
harvard.edu/tgi/), Unigenes (NCBI) y PlantGDB
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(http://www.plantgdb.org/). Las bases de datos
de proteinas que se utilizan en general son:
NR, SwissProt, Trembl, Uniprot, Uniprotsw,
Uniprot-tr, Uniref100 y bases de proteinas de
proyectos especificos (Tabla 1).

En base al mejor valor de similitud obteni-
do en la comparacion, se asigna una funcién
génica probable a cada secuencia analizada.
Posteriormente, dicha anotacion se mapea
contra una base de datos de Gene Ontology
para finalmente anotar los productos de ge-
nes acorde a las normas del Consorcio de
Ontologia Génica (GO). Otros vocabularios
controlados complementarios a GO, son la
Comisién de Enzimas (Enzyme Comision, EC)

que adjudica una numeracién basada en una
clasificacion esquematica de enzimas segun la
reaccion que se encuentran catalizando vy el
Consorcio KEGG (The Kyoto Encyclopedia of
Genes and Genomes) que genera anotacién
de vias metabdlicas para aquellas especies
que presentan su genoma secuenciado o en
vias finalizacion. La anotacién funcional basa-
da en ontologias puede realizarse usando soft-
ware libre por ejemplo Blast2GO o GOtcha.

Expresion de Genes

El analisis de patrones de expresion consis-
te en la identificacion de todos los transcrip-
tos presentes en una determinada muestra

Tabla 1: Bases de datos gendmicas especificas de especie.

Bases de datos generales

HCEI Plant Genomes Central
PlanmtGDE: plant genome database
MIPS planls databases

Bases de datos multies pecie para gendmica comparativa

URL

wwne, ncii.nim.nih.gowgencmes/PLANT S/PlantList. imil
wiww. plantgdb.org
mipe.gsl da/projfplantsligenomes jsp

Phytazome: comparative genomics of plants

Gramane: a Rasource for Comparalive Grass Ganomics
LIS: Lagume Information System

SaLAD: Surveyed Alignmeant and Associating Dendrogram
SGN: Solanaceas genomic netwark

Bases de datos de genomas de iniciativas genomicas

www, phytozome. net

WWWLOMA Mene. org
www.comparative  -legumes.org
salad.dna.affrc.go.jpésalad

wwnw sgn.cornelledu

completas y parciales

TAIR: The Arabidopsis Information Resource

Rice Annotation Project Database (RAF -DBE)
Grain Genas 2.0: a Dalabase for Trtceas and Avena
MaizaDB

Medicago truncatula: a madel for legume research
Lotus japonicus  genome

Wheat Applied Genomics

SoyBase and the Sovbean Breeder's Toolbox

www. arabidopsis.org
rapdb.dna.afre.gojp

wheal. pw.usda gow/GG2indeax.shiml
www. maizagdb.crg
wanw.medicago.org

wwnw kazusa.orplatus

masw heat ucdavis edu

soybase org

SoyMap: An infegrated map of soybean for resolution and dissection

of multipls

Brassica rapa genomse
Compaositag genomics projec
Cotton Marker Database

t

W soymap.org/

www, brassica -rapa.org/BRGPindex. jsp
compgenomics. ucdavis. edw'compositas_index. php
www coltonmaner.ong

Dendrome: a collection of forest tree genome databases and other

forast ganatic
Intermational Grape Genome Projact

Popu lus Genome Integrative Explorer

Bases de datos de diversidad

dendrome. ucdawvis.adu
W vilaceaa org
www, popgenie. db.umu, se

PanZea; Molecular and Functional Diversity of the Maize Genome
TolL: Tree of Lifi Web Project

WWW.pENZEA.0Mg
wwnw tolweb.org
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de tejido. El desarrollo de tecnologias de alto
procesamiento de datos ha permitido abordar
estudios de expresion génica en forma concer-
tada para miles de genes a partir de distintos
genotipos en determinados 6rganos, tejidos,
y condiciones de crecimiento. El disefio de los
experimentos de expresion, asi como las he-
rramientas de analisis de la informacion gene-
rada constituyen factores claves para obtener
informacion con significado bioldgico.

Las distintas estrategias que permiten eva-
luar perfiles transcripcionales pueden dividirse
en dos grupos. Un primer grupo corresponde
a estrategias en las que la estimacion del ni-
vel de la expresion se basa en la intensidad
relativa de una sefal de hibridacién e incluye
los tradicionales experimentos de northern blot
y los microarreglos de ADNCc, en los cuales se
toma la intensidad relativa de la sefial como
medida de la trascripcion. El otro grupo de
estrategias se basa en una cuenta directa del
numero de cada transcripto presente en una
muestra, incluyendo la secuenciacion de se-
cuencias expresadas o “Expressed Sequence
Tags” (ESTs), el analisis de la expresion génica
en serie o “Serial Analysis of Gene Expresion”
(SAGE) y la secuenciacion masiva en paralelo
o “Massively Parallel Signature Sequencing”
(MPSS). En este capitulo se discutiran las es-
trategias de analisis de expresion que permiten
la evaluacién concertada de un gran numero
de genes en forma procesiva.

Expressed Sequence Tags (ESTs):

La secuenciacién de moléculas de ADN
complementario (ADNc) sintetizadas a partir
de ARN mensajeros obtenidos de muestra bio-
I6gica en particular, realizada a través de una
unica lectura, da origen a un conjunto de se-
cuencias denominadas ESTs, que representan
secuencias parciales de las colecciones origi-
nales de ADNCc.

Actualmente, la division EST de GenBank
cuenta con un total aproximado de 6.000.000
secuencias y se encuentran representadas
mas de 100 especies de plantas.

La secuenciacion de ADNc constituyd una
herramienta alternativa de los proyectos geno-
micos para el descubrimiento de nuevos genes
para distintas especies, cuando la secuencia-
cion de genomas complejos no contaba con
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las actuales técnicas de secuenciacion masiva
que prometen en un futuro cercano capacidad
de procesamiento elevada a costos accesibles
a la comunidad en general. Aun con el adveni-
miento de proyectos gendmicos de gran esca-
la, la secuenciacion de ESTs permite la identifi-
cacion de genes que se expresan en pocos te-
jidos y/o su expresion es muy baja, mediante la
construccion de colecciones de ADNc normali-
zadas o enriquecidas en determinados trans-
criptos como las colecciones derivadas de téc-
nicas de hibridacioén sustractiva o “Suppressed
Subtracted Hybridization” Asimismo, el agru-
pamiento de ESTs derivados de distintas co-
lecciones de ADNc para una dada especie en
grupos o clusters de secuencias no redundan-
tes, utilizando rutinas de analisis como las es-
quematizadas en la Figura 1 permite estimar el
numero de genes de una especie.

Respecto al analisis de expresidén génica,
los ESTs contribuyen a estos estudios a través
de dos vias: 1) la proporcion de ESTs corres-
pondientes a un determinado gen respecto a
un conjunto de ESTs generados en distintas
condiciones experimentales refleja el nivel de
expresion del mismo; y 2) en segundo lugar las
bases de ESTs se utilizan para el disefio de oli-
gonucleotidos en experimentos de microarre-
glos de ADNc para evaluar expresion génica.

Los experimentos de microarreglos repre-
sentan una de las herramientas mas frecuen-
tes para aproximarse a los analisis de expre-
sion de genes a gran escala. Una vez que se
obtienen los resultados surgen interrogantes
como ¢ Cuales son los genes sobre o sub-ex-
presados en el experimento?, s Cuales son los
perfiles de expresion que pueden revelarse en
general a partir de este experimento? En esta
seccion ejemplificaremos un caso de estudio
para ilustrar el proceso de analisis utilizando
programas de libre distribucion basados en el
lenguaje estadistico R (Bioconductor).

En el Instituto de Biotecnologia de INTA
Castelar (IB) se disefid un microarreglo de
ADNc conteniendo 317 secuencias de tipo
ESTs previamente desarrollados en base a
secuencias organo-especificas de una linea de
girasol cultivado). Para la impresiéon de los mi-
croarreglos de ADNc sobre soporte de vidrio,
se amplificaron por PCR los fragmentos re-
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Figura 1: eBiopipeline. A. vista esquematica; B. pagina inicial, menu de programacion y salidas

del programa.

presentativos de los unigenes anotados en las
bibliotecas previamente caracterizadas. Estos
microarreglos fueron hibridados con ARN total
de plantas crecidas en invernaculo y someti-
das a dos condiciones de estrés abidtico dife-
renciales: frio y salinidad. Una vez impresos,
los vidrios fueron escaneados (usando cana-
les para ambos fluordforos) a tres intensidades
diferentes, usando el lector de fluorescencia
VersArray Chip Reader (BioRad). Las image-
nes obtenidas fueron analizadas utilizando el
programa de acceso libre Spotfinder (www.
tm4.org/spotfinder.html), cuantificandose la in-
tensidad de sefal para cada spot. Luego, se
realizé una integracion de los datos de las ima-
genes escaneadas (Figura 2).

Preprocesamiento de los datos

La imagen obtenida a partir de un microarre-
glo corresponde a la informacion cruda de un
experimento de estas caracteristicas. Es asi
que los algoritmos computacionales convierten
la imagen en informacién numérica que cuan-
tifica dicha expresion: este es el primer paso
en un analisis de datos de microarreglos, y es
fundamental la calidad y la rigurosidad obteni-

da de la misma para la posterior interpretacion
que se obtendra como resultado.

Normalizacion

La normalizacion es un término genérico que
se refiere a la resolucion de errores sistemati-
cos y desvios producidos en un microarreglo
debido a condiciones experimentales inevita-
bles y propias de la plataforma utilizada. La
normalizacion y el analisis de expresion global
se realizaron en este caso a través de pro-
gramas generados utilizando el programa R
(University of Auckland) a través de su versién
R 1.9.0 (http://www.rproject.org). Los datos de
cada vidrio fueron normalizados corrigendo la
dependencia por intensidad mediante la utiliza-
cién del suavizador no paramétrico LOWESS
(regresion local ponderada). Se realizé una in-
tegracion de los datos de las réplicas técnicas
dentro de cada soporte (cada spot fue impreso
4 veces) y las réplicas técnicas entre sopor-
tes (intercambio de fluoréforos o “dye-swap”).
Luego de este paso el producto obtenido es
una matriz de expresion génica cuyo analisis
se focaliza en la identificacién de genes con
expresiones diferenciales.
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Figura 2: Imagen de una micromatriz de dos canales (Bello y col. 2006)
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Limpieza de datos y transformacion

Una vez obtenida la matriz de expresién gé-
nica, existe una serie de pasos que se llevan a
cabo para asegurar una alta calidad en el ana-
lisis. Ellos son: la remocion de spots dudosos o
conflictivos (flagged features), que se resuelve
ya sea eliminando los spots con error aparente
(con el consiguiente riesgo de pérdida de da-
tos valiosos), o marcandolos para luego refe-
rirlos a la imagen original en el momento de su
analisis; la correccién y/o sustraccion del ruido
de fondo (correccion o sustraccion de back-
ground). La senal de fondo es indicadora de
una hibridacién inespecifica siempre y cuando
la intensidad del spot de interés sea mayor que
la intensidad del ruido de fondo. Si ocurre al
revés, existe la posibilidad que esté represen-
tando un problema local en el microarreglo y la
intensidad del spot se convierta en informacion
no confiable; y por ultimo la transformacion lo-
garitmica de los valores para hacer constante
la variabilidad a todos los niveles de intensidad
detectados.

Analisis estadistico de los datos

Evaluacién de consistencia en las

repeticiones

Para evaluar las diferencias asociadas a las
repeticiones bioldgicas de este experimento se
obtuvo una ordenacién de las mismas en un
plano de ordenacion generado mediante ana-
lisis de componentes principales aplicado a la
matriz de expresiones génicas. Esta aproxima-
cion tuvo en cuenta la informacion de todos los
genes simultdneamente y permitié establecer
si una repeticion se comportaba de manera ati-
pica o no.

Identificacién de grupos de genes con expre-
sién diferencial.

El analisis de la matriz de expresién génica
se focalizé en la identificacion de genes con ex-
presiones diferenciales. Existen diversas estra-
tegias para obtener un listado de genes candi-
datos. La estrategia mas sencilla es aplicar una
prueba de hipétesis tradicional gen a gen. Esta
aproximacion tiene el inconveniente de gene-
rar un gran numero de falsos positivos. Los
métodos correctivos, basados en el control de

la tasa de falsos positivos, presentan a su vez
la dificultad de generar una alta tasa de falsos
negativos. Por consiguiente, la metodologia
utilizada en este trabajo consistié en comple-
mentar las técnicas de inferencia clasicas con
un criterio de seleccion basado en el ordena-
miento de genes y tratamientos en el espacio
generado por los dos primeros ejes principa-
les obtenidos de un analisis de componentes
principales de la matriz de expresion génica.
Posteriormente, y dentro del conjunto de genes
seleccionados en el paso anterior, se realizo el
reconocimiento de grupos de genes con perfiles
de expresion similar mediante la aplicacion de
un algoritmo de clasificacion no supervisada,
k-centroides para nuestro caso de estudio. El
analisis transcripcional mediante la aplicacién
de k-centroides permitié detectar 3 grupos de
genes bien diferenciados en sus patrones de
expresion. Por una parte el Grupo 2, integrado
por 126 genes, no mostré variacion en sus ni-
veles medios a través de los tratamientos. En
cambio, el Grupo 1 (integrado por 112 genes)
evidencio sobre-expresion respecto del control
cuando las plantas fueron sometidas a estrés
(por frio o por salinidad). De manera analoga,
49 genes conformaron el Grupo 3, pero en este
caso se observo una sub-expresién respecto
del control en ambos tratamientos.

Obtencion de la lista de genes

diferencialmente expresados

Para combinar esta aproximacion, basada
en la ordenacién de genes por ACP y el criterio
clasico de prueba de hipodtesis para igualdad
de medias, se consideraron soélo aquellos ge-
nes que para la prueba clasica de analisis de
la varianza tuvieran un p-valor menor o igual a
0,05 y que estuvieran a un distancia del origen
en la Figura 3 mayor que 9 (correspondiente,
aproximadamente al percentil 70 de la distribu-
cion de distancias al origen). Este criterio de
corte se selecciond teniendo en cuenta el gen
T411 (Genbank AN BU671801), que habia sido
previamente validado experimentalmente.

Para cada uno de los 80 genes seleccio-
nados como genes candidatos se graficé el
perfil de expresion segun su comportamiento
en cada tratamiento a través de un grafico de
colores de expresion diferencial (heatmap) de
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Figura 3. Bi-plot que muestra genes con p-valor para un test F< 0,05 y con una distancia al origen < per-
centilo 70 de la distancia al origen de la distribucion (circulos rellenos).

modo de analizar cualitativamente el gradiente
diferencial por tratamiento y por gen mediante
un grafico de perfiles de expresién individua-
les. De estos resultados surgieron genes can-
didatos de interés para su analisis de expresion
diferencial, de los cuales 15 fueron selecciona-
dos para validar mediante la técnica de PCR
cuantitativa (QPCR).

Este ultimo paso de validacion es de una
herramienta indispensable en el analisis de
microarreglos ya que por todo lo expuesto
anteriormente podemos inferir que los genes
obtenidos son producto de transformaciones
numeéricas y una evaluacién subjetiva al crite-
rio estadistico aplicado. Es asi que podemos
concluir que la validaciéon experimental confie-
re rigurosidad biologica a un conjunto de su-
puestos genes candidatos obtenidos a partir de
una lista de genes diferencialmente expresa-

dos para las condiciones evaluadas, producto
final de un analisis de microarreglos.

Busqueda de marcadores funcionales en

bases de datos genémicos

Como mencionamos anteriormente, la se-
cuenciacion completa de los genomas de es-
pecies modelo o parcial de especies de interés
ha generado una rapida acumulacion de infor-
macion biolégica que es depositada en bases
de datos gendmicas y es facilmente accesible
a través de Internet. Esta informacioén, que de-
riva en muchos casos de la caracterizacion de
lineas elite de una misma especie, de especies
de un mismo género o de distintas fuentes re-
lacionadas, constituye el recurso que permite
sistematizar el desarrollo de marcadores mo-
leculares potencialmente asociados a la varia-
cion fenotipica para caracteres de interés. El



potencial de descubrir marcadores molecu-
lares funcionales analizando las secuencias
depositadas en las bases de datos generales,
fundamentalmente de ESTs, ha permitido su-
perar una de las limitaciones mas importantes
de los marcadores moleculares locus-especifi-
co que es el costo inicial de desarrollo.

Identificacion in silico de SNPs

Los polimorfismos de nucleétido simple
(SNPs) o los generados por pequefias inser-
ciones/deleciones (Indels) se han convertido
en una de las herramientas mas utilizadas
para la caracterizacion genética tanto de plan-
tas como de animales debido a su baja tasa de
mutacion y a su gran abundancia, ubicuidad y
dispersion en los genomas. Su uso se ha ex-
tendido a aplicaciones tales como la construc-
cion de mapas genéticos de alta resolucion,
mapeo de asociacion, estudios de diversidad
genética y conservacion, identificacion y anali-
sis de la estabilidad de cultivares, delimitacion
y asignacion de grupos heterdticos, analisis fi-
logenéticos, seleccién asistida por marcadores
y caracterizacién de recursos genéticos.

Un SNP representa una diferencia en una
base nucleotidica entre 2 secuencias de ADN
y puede ser categorizada como transicion (C/T
or G/A) o transversién (C/G, A/T, C/A, o T/G) de
acuerdo a la sustitucion nucleotidica observa-
da. El uso de marcadores SNP para cualquiera
de las aplicaciones mencionadas requiere de
una primera etapa de deteccién y desarrollo
que puede ser abordada a partir de una estra-
tegia “de laboratorio” (ej. secuenciacién y com-
paracion de genes o regiones candidatas en un
conjunto de materiales de interés) o bien estar
basada en aproximaciones in silico que hacen
uso de la informacion de secuencia disponible
en las bases de datos biologicas. En este ul-
timo caso, el procedimiento de busqueda ge-
neralmente involucra un protocolo de pocos
pasos. Primero se identifican secuencias con
alta similitud entre multiples individuos a partir
de una o varias bases de datos previamente
seleccionadas en funcion del organismo o tipo
de caracter que se desee estudiar, utilizando
habitualmente los algoritmos de busqueda de
similitud de secuencias de tipo BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool). Posteriormente,

se realizan los alineamientos base a base para
cada uno de los grupos de secuencias y los
mismos son analizados para detectar las dife-
rencias nucleotidicas o SNPs. La rigurosidad y
detallada evaluacién de esta instancia es fun-
damental para encontrar verdaderas variantes
alélicas dentro de los diferentes grupos. Es
por ello que se encuentran disponibles diver-
sas herramientas estadisticas que permiten di-
ferenciar los errores de secuenciacion de las
verdaderas variantes alélicas basandose en
el valor de calidad de la base secuenciada y
en medidas de exactitud de la secuencia. Los
programas desarrollados para la deteccion de
SNPs, tanto para uso académico (PolyBayes
y PolyPhred) como aquellos sujetos a licen-
cias comerciales (Sequencher, Gene Codes
Corporation) utilizan los datos de calidad de
secuencia para eliminar los falsos positivos o
incorporan el concepto de velocidad de muta-
ciones esperadas para distinguir los verdade-
ros SNPs. Asimismo, estos programas ofrecen
la ventaja de presentar una interfase grafica
y pueden ser usados tanto para comparacion
de secuencias cortas como para estimar SNPs
dentro de largas regiones gendmicas. Muchos
grupos han explorado ademas métodos alter-
nativos de deteccion de SNPs basados en el
uso de microarreglos de ADN de alta densidad.

Identificacion in silico de SSRs

Los microsatélites (repeticiones en tandem
de mono, di, tri, tetra o pentanucleétidos) son
herramientas muy utiles como marcadores
genotipicos debido a que son relativamente
abundantes, multialélicos (hipervariables con
respecto al numero de repeticiones), hereda-
dos en forma estable y codominantes (se dis-
tinguen los alelos de un locus), permitiendo
distinguir materiales estrechamente relaciona-
dos. Desde el punto de vista metodoldgico, son
faciles de detectar mediante PCR, requiriendo
poca cantidad de ADN para el analisis y poco
equipamiento.

La identificacion in silico de SSRs a partir de
la abundancia de secuencias gendmicas dis-
ponibles para genomas vegetales, al igual que
para los SNPs, se ha convertido en la alterna-
tiva mas econodmica de desarrollar este tipo
de marcadores haciendo uso de herramientas
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computacionales eficientes. Asimismo, es muy
frecuente poder asociar una funcion molecular
determinada por similitud a la secuencia que
alberga la repeticion convirtiéndolo en un mar-
cador funcional.

Existen distintas herramientas computa-
cionales basadas en la web para el descubri-
miento de SSRs y el disefio de iniciadores es-
pecificos para la amplificacion de los mismos.
Se pueden mencionar como ejemplos el pro-
grama SSRPoly accesible desde el sitio http://
acpfg.imb.uq.edu.au/ssrpoly.php, que permite
la identificacion de SSR polimérficos que se
distinguen de las variantes monomérficas por
la representacion de tamafos variables del mi-
crosatélite identificado en alineamientos multi-
ples de secuencias representadas en la bases
de datos. Otra herramienta valiosa disponible
en la web es CUGI SSR Server (http://www.ge-
nome.clemson.edu/cgi-bin/cugi_ssr).

Analisis de la variabilidad genética

Finalizada la etapa de desarrollo de marca-
dores moleculares, la fase siguiente general-
mente consiste en la genotipificacion de gran-
des cantidades de individuos a fin de determinar
las variantes alélicas presentes en cada uno de
ellos para cada uno de los marcadores detec-
tados. La eleccion de la metodologia mas apro-
piada dependera de los recursos disponibles y
del nivel de procesamiento que se desee al-
canzar. Entre las mas utilizadas para el caso de
los SNPs pueden mencionarse: secuenciacion
directa, amplificacion alelo-especifica por reac-
cion en cadena de la polimerasa (PCR), mé-
todos de digestion enzimatica, hibridacion con
oligonucleétidos alelo-especificos, y por ultimo
las plataformas de microarreglos GoldenGate
e Infinium desarrolladas por Illumina (lllumina,
San Diego, CA, USA).

La tecnologia de SNPs presenta un gran po-
tencial para la identificacion de las formas aléli-
cas que controlan procesos biolégicos comple-
jos, como la resistencia a los estreses bidticos
y abidticos que afectan la productividad de los
cultivos. Sin embargo, para ser aprovechado
en su totalidad, este potencial debe ser com-
binado con metodologias analiticas apropia-
das. En los ultimos afos las metodologias de
mapeo por asociacion han surgido como com-

Biotecnologia y Mejoramiento Vegetal Il

plemento de las aproximaciones convenciona-
les (ej. Mapeo de QTLs) y han ido cobrando
cada vez mas importancia como herramientas
para alcanzar un mayor grado de resolucion.
En pocas palabras, el razonamiento subyacen-
te al mapeo de asociacién consiste en utilizar
eventos de recombinacion histéricos a lo largo
de un linaje, y no solamente aquellos ocurridos
en una determinada poblacién de mapeo, para
establecer posibles relaciones entre genotipo
y fenotipo. Los polimorfismos responsables de
la variacion fenotipica no son observados en
forma directa, si no que surgen a partir de in-
ferencia estadistica. La base para la deteccion
de tales correlaciones es la asociacion no alea-
toria entre un polimorfismo dado y la variacién
fenotipica para cierto rasgo de interés, es decir
la identificacién de desequilibrio de ligamiento
(DL) entre las variantes genéticas causales de
la variacion del caracter y los polimorfismos
analizados.

Previo a cualquier estudio de mapeo por aso-
ciacion, y para realizar un disefio experimen-
tal apropiado, es necesario conocer el grado
y la estructura genémica del DL en la especie
a evaluar, ya que éste es variable tanto entre
especies como para las diferentes regiones de
un mismo genoma. Las dos medidas preferi-
das en la literatura para cuantificar DL son el
coeficiente de desequilibrio estandarizado (D’)
y la correlaciéon de frecuencias alélicas al cua-
drado (r2). La estimacién del DL generalmente
involucra grandes cantidades de marcadores,
razén por la cual suelen resultar utiles las he-
rramientas de software que permiten sistemati-
zar el calculo de ambas medidas y representar
graficamente las asociaciones halladas (por
ej.: DNAsp, Arlequin, Gold, GoldSurfer).

El desarrollo de un estudio de mapeo por
asociacion involucra la evaluacion fenotipica
del caracter agronémico de interés (ej. peso
del grano, contenido de aceite, dias a flora-
cion, AUDPC, etc) y la genotipificacion de un
conjunto apropiado de SNPs para cada una de
las entidades a comparar (lineas, variedades,
etc). El nimero y naturaleza de los polimorfis-
mos a caracterizar dependera de la estrategia
de analisis que se haya seleccionado. Si se
desea explorar todo el genoma (genome-wide
analysis) el numero de SNPs sera mucho ma-
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yor (entre 10.000 y 100.000) que el requerido
si sOlo se estudian los polimorfismos corres-
pondientes a un grupo de genes candidatos.
Sin embargo, en este ultimo caso es necesario
un conocimiento previo de la base genética del
caracter fenotipico en estudio. Otro aspecto
importante del disefio experimental es la selec-
cion de individuos. En humanos generalmente
es la utilizacion de metodologias basadas en
poblaciones de enfermos vs. controles sanos
(case-control) o aquellas que involucran indi-
viduos relacionados o familias en donde algun
individuo es enfermo (Transmission disequi-
librium tests). En plantas, los individuos de la
poblacion en estudio usualmente incluyen ger-
moplasma de distinto origen geografico con el
objeto de abarcar la mayor cantidad posible de
variacion genética y fenotipica.

Las inferencias estadisticas del mapeo por
asociacion para rasgos continuos son general-
mente realizadas a través de analisis de regre-
sion lineal, si bien también son aplicables otras
aproximaciones. Dado que existen diversos
factores que pueden llevar al establecimiento
de asociaciones espurias, se han desarrolla-
do modelos especificos en donde es posible
incorporar las distintas variables intervinien-
tes y controlar su efecto en la deteccién de
asociaciones. Entre los procesos que pueden
interferir en el analisis se encuentran: la sub-
estructuracion de las poblaciones estudiadas,
las interacciones epistaticas y pleiotropicas,
las interacciones entre genotipo y ambiente, el
tamano muestral pequefo, la complejidad del
caracter en estudio y la calidad de los registros
fenotipicos. El software Tassell es uno de los
paquetes mas utilizados para los estudios de
asociacion en plantas ya que incluye metodolo-
gias que permiten tener en cuenta la estructura
poblacional y el grado de parentesco entre los
individuos analizados.

En conclusién, el mapeo por asociacion
constituye una poderosa herramienta para la
diseccion genética de caracteres complejos,
siendo los SNPs marcadores ideales para la
implementacion de tales estudios dada su alta
frecuencia y ubicuidad en los genomas.
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