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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.
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6- Sensor de humedad ambiente.
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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

°s "¢
I; S 4 ‘
" l'\ X "::'. u\
L. e * .’/o' o
2" s
& A B B
.ﬂh . .b‘ “u:
- g::\;:"" "‘f" s.?,
c w Y4V oD
go ag
- 0B Bouop @

m

goog Enoo
fidi augn aomg pont dnAn

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

B,5micrasenCyDy25micrasenEyF.



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.
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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

Q_ %

restriccion
enzimatica

— 4 5
ADM ligasa s

I bag®)
O—e e

Introduccidn en
célula hospedadora

ADN
recombinante

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

Biotecnologia y Mejoramiento Vegetal Il



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,
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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-

Biotecnologia y Mejoramiento Vegetal Il



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-
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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-

67



5
3

ddGTP* ddTTP* ddATP*

dATH

\d o
B ECTROFORESIS

dCTP

g

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.
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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.
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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