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Prefacio

El conocimiento, la creatividad y la innovacion tecnologica de
las ciencias agrarias son fundamentales en el desarrollo cultural
y econdmico de las naciones, permiten al hombre la obtencién
de resultados y experiencias que idealmente se plasman como
producto de la investigacion cientifica. Tal como lo dijo el
visionario de la estructura molecular del ADN Francis Crick,
«Una de las caracteristicas mas sorprendentes de la ciencia
moderna es que suele avanzar con tal rapidez que un
investigador puede comprobar, con cierta aproximacion si sus
ideas anteriores, o las de sus contemporaneos, eran correctas o
incorrectas. En el pasado esta posibilidad no se daba con tanta
frecuencia. Ni tampoco actualmente en los campos que

avanzan con lentitud».

“Mejoramiento Biotecnologico de Plantas y Modificacion
Genética” es una obra sobre el fitomejoramiento actual de
los cultivos, en la cual se presenta una conjugacion inédita
de seis temas secuenciales relevantes (Introduccion,
Conservacion y utilizacion de las plantas, Cultivo de tejidos
vegetales, Expresion génica y transcriptos de interés
agroindustrial, Transformacién genética y desarrollo de
cultivares modernos, y Bioinformatica en el mejoramiento

genético de plantas) con un enfoque fundamentalmente
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teorico y aplicativo en su totalidad, que aborda aspectos de
la ciencia y tecnologia contemporaneas con un lenguaje
atractivo y preciso que pretende servir de guia o
reforzamiento en el desarrollo de asignaturas afines. El
esfuerzo realizado responde a la necesidad de contar con
una obra cientifica de ensenanza-aprendizaje en lengua
espafola; la organizacion y profundidad de su contenido es
el producto de la investigacion y la ensefianza universitaria;
se ha procurado concentrar en un solo ejemplar una selecta
informacién tematica que se encuentra diseminada
globalmente, sefialando fuentes originales, muchas de las
cuales constituyen verdaderos clasicos para sustentar el

contenido de esta obra.

El desarrollo de la biotecnologia y la informacién hace que
se oferten nuevas tecnologias tal como se exponen en esta
publicacion, esperando que sea de utilidad para el
reforzamiento de los cursos de grado y posgrado:
Fitomejoramiento, Genética Molecular y Biotecnologia
Vegetal; y para toda persona interesada en los avances
vanguardistas de la investigacion cientifica en referencia al

mejoramiento genético de los cultivos.

Juan Morales

Quito, febrero 2022
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MEJORAMIENTO BIOTECNOLOGICO DE
PLANTAS Y MODIFICACION GENETICA

INTRODUCCION

La riqueza biolégica de los paises del tercer mundo aporta
el 91.1% del germoplasma al Banco Internacional de
Recursos Genéticos de Plantas, siendo el 23% proveniente
de Latinoamérica (Bravo 1991), esto explica el gran aporte
de los paises andinos para la alimentacion y la agricultura
(INIAP 2003).

La configuracion climatologica y orografica destacable del
Ecuador, repercute en la disposicion de una amplia gama de
recursos en las cuatro regiones naturales (Costa, Sierra,
Oriente y el Archipiélago de Galapagos); las condiciones
ambientales generan una impresionante diversidad de
héabitats y tipos de vegetacion, es asi que la flora comprende
casi 25000 especies de plantas vasculares, con un

endemismo estimado del 32.25% (INIAP 2008).
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Las caracteristicas oceanograficas y continentales complejas
y heterogéneas del Pert, dan lugar a tres regiones naturales
(Costa, Sierra y Selva), 84 zonas de vida y 17 zonas
transicionales, con influencia de factores geograficos como
la cordillera de los Andes, corrientes marinas, ciclones etc.;
presenta una gran diversidad biologica, con mas del 70% de
la biodiversidad del planeta; se estiman unas 25000
especies en cuanto a flora se refiere, y un 30% de
endemismo (MINAM 2014).

La gran variedad de ambientes altitudinales y ecolégicos en
las diversas regiones de los paises andinos generan una
flora extremadamente diversa, debido al ecosistema
tropical htimedo y el efecto de la cordillera de los Andes,
que crean pisos altitudinales que dan lugar a los distintos
climas, microclimas, sistemas ecolégicos y formaciones
vegetales. Sin embargo, se deberan considerar los impactos
mas importantes previstos en la agricultura como son el
incremento en la temperatura global, riesgo de pérdida de
la biodiversidad, salinizacion y desertificacion de tierras
agricolas, etc., y proponer soluciones biotecnologicas
capaces de garantizar la seguridad alimentaria de las
naciones.

Las especies nativas comestibles son fundamentales para la
seguridad alimentaria de los paises andinos y del mundo
entero, debido a que son recursos fitogenéticos de gran

potencial por su valor nutricional, medicinal y econémico.

18



Por ejemplo, el género Solanum L. al cual pertenecen unas
1500 especies, uno de los mas grandes entre plantas con
flores (Frodin 2004), incluye a especies cultivadas tales
como tomate (S. lycopersicum L.), papa (S. tuberosum L.),
y otras de importancia en Suramérica, tales como pepino (S.
muricatum Aiton) y naranjilla (S. quitoense Lam.)

(Sarkinen et al. 2015).

La coleccion de germoplasma permite obtener bases para
iniciar programas de manejo y conservacion in situ y ex situ,
con propositos de generar alimento para las comunidades;
también ayuda a explotar su uso en programas de
mejoramiento biotecnologico de plantas, conservacion y
producciéon, los cuales contribuyen a incrementar la
economia de los agricultores; y ademas fomentan el progreso

de la agroindustria y la agroexportacion.

Domesticacion de plantas cultivadas

Los investigadores Alexander von Humboldt y Alfonso de
Candolle en el siglo XIX hacen referencia pionera al origen
de las especies domesticadas; desde entonces el tema es
muy debatido por la comunidad cientifica internacional.
Hace unos 11000 afios los habitos humanos empezaron a
cambiar para conseguir alimento (Harlan 1975); el hombre
pasa de ser cazador-cosechador a productor, aparece la

agricultura y el hombre se convierte en sedentario, luego la
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produccion de alimentos se torna mas eficiente, surgen
aldeas o pueblos, a través del tiempo se forman ciudades y
comienza la civilizaciéon, cuya produccion de alimentos
permitié al hombre tener mas tiempo para desarrollar las

artes y la ciencia (Vallejo y Estrada 2002).

Los procesos evolutivos y afios de evidencias indican que
la agricultura se origin6 en diferentes partes del mundo;
primero en el Oriente Medio, en las regiones montanosas y
semiaridas préoximas a la Mesopotamia, particularmente
en la zona nombrada Creciente Fértil, en las cuencas de los
rios Tigris y Eufrates, en el actual Irak, parte de Turquia,
Siria e Iran, donde la domesticacién de trigo y cebada se
inici6 hace aproximadamente 11000 anos (Harlan 1975;
Hawkes 1983); continuando, posiblemente en el Viejo
Mundo, donde se considera que la agricultura se origin6
independientemente, unos 2000 anos después que en el
Oriente Medio, en China entre los rios Yang-Tse-Kiang y
Hoang-Ho, India y el Sureste Asiatico, la Franja
Subsahariana de Africa y Etiopia (Harlan 1975; Hawkes
1983; Vavilolv 1992); y en el Nuevo Mundo, en el
continente americano la antigiiedad de la agricultura es
cercana a 9000 afnos para Mesoamérica y la regiéon andina
(MacNeish 1967, 1992; Flannery 1986), con origenes en
México y posteriormente en Pera (Vallejo y Estrada 2002);
recientemente, el noreste de los Estados Unidos y la

Amazonia se proponen como importantes centros de
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domesticacion (Smith 1998; 2001), pero debido a que los
restos arqueobotanicos son mas recientes que los de
Mesoamérica y la Regién Andina (MacNeish 1992), se
debate si su origen es independiente o resultado de la
difusién de experiencias técnicas de los agricultores desde
areas mas antiguas. Estudios sobre procesos de
domesticacion contemporaneos indican que a miles de
afios de iniciar la domesticacion de algunos organismos,
aun hoy en dia contintan originandose dichos procesos en

diversas regiones del mundo.

La domesticacién es un proceso continuo de intervenciéon
selectiva del hombre en la evolucion de las especies, que
integra plantas, medio ambiente y hombre; atraviesa por
estado silvestre, domesticacion inicial, variedad primitiva
y variedad mejorada. Por su parte, el efecto fundador es un
proceso por el cual la diversidad genética de una especie
cultivada es muy estrecha, debido a que durante la
domesticacion se ha utilizado una porcion pequena de la

diversidad total (Sevilla y Holle 2004).

El enlace de estudios arqueolégicos y datos del pasado, con
informacién etnografica y etnobiolégica, que permiten la
documentacion de procesos actuales, asi como los de
genética molecular, que permiten el establecimiento de
puentes entre pasado y presente, ayudan a un mayor

entendimiento de la domesticacibn en distintas

21



dimensiones temporales (Casas et al. 2015; Aguirre y

Gonzalez 2016).

Centros de origen (segin de Candolle)

Alphonse de Candolle (1806-1893) fue uno de los primeros
investigadores que se interes6 por el estudio de los centros
de origen de la agricultura y la dispersiéon de los cultivos,
basandose en variabilidad y datos historicos. El origen de las
plantas cultivadas (1882), y asignacion de criterios que
definen el centro de origen de las especies (1886), en los que
prevalecen los criterios arqueologicos, historicos, lingiiisticos
y botanicos: morfologicos, citologicos, diversidad (nimero
de géneros, familias, especies) (Sevilla y Holle 2004), son las
bases tedricas para analizar las areas de origen de la
domesticacion, la distribucion de los cultivos y la de sus
parientes silvestres. Segiin de Candolle se propone la
existencia de tres centros importantes de origen de plantas
cultivadas: (A) China, (B) el suroeste de Asia, incluyendo
Egipto, y (C) América Tropical; y menciona que las regiones
de China y América Tropical son centros claramente
independientes entre si, con una larga historia agricola,
mucho antes de que sus cultivos fueran conocidos en Europa

desde el suroeste de Asia (Parra y Casas 2016).
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Centros de origen (segin Vavilov)

Nicolas Vavilov (1887-1943) en la teoria del origen de las
plantas cultivadas (1926), propone el método diferencial
botanico geografico que define los centros de origen si
presentan la mayor variabilidad de la especie, presentan
especies silvestres relacionadas, existe endemismo de la
especie, presentan parasitos especializados, existe una cultura
agricola antigua, presentan zonas de montana o si existe

mayor frecuencia de genes dominantes.

Vavilov recorri6 gran parte del mundo colectando especies
cultivadas (razas primitivas), al analizar su variabilidad
morfoldgica concluye que ésta no esta distribuida al azar,
sino que se concentra en ciertas regiones; entre 1923 y 1939
determina que la region de los Andes Centrales (sur de
Colombia, Ecuador, Pera y Bolivia) constituye uno de los
cinco principales centros de domesticacion de plantas
alimenticias en el mundo, asignandole 45 especies nativas
economicamente utiles (Tapia y Fries 2007); considera el
area geografica con la mayor diversidad de especies como
probable centro de domesticaciéon u origen (Vavilov 1951).
Existe diferencias entre centro de origen y centro de

diversidad (Vallejo y Estrada 2002).
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Zohary (1970) plantea que un centro de alta diversidad no
es necesariamente un centro de origen de plantas
cultivadas como lo menciona Vavilov (1926, 1951, 1992);
maés bien propone que el centro de origen corresponde al
lugar donde se origina la domesticacion (centros primarios
de Vavilov) de una especie, y que requiere diversas fuentes
de evidencias; el centro de domesticaciéon u origen es la
region o zona geografica en que se origina un cultivo, el
sitio donde la planta silvestre se domestica por el hombre

y luego se dispersa; es un hecho histérico.

Mientras que, el centro de diversidad es mas directamente
comprobable (centros secundarios de Vavilov), puede ser
un area de alta diversificacion que a su vez puede ser o no
el sitio de origen de la domesticacion de una especie; el
centro de diversidad se relaciona con la region o zona
ecogeografica que presenta gran variacion o diversidad
genética de la especie; es un hecho biol6gico. Hay dos tipos
de centros de diversidad:
- Centro de diversidad primaria: ademas de la especie de
interés econémico, social o cultural presenta especies
silvestres relacionadas con caracteristicas primitivas y

alta frecuencia de caracteres dominantes.

- Centro de diversidad secundaria: presenta pocas

especies silvestres relacionadas, bajos niveles de
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variacion genética, y alta frecuencia de caracteres

recesivos.

Se considera util retomar lo propuesto por de Candolle
(1882), en tal sentido que la identificacion de parientes
silvestres de los cultivos y su distribucion es crucial para
inferir en la ubicacién de un centro de origen, y enfatiza que
esa informacion debe respaldarse en estudios arqueologicos
(Zohary 1970); méas adn, se propone la identificacion de sitios
en los cuales coexisten cultivos y sus ancestros silvestres, para
analizar la probable existencia de procesos de hibridacion, ya
que se considera que estos procesos son fundamentales en el

surgimiento de plantas domesticadas.

Asi, se revela la complejidad para la identificacién de un
lugar de origen, y parece ser mas apropiado el termino
origen difuso planteado por Harlan (1956, 1961), pues las
hibridaciones que dan origen a algunos cultivos pueden
resultar de la fusion de genomas de multiples fuentes,
miultiples ancestros. No obstante, Vavilov (1951)
determina ocho centros de domesticacion u origen

primario (Centro de diversidad primaria) (Figura 1.1):
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11000 A. P.
trigo, avena, cebada,
chicharo, garbanzo

9600 A. P.

pa,
frijoles, quinua

Figura 1.1. Los centros de origen propuestos por N. Vavilov (modificado
de Vavilov, 1992). Se incluye informacién de algunas especies
domesticadas mas representativas en el area y las estimaciones de la
antigiiedad de los restos mas tempranos de domesticacién
sistematizados en el trabajo de MacNeish (1992).

Fuente: Parra y Casas (2016)

A) China

Centro de domesticacidon considerado mas antiguo y rico
en numero de especies (140 especies diferentes), destacan
cereales como arroz y mijo, legumbres como soya, especies
de bambu, rabano, especies de Brassica, Allium, Prunus,

Pyrus y Citrus.

Ba) India

En el Centro de la India (120 especies domesticadas)
sobresalen sorgo, guandul, berenjena, pepino, mango,
especies de citrus, cafia de azdcar, coco, algodon, crotalaria y

pimienta.

Bb) Indo-Malayo
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Complementario a India Central, y que incluye todo el
archipiélago Malayo y la Indochina (55 especies) es
importante el banano, coco, cana de aztcar y pimienta, y
cultivos  particulares, como algunos tubérculos,

principalmente Dioscorea spp., Tacca.

C) Asia Central
En la region central de Asia (alrededor de 40 especies)
destaca el trigo, centeno, arveja, garbanzo, lino, algodén,

zanahoria, cebolla de bulbo, ajo, pera, uva y melon.

D) Cercano Oriente
En Cercano Oriente (83 especies) sobresale nueve especies
de Triticum, centeno, avena, alfalfa, remolacha, repollo,

col, coliflor, lechuga, higo, especies de Pyrusy de Prunus.

E) Mediterraneo
En el centro Mediterraneo (84 especies) destaca la lenteja,
remolacha, nabo, ajo, esparrago, especies de Triticum y

especies productoras de aceite.

F) Etiopia (antes Abisinia)
Considerado como un refugio de cultivos procedentes de
otras regiones (38 especies), destaca especies de Triticum,

cebada, sorgo, vigna, haba, higuerilla y café.

27



G) México (Meso América)
Incluye las Antillas (50 especies), sobresale el maiz, frijol,
especies de cucurbitaceas, batata, algodon, agave, papaya,

aguacate, guayaba y cacao.

Ha) Andes Sudamericanos

Incluye areas montanosas de Peru, Bolivia, y parte de
Ecuador (45 especies), sobresale la papa, otras tuberosas,
raices, maiz, frijol, tomate, Cucurbita maxima, algodoén,

guayaba y drogas como tabaco, coca, quinina, otras.

Hb) Chile
En Chile (4 especies) la especie mas importante es la papa
Solanum tuberosum, derivada a partir de las solanaceas de
los Andes.

Hc) Brasil-Paraguay
En la region Brasil-Paraguay (13 especies), destaca la yuca
(Manihot), mani (Arachis), cacao (Theobroma), pina,

maracuya y cayu, de domesticacion mas reciente.

De la teoria vaviloniana original queda muy poco; solamente
persiste la afirmacion que los cultivos son mas variables en
algunos lugares que en otros; sin embargo, ha sido muy
importante en la busqueda y colecta de germoplasma para los

diferentes cultivos (Vallejo y Estrada 2002).
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3 Centros y no centros de origen

Harlan (1971) propone la integracion de evidencias para
obtener un alto nivel de confiabilidad; afirma que la
agricultura se origina independientemente en tres areas
diferentes, y en cada area existe un sistema compuesto de
un centro de origen y un no centro, cuyas actividades de
domesticacion se dispersan en radio de 5000 a 10000
kilometros. La clasificacion de las plantas segin el origen de
las especies (Harlan 1971), diferencia entre plantas
endémicas (se encuentran solamente en sus centros de
origen), semiendémicas (en su centro de origen y
limitadamente en otras regiones), monocéntricas (en un
unico centro de origen), oligocéntricas (de amplia
distribucién y varios centros de diversificacion), y no
céntricas (de domesticacion simultanea en varios centros)

(Sevilla y Holle 2004).

El centro de origen es un area geograficamente estrecha,
perfectamente localizada, documentada y fechada, donde el
material vegetal salvaje se transforma en domesticado y
dispersado por el hombre; los centros se sittian en la zona
templada, donde hay condiciones y necesidad para guardar o
conservar semillas, y se encuentran bien documentados
debido a la existencia de restos arqueologicos, en la misma
latitud (México, Cercano Oriente y norte de China),

presentan clima mediterrdneo con vegetacion rastrera,
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periodos de sequia (6 a 8 meses); debido a la escasez de
lluvias la cobertura vegetal no es densa y existe menor
cantidad de enfermedades, malezas e incidencia de plagas.
Los centros de origen son ecosistemas especializados de
diversidad, producciéon primaria y equilibrio interno bajos,
con presion de seleccion natural tipo 2 (planta de porte
pequeno, ciclo corto y alto esfuerzo reproductivo); son
regiones montanosas, con gran diversidad de microclimas y
cierto aislamiento favorable para la creacion de variabilidad

genética (subpoblaciones locales) (Harlan 1971).

Mientras que, el no centro es un area geograficamente
amplia, escasa en documentaciéon y no fechada, donde
ocurre alguna domesticacion; los no centros se localizan
en la region tropical, en lugares sin condiciones para
conservar el material vegetal a causa de alta humedad y
temperatura, siendo impedimento para que en ésta zona
no haya sido posible encontrar restos arqueologicos

vegetales (Harlan 1971).

Los centros de origen segin Harlan (1971) no siempre
corresponden al centro de méaxima variabilidad, ahora es
un patrén comin que los centros de maxima variabilidad
ocurran lejos del centro de origen; son los siguientes

(Figura 1.2):
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Figura 1.2. La propuesta de centros (4dreas punteadas A1, B1y C1) y
no-centros (areas con lineas A2, B2 y C2) de origen de la agricultura
desarrollada por Harlan (1971). Modificado de Harlan (1975).

Fuente: Parra y Casas (2016)

A1) Centro del Cercano Oriente

Localizado entre Iran, sudeste de Turquia y sur de las
tierras altas del Jordan (7000 a. de C.), y ampliamente
documentado; se domestica el trigo, cebada, centeno,
arveja, lenteja, corderos, cabras, cerdos y ganado.

A2) No centro de Africa

Ubicado al sur del Sahara y norte del Ecuador
(aproximadamente 4000 a. de C.); la agricultura se origina
en las sabanas (ecotones), donde los africanos domestican

el sorgo, caupi, café, algodén, palma africana, otros.
B1) Centro del norte de China
Centro ligado a la civilizacion de Yan-Shao (4000 a. de C.),

donde se domestica la soya, citricos y algunas hortalizas.

B2) No centro del sudoeste de China
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Aqui se origina la cafia de azicar y el banano.

C1) Centro de Meso América
Centro definido en tiempo y espacio donde la agricultura se
origina y dispersa (aproximadamente 6000 a 4000 a. de C); se

domestica el maiz, zapallo, frijol, amarantos, otros.

C2) No centro de Suramérica

En Suramérica, especialmente en Perd, la agricultura se
origina después que la de México (3000 a. de C.); aunque
Kaplan (1973) menciona que la agricultura peruana se
origina al mismo tiempo o mas temprano que la mexicana
(6000 a. de C.); se domestica la papa, piment6n, tomate,

frijol.

Entre los centros de origen parece no existir
comunicacion, solo es posible la existencia de ligamiento
entre México y Suramérica; entonces se afirma que la
domesticacion es independiente en las tres areas (A, By
0.

Centros nucleares, regiones de diversificacion y

centros menores

Hawkes (1983) contribuye a aclarar los términos en
relacion a los centros primarios y secundarios de origen de

la domesticacion propuestos por Vavilov; plantea que los

32



centros primarios son centros nucleares del origen de la
agricultura y los secundarios son regiones de
diversificacion que se desarrollan después de difundirse la
agricultura fuera del sitio ntcleo. Hawkes (1983) basado
en las propuestas de Vavilov, Harlan y otros autores,
define a los centros nucleares como lugares donde inicié la
agricultura, y propuso a: (A) el norte de China (region de
los loess al norte del rio Amarillo, Hoang-Ho); B) el
Cercano Oriente (Creciente Fértil); C) el sur de México y
D) el centro y sur de Pert (los Andes, la region oriental de
los Andes y la costa); el autor también destaca la
importancia de obtener mas datos arqueologicos para el

preciso esclarecimiento de areas de los centros nucleares.

Ademas, Hawkes (1983) sostiene que las regiones de
diversidad, denominadas asi por tener amplia distribucion,
son areas donde las plantas domesticadas pueden haberse
dispersado a partir de los centros nucleares, lo que motivo
al surgimiento de nuevas variantes de especies como
producto de la seleccion artificial; e incluye el término
centros menores para aquellos donde se domestica uno o
pocos cultivos mas recientemente, probablemente producto
de la difusion de técnicas de domesticacién de regiones

cercanas (Tabla 1.1).

33



Tabla 1.1. Centros nucleares y regiones de diversidad de

plantas domesticadas.

Centros Regiones de Centros
nucleares diversidad menores
A. Norte de I. China 1. Japon
China II. India 2. Nueva Guinea
ITI. Sureste asiatico 3. Islas Solomon,
Fidji, y
Pacifico Sur
4. Noroccidente
de Europa
B. Cercano IV. Asia central
Oriente V. Cercano oriente
VI. Mediterraneo
VII. Etiopia
VIII. Africa
occidental
C. Surde IX. Mesoamérica 5. Estados
México Unidos, Canada
6. El caribe
D. Centroysur X. Andes del norte 7. Sur de Chile
de Peru (Venezuela 'y 8. Brasil
Bolivia)

Fuente: Parra y Casas (2016)

Centros de origen de plantas cultivadas en el siglo

presente
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En el siglo XXI se reconoce la existencia de por lo menos
seis centros de origen de plantas cultivadas: Mesoamérica,
los Andes en Sudamérica (incluyendo las areas de
piedemonte), el suroeste asiatico (Creciente Fértil), Africa
(Etiopia y el Sahel), el sur de China y el sudeste asiatico
(Gepts 2001), coincidiendo con Harlan (1975) y Hawkes
(1983). Ultimamente, se reconoce més de seis centros de
domesticacion que surgen independientes entre si, de
acuerdo con Doebley (2006); tales centros se identifican
principalmente en base a evidencias arqueologicas, por lo
cual aparecen como centros de origen relativamente
nuevos las regiones centro oriental de Estados Unidos y
Nueva Guinea, donde se habria domesticado girasol y

platano, respectivamente.

Ademas, se propone la existencia de una amplia diversidad
de centros de domesticacion, tratandose de regiones
variables en su extension geografica, el ndmero y
diversidad de especies domesticadas localmente y su
potencial relativo como fuente de alimentos para los
sistemas de produccion locales, regionales o mundiales,
variando en ellas la velocidad del desarrollo econémico
basado en especies domesticadas y en la amplitud de
expansion a regiones adyacentes (Smith 1998; Piperno y

Pearsall 1998).
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En el continente americano, tras una extensa revision de
sitios se han encontrado restos arqueolégicos en las tierras
bajas Neotropicales, que son parte de evidencias del origen
independiente de la agricultura; los registros del origen de
cultivos en Mesoamérica y Sudamérica datan de hasta mas
de 10000 afios antes del presente, tal es el caso de
Cucurbita ecuadorensis, o mas de 9000 afios para la
domesticacion de calabazo (Lagenaria siceraria) y del
tubérculo lerén (Calathea allouia) en tierras vy
asentamientos de la cultura Las Vegas en Ecuador, asi como
méas de 9000 anos para cucurbitiaceas en Siches, y el Valle
de Zafia en el norte de Pera donde ademas se registra el
surgimiento de cultivos como pallares (Phaseolus lunatus),

mani (Arachis hypogaea), otros (Piperno 2011).

Cambios evolutivos durante la domesticacion

Los cambios por evolucién en plantas domesticadas se

mencionan a continuacién (Tabla 1.2).

Tabla 1.2. Cambios evolutivos en plantas cultivadas.

_ Plantas Plantas
Caracteristicas . .

silvestres domesticadas

Variabilidad en

competencia con Buena Pobre

otras especies

Rango de adaptaciéon Estrechq Amplio
Intermedio
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Medianos

Organos de reserva No mu Grandes
8 Y Suculentos
suculentos
Variabilidad del
, yoe Escasa Mayor
organo util
Organos protectores:
Espinas . .
Sa‘gor ATNATEO O Presencia Ausencia
Venenoso & Presencia Ausencia
) Presencia Ausencia
Pubescencia
Héabito de
e Perenne Anual
crecimiento
Tabla 1.2. Continuacion.
Reaccion a Resistentes )
, Susceptibles
patogenos Tolerantes
Forma de , ,
., Albdgamas Autogamas
reproduccion

Germinacion de la

No sincronizada

Sincronizada y

semilla uniforme
Reproduccion
sex%al en especies Presente Ausente
. Reducida
tuberiferas
Dispersion de la
semilla:
Raquis de cereales Quebradizo No quebradizo
Estolones en papa Largos Cortos
Vainas de mani Alejados de la Proximos a la
Dehiscencia planta planta
explosiva Presencia Ausencia
Poros para Presencia Ausencia
dispersion Presencia Ausencia

Arista en cereales

Fuente: adaptado de Vallejo y Estrada (2002), y Sevilla y Holle (2004)

Acervo génico
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El acervo génico o pool génico se refiere al germoplasma
total y el posible intercambio de genes; el acervo génico
primario corresponde a especies que se cruzan libremente
e intercambian genes; el secundario abarca a especies que
intercambian genes con ciertas limitaciones, mediante
introgresion por ejemplo; y el terciario contiene a especies
cuya transferencia génica se realiza con métodos

artificiales (Sevilla y Holle 2004).

La estructura del acervo génico es diferente segun las
especies, éstas forman parte de complejos hibridos que
tienden a poseer amplias reservas génicas secundarias. En
ocasiones se superan las barreras naturales que mantienen
la identidad de las especies, pues los taxas emparentados
constituyen una fuente adicional de variabilidad genética y
un importante reservorio de genes utiles para el

mejorador.

La hibridacion interespecifica se utiliza para transferir
resistencia o tolerancia a insectos y enfermedades o estrés
ambiental, mejor calidad de semilla, otros; y requiere de
mayor esfuerzo para el desarrollo de lineas con caracteres
agronomicos aceptables. La fertilidad es méas satisfactoria
en hibridos de especies relacionadas estrechamente; ya que
en cualquier generacion después de las cruzas se observa un
amplio rango de reaccion en el crecimiento variando desde

no germinacion de semilla hasta plantas con floracion
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vigorosas y productivas. Un problema comin es la
presencia de  genotipos desbalanceados  (hybrid
breakdown) con anormalidades, debido a falta de
homologia cromosomica y de arreglos cromosbémicos o
heterocigocidad de intercambios cromosémicos (Camarena

et al. 2010).

Sistema del acervo génico

Harlan y de Wet (1971) proponen el término pool génico (PG)
basado en el grado de aislamiento reproductivo entre
poblaciones, para el establecimiento de relaciones entre
especie cultivada y sus posibles ancestros, segn el presente

sistema categorico (Figura 1.3):

- Pool génico primario (PG-1), incluye todas las
poblaciones o razas que se cruzan con la especie
cultivada, produciendo hibridos fértiles, con buen
apareamiento de los cromosomas y segregacion génica

normal.
- Pool génico secundario (PG-2), incluye todas las

especies biolégicas que pueden cruzarse con la especie

cultivada; con flujo génico restringido.
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- Pool génico terciario (PG-3), incluye especies que
pueden cruzarse con la especie cultivada; hibridos

letales, completamente estériles o anormales.

Especie biolégica

Cultivo y otras ~
subespecios silvestresy PG-2 6-3 ’
cultivadas

Figura 1.3. Sistema del acervo génico de los cultivos. Pool génico
primario (PG-1), secundario (PG-2) y terciario (PG-3).
Fuente: Harlan (1971), modificado por Hammmer et al. (2003)

En el sistema del acervo génico de los cultivos (Figura 1.4)
(Gepts 2000), adaptado de Harlan y de Wet (1971), se
clasifica las relaciones de cruzabilidad entre cultivos y
otros taxas segun resultados experimentales de
polinizacion cruzada; se menciona que el mayor riesgo de
flujo génico ocurre con miembros del pool génico
primario, menor riesgo con miembros del pool génico

secundario, y sin riesgo con miembros de los acervos
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génicos terciario y cuaternario. Los mejoradores de
plantas pueden romper artificialmente barreras internas
para permitir el fluyjo de genes con miembros del pool
génico terciario y asi lograr cruzas amplias; al pool génico
cuaternario se accede mediante técnicas de ingenieria

genética (Newstrom et al. 2003).

Acervo génico
de los cultivos

Especie

Cultivo

Progenitor silvestre

Informacion y genes
de otras especies

Aislamiento
reproductivo
creciente

Figura 1.4. Acervo génico de los cultivos como fuentes de biodiversidad
genética para propositos de mejoramiento.

Fuente: Gepts (2000)

Breve introduccion a la biologia molecular clasica

La biologia molecular es una herramienta poderosa, que
puede acelerar la obtencion de nuevos genotipos, mas
resistentes, con mayor calidad alimenticia y con altos
rendimientos. Consecuentemente, ayudara en la reduccion

de plagas y enfermedades de cultivos, convirtiendo a la
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agricultura en mas productiva y eficiente (Camarena et al.

2014).

El material genético de todos los organismos naturales
corresponde a ADN (acido desoxirribonucleico) y ARN
(acido ribonucleico); las moléculas de ADN y ARN son
largas y delgadas, a veces extremadamente largas. El ADN
es un polimero con un esqueleto regular que tiene grupos
alternados de fosfato y de azicar (desoxirribosa); a cada
grupo de azicar se une una base, grupo molecular
pequeiio y plano; hay cuatro principales tipos de bases: A
(adenina), G (guanina), T (timina) y C (citosina); A y G son
purinas; T y C son pirimidinas. La informacion genética
estd determinada por el orden de las bases a lo largo de
una secuencia especifica de ADN. Erwin Chargaff
descubrié que en el ADN de procedencias distintas, la
cantidad de A es igual a la cantidad de T y la cantidad de G
es igual a la cantidad de C; estas regularidades se conocen
como reglas de Chargaff (Chargaff 1950; kresge et al.
2005). El ARN tiene la misma estructura que el ADN,
excepto que el azacar es un poco diferente (ribosa) y en
lugar de T tiene U (uracilo); asi, el par A=T se reemplaza

por el par A=U, que es muy similar (Crick 1989).
El ADN se encuentra normalmente en forma de una doble

hélice, con dos cadenas distintas enrolladas una alrededor

de otra en un eje comun, y que corren en direcciones
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opuestas (5 —3' corriente abajo en cadena codificante o
con sentido y 5'—3’ corriente arriba en cadena molde o
antisentido) (Figura 1.5); si la secuencia de atomos en el
esqueleto de una cadena corre hacia arriba, entonces la
otra corre hacia abajo. Unicamente ciertos pares de bases
son posibles: T=A, A=T, G=C y C=G (Crick 1989).

o]
Corriente arriba g Corriente abajo

, -10 -5 -1+142 45 +10
SIIIIIIIIIIIIIL
ADN T
(IR NNEREEN] LELLLE .

- -

ARNTTTTTTTTTT

AuccGuUUACA

¥ Hebra con sentido

TTrrrrrrrerred
TCCGTTACA
AGGCAATGT
3 HNEEREEN] Hebra antisentido

Figura 1.5. Un diagrama que ilustra el ADN bicatenario y el ARN
monocatenario, y sus bases.
Fuente: readaptado de Belmonte (2018), sistematizado en Claros

(2010)

Los pares de bases estdn unidos por enlaces débiles,
enlaces o puentes de hidrégeno (Figura 1.6), el par A=T
forma dos enlaces de hidrogeno y el par C=G forma tres.
Este apareamiento de las bases es la caracteristica

fundamental de la estructura.
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Puentes de hidrégeno
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Figura 1.6. Pares de bases A=T y G=C unidos por puentes de
hidrégeno.
Fuente: PQBio (2020)

En la replicacion del ADN, la célula deshace las cadenas y
usa cada cadena simple como un molde o patrén para guiar
la formacién de una nueva cadena hermana. La cantidad de
ADN que se puede sintetizar partiendo de un tnico origen
de replicacion se denomina replicon o unidad funcional de
replicacion. El genoma bacteriano es un replicon tunico
circular. En organismos eucariontes hay varios replicones,
la replicacion del ADN se inicia en maultiples origenes a la
vez (hay uno cada 20 kb aproximadamente) (Watson et al.

20060).

En la célula ambas cadenas del ADN doble hélice se
duplican al mismo tiempo. Principalmente, la enzima
helicasa se encarga de separar las dos hebras del ADN
mediante la rotura de los puentes de hidrégeno que se
establecen entre las bases nitrogenadas. Las proteinas de
union a cadena sencilla SSB (single-stranded DNA-binding
proteins) en procariontes y RPA (replication protein A) en

eucariontes evitan la formaciéon de puentes de hidrégeno

44



entre cadenas separadas por la helicasa y permiten que se
copien. Las topoisomerasas son enzimas isomerasas que
actian sobre la topologia del ADN, cortando o formando
enlaces fosfodiéster en una de las hebras (topoisomerasa I)
o en ambas (topoisomerasa II); la escision selectiva libera la
tension contorsional del ADN, y se deshace el
superenrollamiento, que en caso de persistir detendria la
replicacion. La enzima primasa sintetiza pequenos
fragmentos de ARN de entre 8 y 10 nucleo6tidos de longitud,
conocidos como cebadores o primers, complementarios a
un fragmento del ADN, cuya union al mismo proporciona
un extremo 3° necesario para que la ADN polimerasa
(ADNpol) lleve a cabo su actividad. La enzima Rnasa H1 se
encarga de degradar los cebadores de ARN que son
sustituidos por ADN por accién de otra ADNpol durante la
sintesis de los fragmentos de Okazaki, y de procesos de
reparacion del ADN. La ligasa cataliza la formacion del
enlace fosfodiéster entre nucle6tidos contiguos (Floresvillar

y Macias 2013).

La replicacién es semiconservadora, se refiere a que en cada
replicacion una molécula de ADN recién sintetizada
conserva una de las cadenas originales y la otra es
sintetizada de novo. La replicacion del ADN en eucariontes
es bidireccional, a partir de sitios de origen (ORI), también
llamados secuencias de replicacion auténoma (ARS,

autonomous replicating sequences), se sintetizan las dos
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cadenas en ambos sentidos, con dos puntos de crecimiento
que forman horquillas de replicacion (Floresvillar y Macias

2013).

De este modo, la replicacion avanza con una estructura en
forma de horquilla formadndose una burbuja u ojo de
replicacion, en direccion a la region de ADN no duplicado
dejando atras los dos moldes de ADN de cadena simple
donde se estd produciendo la replicacién. La replicacion
siempre se produce en sentido 5'—3/', siendo el extremo 3'-
OH libre el punto para el avance de la polimerasa y la
elongacion del ADN; solamente el carbono de la posicién
3’ de la pentosa posee un radical hidroxilo (OH) libre, con
el que puede formar un nuevo enlace fosfodiéster con otro
desoxirribonucle6tido (dNTP) y asi generar la hebra
creciente de ADN; el proceso de polimerizaciéon consiste en
la union de un dNTP complementario a la hebra molde
segin las reglas de Chargaff. Hacia la década de 1960,
Reiji Okazaki y Tsuneko Okazaki, descubrieron que una de
las nuevas cadenas de ADN se sintetiza en forma de trozos
cortos, denominados fragmentos de Okazaki cuya longitud
suele variar entre 1000 y 2000 nucleotidos en bacterias y
entre 100 y 400 nucleétidos en eucariontes (Watson et al.

2006).

La cadena que se sintetiza continuamente mediada por la
ADNpol, en el mismo sentido que avanza la horquilla de

replicacion, es la hebra adelantada, lider o conductora
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(leading strand); mientras que la cadena que se sintetiza
discontinuamente y en sentido contrario, a la espera de
que la horquilla de replicacién avance para disponer de
cierta longitud de ADN molde, es la hebra rezagada o
retrasada (lagging strand) (Watson et al. 2006). La
replicacion del ADN es semiconservadora, bidireccional y

discontinua.

La ADN polimerasas (ADNpol) son enzimas clave en el
proceso de replicacion, sintetizan nuevas cadenas de ADN
a partir de una hebra molde y las unidades estructurales
correspondientes (ANTPs); la actividad polimerasa anade
nucle6tidos en direccion 5—3’ si hay un extremo 3’
disponible, por tanto la direcciéon de lectura de la cadena
molde por la ADNpol es 3'—5. En eucariontes se
describen al menos cinco polimerasas con actividad
durante la replicacion del ADN: a (alfa), p (beta), y
(gamma), 6 (delta) y & (épsilon). ADNpol a o primasa,
inicia la sintesis del ADN mediante la formaciéon un
cebador ARN. ADNpol 3 se involucra en la reparacion de
errores o dafios en el ADN, no interviene en la replicacién.
ADNpol y lleva a cabo la replicacion del ADN
mitocondrial. ADNpol & (replicacion de la hebra
retardada) y ADNpol & (replicacion de la hebra
conductora) actian en mayor parte de la elongacién de
ambas hebras del ADN (Watson et al. 2014). Las

polimerasas a, 3, 8 y € estan involucradas en la replicacion
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del ADN nuclear. Existen otras ADNpol (®, theta), (¢
zeta), (1, eta), (1, iota) y otras poco conocidas, creyéndose
involucradas sobre todo en mecanismos de reparacion. Las
ADN polimerasas 0, y y ¢ tienen actividad exonucleasa-3’
(de 3’ a 5'), son capaces de corregir errores cometidos al
incorporar nucleo6tidos a la hebra en sintesis, eliminando
el nucleotido equivocado y anadiendo el correcto. Ninguna
ADN polimerasa en eucariontes presenta actividad

exonucleasa-5’ (de 5" a 3”) (Floresvillar y Macias 2013).

A diferencia de lo que ocurre en eucariontes, en la
replicacibn de procariontes participan otras enzimas
polimerasas para la sintesis del ADN (Floresvillar y Macias
2013). Solo ADNpol I presenta actividad de reparacion
exonucleasa-5’, se especializa en la remocién de cebadores
ARN usados o de ADN, inmediatamente corriente arriba
del sitio de sintesis de ADN. ADNpol III es la principal
enzima involucrada en la replicacion del cromosoma
bacteriano, debe ser altamente procesiva para replicar el
genoma completo por medio de dos horquillas de
replicacion, por lo que se considera que forma parte de un
complejo conocido como holoenzima ADNpol III que
confiere muy alta procesividad (Watson et al. 2014).
Posterior al proceso de replicaciéon se forman dos dobles
hélices, cada una conteniendo una cadena antigua y una
nueva, que obedecen las reglas del apareamiento, por ende,

cada una de ellas es idéntica en secuencia de bases a la otra.
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Este mecanismo de apareamiento es la base molecular para

que un semejante reproduzca a otro semejante (Crick

1989).

Continuando, con el primer paso relacionado a la expresion
génica, la transcripcion que ocurre en el nuacleo celular
consiste en la sintesis de wuna cadena de ARN
complementaria y antiparalela a la secuencia de nucle6tidos
de la cadena molde de ADN; entonces posee la secuencia de
nucle6tidos idéntica a la cadena codificadora de ADN,
sustituyendo timina por uracilo en el ARN. La transcripcion
es necesaria para la generacion de proteinas funcionales que
definen el metabolismo y la identidad de las células
(Hernandez 2013); aunque la transcripcion es muy precisa
(un error cada 10000 nuclebtidos afadidos), es menos
rigurosa que la replicacion (un error cada 10000000

nucleo6tidos anadidos) (Watson et al. 2014).

Las secuencias de ADN que se copian en cada proceso de
transcripcion se denominan genes (Hernandez 2013). Un
gen es una unidad de informacién dentro del genoma
(secuencia lineal de nucle6tidos en el ADN, con la
informacién necesaria para la sintesis de un ARN funcional,
que puede ser ARNm, ARNt o ARNr), que contiene todos
los elementos necesarios para su expresion de manera

regulada (Figura 1.7) (Camarena et al. 2014).
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Figura 1.7. Estructura basica de un gen eucario6tico

Fuente: Camarena et al. (2014)

Los genes se sittian a lo largo de cada cromosoma en una
posicion determinada llamada locus. Las unidades
transcripcionales en eucariontes son monocistronicas; los
genes estan constituidos por secuencias regulatorias y
codificantes. El sitio inicial de transcripcion se denomina
+1, en direccion corriente abajo (downstream) hacia el
extremo 3, donde se encuentran las secuencias
codificantes del gen, los exones (y otras regiones que no se
traducen, los intrones); y en direcciéon opuesta, corriente
arriba (upstream) hacia el extremo 5’, corresponde a la
numeracion -1, donde se encuentra la mayoria de regiones
regulatorias. Los intrones se retiran mediante corte y
empalme (splicing) del ARNm primario o heterogéneo
nuclear (ARNhn), cuyo producto final (ARN mensajero
maduro, ARNr y ARNt), ocurre tras modificaciones
postranscripcionales del transcripto primario. En
procariontes el ARN apenas sintetizado no sufre
modificaciones postranscripcionales, la traduccion surge

de forma inmediata (Hernandez 2013).
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La enzima encargada de la transcripcion es la ARN
polimerasa (ARNpol); en bacterias existe solo una ARNpol
core cuyas subunidades son 8/, B, a/, ' y w; mientras que
las células eucariontes tienen tres ARN polimerasas,
ARNpol I que transcribe el gen precursor de ARNr
(subunidades RPA1, RPA2, RPC5, RPC9, RPB6 y otras
nueve mas), ARNpol II (subunidades RPB1, RPB2, RPB3,
RPB11, RPB6 y otras siete mas) y ARNpol III que transcribe
genes de ARNt, algunos genes de ARN pequeno nuclear
(ARNsn) y el gen de ARNr 5S (subunidades RPC1, RPC2,
RPCs5, RPC9, RPB6 y otras once mas), de las cuales la
enzima ARNpol II es la mas estudiada y en la cual se enfoca
la transcripcion eucariotica de la mayoria de genes.
Ademas, recientemente se han identificado otras ARNpol,
denominadas ARNpol IV y V, encontradas solo en plantas,
donde transcriben pequenos ARNs interferentes (ARNi)
involucrados en silenciamiento  postranscripcional;
relativamente ambas enzimas estdn cercanamente
relacionadas a ARNpol II y claramente evolucionaron a
partir de tal enzima. Las subunidades grandes [ y ' de la
ARNpol core bacteriana se relaciona de cerca a polimerasas
eucarioticas, especificamente son homologas a las dos
subunidades grandes RPB1 y RPB2 encontradas en la
ARNpol II; y las subunidades a son homoélogas a RPB3 y
RPB11, y w es homodloga a RPB6 (Watson et al. 2014).
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Los promotores son secuencias de ADN regulatorias, no
codifican para el producto génico, no obstante regulan su
expresion; un promotor minimo regulatorio es
indispensable, puede modificar la tasa de transcripcion del
gen, mas no es imprescindible para la uni6on de la ARN
polimerasa; por su parte un promotor basal es requerido
para la uniéon de la maquinaria basal de transcripcién y la
ARNpol II, incluye secuencias consenso como iniciador
(Inr) localizado entre —3 y +5, y la caja TATA en la
mayoria de promotores localizada de —31 a —25 pares de
bases (bp) hacia el extremo 5’ del punto de inicio, o el DPE
(downstream promoter element) que es un elemento
comun en promotores TATA menos (carecen de caja
TATA) localizado de +28 a +32. Las proteinas reguladoras
denominadas factores transcripcionales (TF,
transcriptional factors) se unen a los promotores y su
funcién es regular (aumentar o disminuir) la tasa de
transcripcién; en promotores basales los factores
transcripcionales basales o generales son requeridos para
el inicio de la transcripcion, éstos se unen a la ARNpol y
forman un complejo rodeando el sitio de inicio; los TF
reciben el nombre de la ARNpol con la que actian (TF I
actia con ARNpol I, TF II con ARNpol II, y TF III con
ARNpol III), junto con ésta forman el aparato basico de

transcripcion (Hernandez 2013).
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La mayoria de promotores basales ubicados en genes
procariontes y virales son fuertes, su tasa de transcripcion
es elevada debido a la eficacia de la maquinaria de
transcripcion basal; al contrario, promotores de genes
eucariontes son débiles, con un inicio de transcripcién
menos frecuente, pues requieren secuencias accesorias de
promotores proximales localizados generalmente a menos
de 200 pb corriente arriba del sitio de inicio, como por
ejemplo las cajas GC, CAAT y el octamero. También hay
promotores distales, generalmente a mas de 200 pb
corriente arriba del sitio de inicio de la transcripcion,
aunque también se encuentran corriente abajo. Estas
regiones mas complejas pueden activar o desactivar genes
que controlan la transcripcion génica, y no necesariamente
se ubican cerca de la region codificadora (Hernandez

2013).

La transcripcién se conjuga en procesos simultaneos de
iniciacion, elongacion y terminacion. El inicio es la sintesis
de los primeros nueve enlaces nucleotidicos de ARN
mediados por la ARNpol II que permanece en el promotor,
y termina cuando la enzima comienza a alargar la cadena y
abandona el promotor con el complejo de iniciaciéon. En la
elongacion las proteinas TFIIE y TFIIH se unen corriente
arriba de la ARNpol II, son requeridas para moverse a lo
largo del ADN y abandonar el promotor basal; se une

TFIIE, y luego TFIIH que excepcionalmente contintia
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unida a la ARNpol II y tiene actividades ATPasa, helicasa y
cinasa, que fosforila el dominio carboxiterminal (CTD) de
la ARNpol IT e implica el abandono del promotor basal y el
inicio de la elongacion; los nucledtidos se anaden
covalentemente al extremo 3’-OH, y se forma un hibrido
ADN-ARN. Finalmente, en la terminacion se reconoce una
secuencia de ADN que contiene una regiéon palindréomica
rica en GC, que precede a otra de seis o méas adeninas, la
cual en la transcripcién del ARN se lee como senal de
poliadenilacion y determina el final de la adicion de
nucleétidos y la desintegracion del complejo de
transcripcion. Al afiadirse el tltimo nucledtido a la burbuja
de transcripcién, se libera la ARNpol II. Al terminar los
procesos transcripcionales y postranscripcionales existe
un ARNm maduro listo para transportarse al citoplasma

(Hernandez 2013).

Los 4acidos nucleicos codifican para proteinas, una molécula
de proteina también es un polimero de esqueleto regular o
cadena polipeptidica, cada cadena polipeptidica se forma
uniendo cabeza y cola de aminoécidos (Figura 1.8), y difiere

en cada uno de los veinte aminoacidos (Crick 1989).
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COO™ s

grupo a-amino | carboxilo
+
Ca RI

Son a-amino acidos

Figura 1.8. Formula general de los aminoacidos. Grupo amino (NHj*),
grupo carboxilo (COO-), grupo lateral (R).

Fuente: Simarro (2019)

La traduccion para la sintesis de una proteina se lleva a
cabo en los ribosomas ubicados en el citoplasma celular,
con ayuda de pequenas moléculas de ARNt y un nimero
de enzimas especiales. La informacion de las secuencias se
encuentra en el ARNm, que en muchos es de una sola
cadena, y se sintetiza como copia de un fragmento
particular de ADN utilizando las reglas del apareamiento
de bases; el ribosoma viaja a lo largo del ARNm leyendo su
secuencia de bases en grupos de tres (codon) cada vez;
siendo el proceso general ADN — ARNm — proteina, en el
cual las flechas sefialan la direccion en que se transfiere la

informacion de secuencia (Crick 1989).

Los ARNt son pequefios en tamafno, con estructura de
bucles, se encargan de transportar aminoacidos hasta el
ARNTr, donde se unen, uno tras otro, por medio de enlaces
peptidicos utilizando la enzima aminoacil-ARNt-sintetasa

y consumiendo adenosin trifosfato (ATP). Un triplete de
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bases que se encuentra en el asa central de la secuencia del
ARNt denominado anticodon, se une
complementariamente al codon del ARNm durante la
sintesis de una proteina para la introduccién de un
aminoacido especifico a la cadena polipeptidica naciente o

creciente (Vera et al. 2013).

La estructura de cada ribosoma se construye con un
conjunto de moléculas de proteina y varias moléculas de
ARN no mensajeros (Crick 1989); segiin su coeficiente de
sedimentacion medido en Svedbergs (S), en organismos
eucariontes la subunidad mayor de ARN ribosomal (60S,
PM = 2800000) consta de ARNr 28S, ARNr 5S y ARNr
5.8S, y la subunidad menor (40S, PM= 1400000) consta de
ARNr 18S; presentan 4700, 120, 160 y 1900 nucleo6tidos,
respectivamente (Watson et al. 2014). En el proceso de
traduccién el ribosoma permite la union del ARNm al
ARNt, proporcionando los sitios de interaccién entre el
codon y el anticodon, y cataliza la transferencia del
aminoacil-ARNt (ARNt unido a su aminoacido) al peptidil-
ARNt (ARNt unido a la cadena peptidica naciente),
siguiendo la secuencia de codones del ARNm y la lectura
del cédigo genético. Ademas, el ribosoma posee tres sitios
o centros llamados A, P y E; los dos primeros se
encuentran en ambas subunidades del ARNr y participan
directamente en la decodificacion del ARNm. Por el sitio A

(aminoacilo) entra el aminoacil-ARNt al complejo
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traduccional y luego se transfiere un aminoacido al
peptidil-ARNt para la generacion del enlace peptidico en la
subunidad mayor; en el sitio P (peptidilo) se localiza al
peptidil-ARNt, y es donde se observa la elongacion de la
cadena peptidica; y el sitio E (eliminacion o salida) es por
donde el ARNt sale del complejo ribosomal una vez que
dejo al aminoacido en la cadena polipeptidica en

formacion (Vera et al. 2013).

Una cadena polipeptidica en sintesis se va plegando sobre
si misma formando wuna compleja estructura
tridimensional necesaria para cumplir una funcion
proteica especifica. Frecuentemente un gen es un
fragmento de ADN de unos millares de pares de bases que
codifica para una unica cadena polipeptidica. El dogma
central es una magnifica hipotesis que intenta predecir qué
flujos de la informacion de secuencia no pueden darse

(Figura 1.9) (Crick 1970, 1989; Cobb 2017).

Figura 1.9. Un diagrama que ilustra el dogma central. Las flechas
representan los varios flujos de informaciéon de secuencia. Las flechas

continuas muestran los flujos normales. Las flechas de puntos muestran
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los flujos extrafios. Notese que los flujos que faltan son las flechas que
deberian empezar en las proteinas.

Fuente: Crick (1970, 1989), Cobb (2017)

Los flujos normales se han descrito anteriormente. El flujo
ARN — ARN es poco frecuente, usado por ciertos virus de
ARN como el virus de la gripe y el de la polio; el fluyjo ARN
— ADN (transcripcién inversa) es usado por virus de ARN,
por ejemplo el virus del SIDA. El fluyjo ADN — proteina no
existe, aunque bajo condiciones especiales en tubo de
ensayo el ADN monocatenario puede actuar como
mensajero, pero probablemente nunca ocurre de forma

natural (Crick 1989).

El coédigo genético es un diccionario que relaciona el
lenguaje de cuatro letras de las bases de los &cidos
nucleicos con el lenguaje de veinte letras de las proteinas.
Un codon (triplete de bases) codifica para un aminoacido,
hay 4 x 4 x 4 = 64 codones en total. Hay aminoacidos que
estan codificados por mas de un codon. Tres codones
senialan el fin de cadena. En el codigo genético (Tabla 1.3)
las tres bases de cada triplete se leen en cada entrada de la
tabla, la primera base se escribe a la izquierda, la segunda
arriba y la tercera a la derecha (Crick 1968). Asi, la valina
(Val) esta codificada por GUU, GUC, GUA, y GUG, la
histidina (His) por CAU y CAC, etc.; los tres codones para
el final de la cadena polipeptidica (STOP) son UAA, UAG y
UGA. El extremo izquierdo de una cadena de ARN o ADN
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como se escribe habitualmente, se denomina extremo 5’, y
el derecho extremo 3’, por razones quimicas. El cédigo
parece ser exactamente el mismo para plantas y animales
estudiados, sin embargo, se conocen pequeiias variaciones,
especialmente para el ADN de algunas mitocondrias y para

ciertos hongos.

Tabla 1.3. El codigo genético.

Primera Segunda Posicion Tercera
Posicion Posicion
(extremo U C A (extremo
5" G 3
| I
Phe Ser Tyr Cys U
U Phe Ser Tyr Cys C
Leuw Ser STOP STOP A
Leu Ser STOP Trp G
Leu Pro His Arg U
C Leu Pro His Arg C
Leu Pro GIn Arg A
Leu Pro GIn Arg G
Ile Thr Asn Ser U
A Ile Thr Asn Ser C
Ile Thr Lys Arg A
Met Thr Lys Arg G
Val Ala  Asp Gly U
G Val Ala  Asp Gly C
Val Ala Glu Gly A
Val Ala Glu Gly G
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Fuente: Crick (1968, 1989)

Las abreviaturas correspondientes a las bases son U —
Uracilo (para ADN se encuentra T — timina, en lugar de

U); C — Citosina; A — Adenina; G — Guanina.

Las abreviaturas correspondientes a los aminoacidos son Ala
— Alanina; Arg — Arginina; Asn — Asparragina; Asp —
Acido aspértico; Cys — Cisteina; Gln — Glutamina; Glu —
Acido glutamico; Gly — Glicina; His — Histidina; Ile —
Isoleucina; STOP — significa fin de cadena; Lys — Lisina;
Met — Metionina; Phe — Fenilalanina; Pro — Prolina; Ser
— Serina; Thr — Treonina; Trp — Triptéfano; Tyr —

Tirosina; Val — Valina; Leu — Leucina.

Genética molecular y centros de origen

La genética molecular permite complementar la
interpretacion de estudios arqueolégicos (Zeder 2006),
contribuyendo significativamente a identificar parientes
silvestres de los cultivos, y precisando informacion acerca de
areas geograficas donde la domesticacion de los primeros
organismos aportd para el desarrollo de diversos cultivos. La
genética de poblaciones permite la documentacion de
mecanismos evolutivos asociados al manejo humano, el
moldeamiento y distribuciéon espacial de la diversidad

genética e interaccion de poblaciones cultivadas y silvestres;
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patrones actuales de distribucion espacial de la diversidad
genética constituyen un reflejo de procesos ecoldgicos y
culturales que influyeron en el pasado.

La genética de poblaciones permite el analisis de distribucion
espacial de la variabilidad genética de una especie e
identificaciébn de sitios de alta diversidad genética en
poblaciones silvestres, regiones cuyo manejo de poblaciones
presenta mayores o menores efectos cuello de botella
(Doebley 1992; Doebley et al. 2006), las cuales a su vez
pueden derivar en uno o varios efectos fundadores (Mayr
1942; Gross y Olsen 2010); poblaciones domesticadas
pueden ser o no simpétricas con las silvestres, el nivel de
diferenciacion y variacion en las frecuencias génicas revela el
grado de intensidad en manejo y domesticacion, y la
informacion conjunta contribuye a la identificacion del

centro de origen de un proceso de domesticacion.

La filogeografia comienza a hacer contribuciones refinadas
sobre las areas de origen y rutas de difusion de haplotipos
caracteristicos de organismos domesticados, lo que
permitira la documentacién de suficientes estudios de caso
para proponer patrones histéricos en diversos contextos
geograficos y culturales; la filogeografia es el estudio de los
principios que rigen las distribuciones geograficas de
linajes genealogicos, especialmente aquellos dentro de, y
entre, especies emparentadas (Avise 2000), es integradora

y establece puentes entre las disciplinas microevolutivas
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(etologia, demografia, genética de poblaciones) y las
macroevolutivas  (geografia historica, paleontologia,
biologia filogenética) a través de la genética molecular

(Vasquez 2008).

Seleccion de plantas usando marcadores

moleculares

Los marcadores moleculares se utilizan para la estimacién de la
distancia genética entre genotipos y orientaciéon al mejorador
en la eleccion de progenitores. La identificacion de lineas con
alta aptitud combinatoria (AC) en combinaciones hibridas es
bastante costosa en programas de mejoramiento. El uso de
marcadores moleculares se recomienda para la determinacion
de grupos heteréticos y también para hacer las predicciones del
comportamiento de hibridos en base a la distancia genética
entre los progenitores. En programas de retrocruzas, el uso de
marcadores moleculares puede facilitar la eleccion de
progenitores donadores de menor distancia genética del

progenitor recurrente (Camarena et al. 2014).

La biotecnologia en complemento y no en reemplazo al
fitomejoramiento tradicional, es necesaria para elevar el
rendimiento de los cultivos. Se espera que las aplicaciones de
las técnicas de cultivo de tejidos, manipulacion y
transferencia génica, tipificacion del ADN, seleccion asistida

por marcadores moleculares, seleccion y clonacion de
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plantas, etc., proporcionen nuevos mecanismos para el
mejoramiento de plantas, otorgandoles resistencia a plagas y
enfermedades y a peligros naturales, sin efectos secundarios
perjudiciales que acarrean muchos pesticidas y fertilizantes,
ademas de incorporarles caracteristicas deseables en algunos
cultivos (valor nutritivo, mayor rendimiento, producciéon de
metabolitos secundarios, etc.). La rapidez en el
mejoramiento vegetal a través de la biotecnologia es mucho
mayor que cuando se aplican métodos tradicionales

(Camarena et al. 2014).
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CONSERVACION Y UTILIZACION DE LAS
PLANTAS

En Suramérica pese a existir naciones con porcentajes
altos de diversidad fitogenética a nivel mundial, la
productividad, la seguridad alimentaria y el desarrollo
sostenible son influidos por factores como el incremento
poblacional, la tecnificacibn de procesos, las éareas
disponibles para siembra, el desgaste de suelos, el cambio
climatico, etc., que conllevan a una inminente erosion
genética en varias especies, que es preciso evitar mediante

acciones vinculadas a la proteccion de la biodiversidad.

El Convenio sobre la Diversidad Biologica (CDB) identifica

que la biodiversidad esta mejor conservada in situ, y ex situ
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debe aplicarse como apoyo a la conservacion in situ. Cuando
las amenazas a las especies en su propio habitat o al habitat
mismo son considerables, las posibilidades de que sobrevivan
mucho tiempo son remotas, siendo entonces importante
evaluar la necesidad de iniciar un programa de conservacion

ex situ (Lascurain et al. 2009).

La conservacion de recursos genéticos en bancos de
germoplasma pretende preservar la variabilidad genética
de cultivos de interés comercial, debido a su potencial
valoracidn agricola, y contribuir al control de la erosiéon
genética; la utilizacion mas importante de las plantas se
dirige hacia la investigacion en produccion de alimentos,
conservacion de suelos, fruticultura, extraccion de
principios activos, entre otros; también favorece al
intercambio de germoplasma, la educacion, la repoblacién

y la produccion industrial.

Los recursos fitogenéticos se consideran naturales,
limitados y perecederos; proporcionan la materia prima o
genes que debidamente utilizados o combinados por el
hombre permiten la obtencién y valorizacion de
variedades vegetales nuevas y mejoradas. Son fuente
insustituible de resistencia a enfermedades y plagas,
tolerancia a estrés, adaptacion, calidad y productividad.
Los recursos fitogenéticos no son inagotables, sino un

capital cuyo nivel es preciso mantener e incrementar si
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queremos seguir disfrutdndolos; la responsabilidad
corresponde a la humanidad, y mas a quienes los utilizan

y se benefician de ellos (Vallejo y Estrada 2002).

Los recursos fitogenéticos constituyen la despensa
alimenticia de la humanidad; su importancia real y
estratégica es enorme, y su pérdida es una amenaza grave
a mediano y largo plazo para el progreso agricola y la
seguridad alimentaria internacional. Se estima la
existencia de unas 250000 especies vegetales en el
mundo; solo 100 especies suministran méas del 90% del
alimento, 20 proveen la mayoria de proteinas, calorias y
aceites, tres especies (maiz, arroz y trigo) suministran el
66% de las proteinas y calorias. La humanidad depende de
menos del 1% de las especies vegetales existentes,
mientras que las restantes son aun desconocidas o en

mejor caso subutilizadas (Vallejo y Estrada 2002).

Generalidades acerca de la conservacion de

recursos fitogenéticos

La conservacion de recursos fitogenéticos preserva la
habilidad de germinaciéon de las semillas y garantiza la
existencia y la diversidad de las especies; el germoplasma es
el bagaje o pool genético de una especie; el banco de
germoplasma es el lugar fisico para la conservacion de

semillas; accesion es la unidad de conservacidon, una
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muestra de semillas que ingresa a un banco de
germoplasma identificada con un coédigo y reproduce la
identidad genética de procedencia; coleccion es un grupo de
muestras o accesiones; coleccion base es aquella destinada
a largo plazo y de uso restringido para regeneracion
(semillas sexuales a - 20 °C; < 40% HR; granos de 5% de
humedad); coleccién activa se refiere a muestras accesibles
o disponibles para diferentes usuarios; duplicados
representan colecciones ingresadas a otros bancos,
genéticamente iguales a las accesiones de origen; las
semillas ortodoxas se secan y mantienen a Dbajas
temperaturas; mientras que, las semillas recalcitrantes no
pueden secarse ni mantenerse a baja temperatura (Sevilla y

Holle 2004).

Estrategias para la conservacion de germoplasma

El germoplasma es un conjunto de genes que se
transmiten dentro y entre poblaciones de una especie
vegetal, es el plasma germinal, el plasma de la vida;
incluye cultivares nativos, cultivares mejorados,
poblaciones en mejoramiento, especies silvestres
relacionadas y especies cultivadas obsoletas (Sevilla y

Holle 2004).

Una estrategia nacional para la conservacion de

germoplasma toma en cuenta lo siguiente (UBA 2019):
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- Recursos biologicos contenidos dentro de los limites
nacionales, sean plantas silvestres o exdticas, plantas de

importancia econdmica, plantas medicinales o nativas.

- Recursos institucionales y expertos disponibles para
documentacion, investigacion, coleccion, manejo y
utilizacion de dichos recursos.

- Necesidades destacadas presentes y futuras de

entrenamiento, educacién y cooperacion técnica.

Conservacion in situ

El CDB define la conservacion in situ como “la
conservacion de los ecosistemas (habitats), el
mantenimiento y recuperacién de poblaciones de especies
en sus medios naturales”; estratégicamente, la Comision
de Recursos Genéticos (FAO 1991) la recomienda como
complementaria en programas de conservacion; también
se recomienda preservar las especies silvestres, ordenar y
mejorar la conservacion en fincas (“chacra”), y mejorar la
gestion de los agricultores conservacionistas. La
conservacion in situ requiere el trabajo conjunto de
comunidades, organizaciones no gubernamentales,
instituciones nacionales y gobiernos locales; requiere la
valorizacion y rescate de métodos y practicas tradicionales

ecoldogicamente compatibles, de bajo costo, y la
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identificacion de variedades con potencial comercial

(Sevilla y Holle 2004).

La conservacion in situ abarca &mbitos relacionados a areas
naturales protegidas, parques, y reservas con minima
intervencion humana, con orientacién hacia los parientes
silvestres; también llega al nivel familiar campesino o
nativo, con orientacion hacia las especies cultivadas;
comprende la conservacion de los ecosistemas tradicionales
de cultivo y las culturas locales, la diversidad total de
especies. Esta modalidad es practicada por nuestras
comunidades y agricultores durante muchas generaciones,
con base en variedades locales y regionales, las cuales
utilizan para su subsistencia. Con el pasar del tiempo, los
agricultores y las comunidades adicionan wun valor
econdmico al material vegetal a través de su seleccion y
utilizacidon; las variedades fruto de la innovacion del
agricultor, fueron, son y seran esenciales para el desarrollo

de futuras variedades comerciales (Vallejo y Estrada 2002).

El Plan de Accion Mundial promovido por la Organizaciéon
de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion,
incluye como actividades de ordenacion y mejoramiento de
los recursos fitogenéticos in situ el estudio e inventario para
evaluacion de diversidad, el apoyo a la ordenacion y
mejoramiento en fincas, la asistencia a agricultores en caso

de catastrofe para el restablecimiento de sistemas agricolas, y
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la promocioén de la conservacion in situ de especies silvestres
y afines a las cultivadas para la producciéon de alimentos

(Vallejo y Estrada 2002).

Proyectos multidisciplinarios

En el proyecto conservacion in situ de los cultivos nativos
y sus parientes silvestres llevado a cabo en Pert (2001-
2005), por varias instituciones publicas y ONGs, que tiene
por objeto fortalecer las organizaciones campesinas,
promover la cultura conservacionista, el consumo y
eventual comercializacion, se identifica 8
microgenocentros y 750 agricultores conservacionistas, se
desarrolla una metodologia estandarizada para inventario
de diversidad, ademas se fomenta la identificacion
participativa de parientes silvestres; también se registra
informacion etnobotanica, de usos de los cultivos y
practicas conservacionistas; finalmente, se registra la
introduccion y complementacion de nuevas tecnologias, y
se identifica ferias locales, 113 tecnologias tradicionales y

26 tipos de amenazas a la conservaciéon (CCTA 2006).

La gran parte de la diversidad esta en manos de pequefios
agricultores marginados, que utilizan el cultivo de recursos
fitogenéticos para autoconsumo, y poseen una cultura
antigua y tradicional. La diversidad de tubérculos andinos

por ejemplo, se conserva por medio de diferentes
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estrategias ancestrales como la siembra de variedades en
mezcla, siembra en pisos ecologicos diferentes, siembra de
varias parcelas del mismo cultivo, siembra en diferentes
fechas, las labores agricolas en “minka”, el uso de
indicadores meteorolégicos, el trueque de semillas, el uso
de variedades con diferentes propésitos, y rituales en

manifestacion del respeto a la naturaleza (CCTA 2006).

El proyecto programa de colaboracién sobre biodiversidad
de raices y tubérculos andinos (RTA) (CIP/COSUDE)
desarrollado en Bolivia, Ecuador y Pert (1993-1997), en
cuatro fases destinadas a la caracterizacion y conservacion
en microcentros; los microcentros son areas geograficas
definidas cuya conservacion es sostenible en tiempo,
espacio y a nivel familiar, su unidad de anélisis es la
familia en wun contexto holistico (sociocultural,

agroecologico y econémico) (CIP 1998).

La fase uno corresponde a la identificacion de
microcentros  mediante  aproximaciones con la
informacion disponible; se identifica areas geograficas con
al menos tres RTAs en el sistema productivo, siendo las de
mayor interés de interés oca (Oxalis tuberosa), olluco
(Ullucus tuberosus), mashua (Tropaeolum tuberosum),
arracacha (Arracacha xanthorrhiza), yacon (Polymnia
sonchifolia), ahipa (Pachyrrhizus ahipa), mauka

(Mirabilis expnsa), achira (Canna edulis), papa nativa
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(Solanum spp.) y maca (Lepidium meyenii). La fase dos se
refiere a la caracterizacion de microcentros mediante
organizacion de la produccion por caracteristicas y uso de
las especies, factores limitantes o favorables, interaccion
de familias, comunidades, organizaciones y poblacién
urbana, y estimacién de la agrodiversidad en ferias de
semilla. La fase tres enmarca la dindmica de conservacion
en microcentros, es decir los factores que afectan la
estructura poblacional y la frecuencia de genes; su unidad
de andlisis es la familia, comunidad, cuenca o region; y
conlleva al flujo de semillas entre agricultores, intercambio
en ferias locales, distritales u otros, trueque, regalo o pago
por trabajo. Posteriormente, en la fase cuatro se realizan
intervenciones en microcentros consolidados, para el
establecimiento de relaciones con la conservacion ex situ,
repatriacion de semillas sanas de variedades locales,
capacitacion en seleccion positiva de RTAs, seleccion masal
de cultivos con reproduccion sexual, implementacion de
tecnologia de almacenamiento, complementariedad de
técnicas tradicionales con modernas, monitoreo de la
dinamica espacial y temporal y acompafiamiento comercial
(CIP 1998).

La conservacion in situ tedricamente corresponde a todos
los alelos de todos los loci de todas las poblaciones; como
estrategia se clasifica la diversidad en razas o ecotipos,

siendo la unidad de conservacién un grupo de individuos
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con la misma morfologia, fenologia y patréon adaptativo
(genéticamente homogéneo); la diferencia entre grupos se
basa en el accionar de muchos genes. Es necesario el
mejoramiento del sistema de conservacion para revertir la
situacion de marginalidad y pobreza; el mantener los
sistemas tradicionales de produccion, la cultura y los
ecosistemas es la mejor estrategia para la conservacion de

la diversidad de plantas cultivadas (Sevilla y Holle 2004).

Dificultades técnicas

Las dificultades técnicas para la conservacion in situ se
enfocan en la taxonomia y relaciones de las especies, pues no
se puede conservar lo que no se conoce, ademas se requiere
definir = categorias  intraespecificas y  relaciones
interespecificas; en cuanto a la diversidad total de una
especie, se dificulta debido a que las poblaciones representan
solamente una porcion del total, y se requiere clasificar las
poblaciones en grupos homogéneos, estudiar la variabilidad
total (entre y dentro de poblaciones), y definir la estructura
genética; en el ambito geografico (ecogeografia y
ecotopografia), se requiere definir nudcleos (4mbitos
geograficos con condiciones ambientales en los que se
adapta una especie o raza), la selecciébn natural en pisos
altitudinales define caracteres adaptativos ttiles; en relacion

a la dinamica de las poblaciones, se requiere conocer el
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equilibrio genético y sus cambios; ademas, limitantes
bioticos y abioticos o un accidente climéatico pueden destruir
una poblacion susceptible; en cuanto a seleccion artificial se
refiere, es requerimiento saber si los agricultores priorizan la
biodiversidad o la orientacién comercial; para la integracion
de la especie en el sistema productivo se considera su
orientacion de produccion: autoconsumo o mercado, la
importancia relativa del cultivo (primario o secundario) y la
importancia cultural (usos de la cosecha y costumbres);
también influye el tamano de propiedad y demografia de
poblaciones antiguas en areas pequenas; asi como, las
préacticas de manejo conservacionista; y las reglamentaciones
nacionales sobre acceso, uso y conservacion de recursos

genéticos (Sevilla y Holle 2004).

Conservacion ex situ

Consiste en el mantenimiento de algunos componentes de

la biodiversidad fuera de sus hébitats naturales.

Bancos de germoplasma

Los bancos de germoplasma ponen énfasis en la
conservacion de especies tutiles para la alimentacion y la
agricultura. En bancos de semilla la temperatura de

conservacion varia entre 0 y 8 °C para conservacion a corto-
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mediano plazo, y usualmente es -20 °C para conservaciéon a
largo plazo, dependiendo de especie y tipo de semilla a
conservar. Las camaras de conservacion mantienen la
integridad genética de la semilla el mayor tiempo posible
mediante el control de refrigeracién y humedad relativa,
aislamiento térmico y sellos de vapor de agua; las especies
varian ampliamente en el periodo de conservacion de sus
semillas, en general los cereales presentan mayor longevidad
de semilla, en leguminosas es intermedia y varia segin la

especie, y en horticolas es menor (Sevilla y Holle 2004).

El vigor de semilla es la fuerza para germinar en condiciones
adversas, y la viabilidad de semilla es la habilidad para
germinar y producir plantas normales. El vigor y la
viabilidad declinan muy lento (75 a 90% de germinacion),
con rapido deterioro (25 a 10% de germinacion), y
nuevamente lento; el maximo vigor y viabilidad ocurre
cuando la semilla alcanza el maximo peso seco (en madurez
fisiologica). El vigor se mide directamente con la
germinacién en condiciones adversas o indirectamente con
el uso de tetrazolio (coloraciébn roja en tejidos indica
actividad respiratoria); la viabilidad se mide mediante
pruebas de germinacién estandar (Ruiz 2009). La humedad
de semilla en madurez fisioldgica varia segiin especie y

variedad, 60 a 70% en leguminosas (Sevilla y Holle 2004).
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El indice de germinacion se entiende como el ntimero
medio de dias requeridos para la emergencia de la radicula
(Cabrera et al. 2010); una semilla se considera germinada
cuando la radicula supera 1.0 mm de longitud fuera de su
cubierta (Prohens et al. 1999); se calcula mediante la
siguiente formula, para cada tratamiento (Nerson y Paris
1988):

IG = (S1T1 + SoTs +... SnTn) / (S1 +Ss +... Sn)

donde: S es el numero de semillas germinadas y T es el

tiempo de incubacién en dias (Loy y Evensen 1979).

Las condiciones ideales para conservacion en bancos de
semilla son humedad relativa (HR) baja entre 15 y 20%,
temperatura a -20 °C, ausencia de luz y atmosfera baja en
oxigeno. Semillas de tomate almacenadas a 4 °C durante 50
afnos pierden 0.4% de viabilidad cada afno, semillas de trigo
pierden 0.5%, semillas de sorgo pierden 1.9%. Semillas de
frijol almacenadas a —18 °C durante 17 afios presentan 99%
de germinacion, semillas de pepinillo 98%, semillas de
sandia 94%. También se menciona que la reduccion de la
temperatura de 20 a 10 °C multiplica por 3.0 la longevidad
en semillas ortodoxas, de 10 a 0 °C multiplica por 2.4 la
longevidad, de 0° a -10 °C multiplica por 1.9 la longevidad, y
de -10 a -20 °C multiplica por 1.5 la longevidad. Si no se

dispone de equipos se recurre a la regla practica de “la suma
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de grados Fahrenheit y humedad relativa debe ser igual o
menor a 100”. En otros casos, se seca la semilla hasta 5%, se
coloca en envases herméticos y ubica en ambientes secos,
ventilados, bajo sombra y con temperaturas no mayores a 20

°C (Sevilla y Holle 2004).

La humedad de semilla es generalmente el mayor causante
del deterioro en la conservacion ex situ, un rango 6ptimo va
de 4 a 8%. La humedad de equilibrio es la humedad de
semilla cuando se equilibra con la humedad del aire, a mayor
humedad del aire mayor humedad de semilla por
imbibicibn; los envases herméticamente cerrados reducen el
flujo de la humedad del aire a la semilla; la humedad de
equilibrio varia entre especies y variedades, por ejemplo en
semillas de arroz o trigo con 5% de humedad de semilla
almacenada a 10% de HR, la primera cambia a 8% si la HR
es 20%, cambia a 18% si la HR es 80% (Sevilla y Holle
2004).

Los factores que afectan la conservacion de semilla
corresponden a caracteres estructurales (con o sin cubierta,
necesidad o no de escarificacion), tamano, localizaciéon del
embridon, madurez, danos (fisicos o sanitarios), humedad,
composicion quimica; y factores del medio ambiente como
temperatura relacionada a la respiracion (cada 5 °C de menor
temperatura duplica el periodo de conservaciéon), y humedad

relativa relacionada con la sanidad (ocurre condensacion en
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atmosferas saturadas con vapor de agua y temperaturas

menores a 14 °C) (Sevilla y Holle 2004).

El secado de semilla requiere eliminacion de humedad
superficial y humedad interior, el agua interior se encuentra
en forma constitutiva intracelular (protoplasma) y libre
extra celular (espacios intercelulares). El secado es afectado
por temperatura, humedad relativa y tasa de flujo del aire
de secado; la tasa de flujo del aire de secado es la cantidad
de aire que pasa a través de la semilla por unidad de
tiempo; el ritmo de secado depende de la humedad de
semilla, en general varia entre 5 y 10%. Un factor muy
influyente en el tiempo de secado es la temperatura, ya
interviene en la determinacion del ritmo de difusion de la
humedad interna, generacién de diferencias en la presion
de vapor entre semilla y atmosfera, y determinacion de la
capacidad del aire externo para disipar humedad (Sevilla y

Holle 2004).

Peso final semilla seca = peso inicial x (100 — humedad

inicial) / (100 — humedad final)

Las formas del secado de semilla incluyen secado con flujo
de aire caliente, secado con desecantes o en ambientes con
baja humedad relativa; no es posible el secado si la
humedad del aire es mayor que la humedad de equilibrio; el

aumento de la temperatura del ambiente de secado en 10 °C
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reduce a la mitad la HR del mismo; no es conveniente el
secado de semilla bajo temperaturas mayores
comprendidas entre 35 y 40 °C; el secado de semilla en el
tropico se complica por presencia de temperatura y

humedad relativamente altas.

Los desecantes de semilla basados en silica gel
ventajosamente cambian su color de azul-seco a rosado—
himedo; los factores que determinan el tiempo requerido
para secado con silica gel son tamano y clase de semilla,
humedad inicial de semilla y proporcion peso silica
gel/peso de semilla; es recomendable una relacion 1/1 en

los pesos silica gel/semilla.

Las semillas recalcitrantes son de gran tamano (cacao, mango,
palta, otras), rodeadas de endocarpio grueso (verdaderos
frutos), cubiertas por estructuras carnosas o jugosas
generalmente asociadas a ambientes humedos, poseen alto
contenido de humedad, son sensibles al secado, a bajas
temperaturas y a la descomposicion, y su longevidad varia
desde pocas semanas a varios meses. La recalcitrancia puede
ser alta, mediana o minima; las semillas recalcitrantes
requieren de oxigeno, carecen de latencia, son sensibles al frio,
no soportan temperaturas menores a 0 °C; semillas tropicales
sufren dano por debajo de la temperatura ambiental, el cacao
por ejemplo sufre dafios a menos de 15 °C. Se recomienda el

almacenamiento de semilla recalcitrante en envases abiertos,
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tratamientos con fungicidas o bactericidas, y tratamientos con
inhibidores de germinacion; el contenido de la humedad de
semilla es alto (25% en palma; 55% en café), variable aun
dentro de un grupo de la misma planta, y la humedad critica
varia entre especies, variando entre 12 a 35% (Sevilla y Holle

2004).

En Pert los bancos de germoplasma a nivel nacional se
organizan en una Red de Bancos de Recursos Genéticos
coordinados por el Instituto Nacional de Investigacion
Agraria (INIA); el objetivo de la red es conservar la
diversidad genética in situ y ex situ de plantas cultivadas
(Figura 2.1), animales domésticos, especies silvestres
afines, entre otros; desde el afio 2000 surge un inventario
de instituciones privadas y publicas que mantienen bancos
de germoplasma activos de diferentes especies, siendo en
Perti 31 instituciones que mantienen 42 bancos de

germoplasma (Consorcio GTZ 2001).

Figura 2.1. Germinacion de semillas; desecantes en frascos herméticos;

conservacion en bolsas de papel y aluminio; conservacién ex situ de oca,

olluco, maca, mashua y yuca.
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En Ecuador, instituciones nacionales como el Instituto
Nacional de Investigaciones Agropecuarias (INIAP) dirigen
proyectos para la conservacion in situ de los recursos
genéticos de interés agricola, que deben ser complementados
con proyectos orientados a la conservacion ex situ,
enfatizando la conservacion de los recursos genéticos
agricolas mediante la constitucién y manejo de bancos de
germoplasma. El pais cuenta con varias colecciones
nacionales de recursos fitogenéticos que se mantienen en
entidades publicas y privadas, universidades y centros e
instituciones de investigacion. El INIAP, a través del
Departamento Nacional de Recursos Fitogenéticos
(DENAREF) maneja un banco de germoplasma nacional que
ejecuta y coordina las acciones en materia de conservacion ex
situ (Gonzalez 2002), el cual contiene aproximadamente
17920 accesiones provenientes de colectas, intercambio y
custodia, de las cuales aproximadamente 13711 se almacenan
como semillas, 4209 en campo o duplicadas en colecciones
in vitro; incluye colecciones de un sinnimero de cultivos
relevantes para la agrobiodiversidad ecuatoriana como son
una variedad de tubérculos andinos, maiz, quinua, chocho,
fréjol, haba, arveja, lenteja, mani, aji, naranjilla, chirimoya,
arroz, yuca, cacao, tomate de arbol, uvilla, amaranto, entre

otros (Tapia et al. 2008).

En Ecuador existe una gran diversidad de recursos

vegetales ttiles, muchos son utilizados por diferentes
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grupos sociales; se resalta que las principales especies
consumidas por diez pueblos indigenas y una comunidad
rural de colonos mestizos son el achiote (Bixa orellana), aji
(Capsicum annuum), papaya (Carica papaya), guaba (Inga
edulis), yuca (Manihot esculenta) y guayaba (Psidium
guajava). En cuanto a plantas medicinales empleadas por
nueve pueblos indigenas y una comunidad rural de colonos
mestizos, se determin6 el uso comidn del paico
(Chenopodium ambrosioides), hierbaluisa (Cymbopogon
citratus), tia Tina (Scoparia dulcis), ortiga (Urera

baccifera) y verbena (Verbena litoralis) (Gonzalez 2002).

Entre la vegetacion natural del Ecuador, las diversas
regiones geograficas son muy ricas en parientes silvestres
afines a las especies cultivadas. Algunos ejemplos, son los
materiales silvestres de papa, fréjol, tomate, frutales
tropicales y frutales subtropicales. También los bosques
naturales del pais contienen parientes silvestres de
especies como aguacate (Persea spp.) y papaya (Carica
spp.). Un caso muy conocido es el germoplasma de
tomates silvestres ecuatorianos (Lycopersicum
esculentum cerasiforme, L. hirsutum 'y L.
pimpinellifolium), que ha sido utilizado para mejorar el
contenido de vitamina C y de so6lidos solubles, asi como
para ampliar el rango de cultivo de las variedades
domesticadas. Lycopersicum cheesmani, endémico de las

Islas Galapagos, tolera altos niveles de salinidad del suelo
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y sequia, caracteristicas que han sido aprovechadas para el
fitomejoramiento de variedades comerciales. Las especies
medicinales representan otro grupo de interés por su
amplia variedad biolégica y de usos (Gonzalez 2002;

Torres 2010).

Centros con especies

Los centros con especies se dividen en centros de fauna
como lo son zooldgicos, acuarios y centros de rescate; y

centros de flora tales como jardines botanicos y viveros.

Conservacion in vitro

La conservacibn in wvitro es una modalidad
complementaria para semillas de dificil conservacion,
plantas que no producen semilla, semillas de genotipos
especiales cuya segregacion se necesita evitar. Se conserva
tejidos diferenciados en un medio sélido (meristemos,
plantulas, tallos, raices, microtubérculos, etc.), y tejidos no
diferenciados en un medio liquido (callos, células en

suspension, otros).

Criopreservacion
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La criopreservacion se refiere a la conservacion a través
del tiempo de germoplasma existente en forma de células
u oOrganos a bajas temperaturas, cercanas a —196 °C;
consiste en almacenar material bioldgico en nitrogeno
liquido, a cuya temperatura todo el metabolismo se
suspende, pues tedricamente no existen dafios biol6gicos
en el proceso, salvo posibles cambios que involucran
radiaciones ionizantes naturales (Jordan 2005b). En ese
contexto, se menciona que los descensos de temperatura
producen cristales de hielo extra celular y pérdida de agua
celular; es asi que, el enfriamiento lento produce dafios
por pérdida de agua celular (deshidrataci6on), mayor
concentracion osmotica y desintegracion de la membrana
celular, el enfriamiento moderado puede dar lugar a
pérdida parcial de agua, y el enfriamiento rapido no
presenta estos dafnos pues no da tiempo a la salida de agua

(Camarena et al. 2014).

La criopreservacion permite la conservacion de material
de valor, omitiendo gastos operacionales in vivo e in vitro
por periodos prolongados, lo cual es relevante en
programas de mejoramiento genético de especies arboreas
o forestales (Smith 1997), que requieren superar un
periodo largo de juvenilidad y/o esperar la expresion de
caracteristicas fenotipicas de las plantas sujetas a su
conservacion para su propagacion sexual programada

(Haines 1994); asi como posibilita la conservaciéon de
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material en inminente peligro de extincion, el
mantenimiento al alcance inmediato de material original

genéticamente invariable a lo largo del tiempo.

En general el proceso es gradual con ciertas etapas, una de
ellas es el acondicionamiento previo mediante cultivo de
explantos en presencia de niveles altos de osmoticos y el
uso de crioprotectores (sorbitol, manitol, otros). Los
osmoticos reducen el contenido de agua intracelular de los
explantos; y los crioprotectores impiden la formacién de
cristales de agua que puedan dafiar estructuralmente las
células. Asi, se reduce gradualmente la temperatura del
explanto por debajo del punto de congelacion sin causar
mayor dafno. A continuacion, se coloca el material ya
protegido directamente en nitrogeno liquido, o en
ocasiones se procede a una interfase de desecacion previa
mediante encapsulado del material en alginato de Ca

(Jordan 2005Db).

La crioproteccion puede lograrse, por ejemplo, con
combinaciones de dimetilsulfoxido (DMSO) (0.5 M hasta
15%) en presencia de glicerol, o puede incluir
combinaciones de polietilenglicol (PEG) 10%, sorbitol 0.4
a 0.5 M, etilenglicol 10 a 15%, sacarosa 2 a 3%, glucosa 6 a
10%, prolina 0.5%; cominmente bajando la temperatura a
razon de 0.5 a 1.0°C por minuto hasta -40 °C, para luego

sumergir en nitrogeno liquido. Mientras que, la
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descongelacion es mas  bien rapida  hasta
aproximadamente -40 °C, y después en presencia de
algunos criopreservantes hasta el punto de congelacién.
Posteriormente, se transfiere el material a medios sin
criopreservantes y se establece la temperatura usual de

cultivo de 20 a 25°C (Jordan 2005b).

Propdsitos de la conservacion ex situ

Los propositos de la conservaciéon ex situ contemplan

(Wyse y Sutherland 2000):

El rescate de germoplasma amenazado, la produccion

de material para investigacion.

- La produccion de material para reintroduccion,

restauracion y manejo de habitats.
- El almacenamiento de germoplasma en bancos de
semillas, colecciones de campo, bancos de

germoplasma.

- El suministro de material a fin de reducir la presion contra

la recoleccion de plantas silvestres.

- La disposicibn de material para programas de

educacion.
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- La conservacion de especies locales econ6micamente
importantes, especies de interés cientifico, endémicas o

pertenecientes a relictos geograficos.

Erosion genética

La erosion genética es un proceso de pérdida de recursos
genéticos; involucra la pérdida de variabilidad genética
existente en organismos individuales cuyos genomas son
unicos, la pérdida de diversidad genética que existe entre
individuos que componen una poblacién de una especie, o
entre varias poblaciones de esa misma especie, algunas de
las cuales han alcanzado grados de divergencia
reconocibles como niveles taxon6micos intraespecificos
como subespecies, razas o variedades. También incluye la
disminucion o desapariciéon de especies que componen las
comunidades bidticas y los ecosistemas, en donde los
ensambles e interacciones y adaptaciones suelen ser
singulares (Dirzo y Raven 2003; Convention on Biological
Diversity 2010; Butchart et al. 2010). La pérdida gradual
de la diversidad por erosidon genética ocurre en tres
niveles: pérdida de especies, pérdida de diversidad, y
pérdida de variabilidad por desaparicion de genes

responsables del valor adaptativo (Sevilla y Holle 2004).
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Los parientes silvestres, que incluye a antepasados y otras
especies mas o menos vinculadas a los cultivos,
contribuyen a la biodiversidad como fuentes génicas de
resistencia a enfermedades, plagas y factores de estrés
como sequias y temperaturas extremas; también han sido
empleados para aumentar el valor nutricional de algunos
cultivos, por ejemplo el contenido de calcio de la papa.
Estos materiales amplian y enriquecen la diversidad
genética de un cultivo en particular y deben ser
conservados para enfrentar posibles riesgos que abarca la
creciente uniformidad genética de las variedades

cultivadas (Bioversity International 2006).

De 511 familias de plantas identificadas, solo 173 tienen
representantes domesticados. Por ejemplo, la familia de
las Poaceae (antiguamente llamadas gramineas) abarca el
mayor numero de especies domesticadas (370 especies),
las leguminosas tienen 337 especies domesticadas de muy
diferente origen, aunque fundamentalmente amazonico y
mediterraneo, y Solanaceae contiene 115 especies
domesticadas, provenientes principalmente de Ecuador,

Per1, Bolivia y Chile (Hawksworth y Kalin-Arroyo 1995).
Aparte de las especies ya domesticadas, mas de 10000

plantas se conocen como comestibles o Ttiles; éstas

constituyen una reserva potencial para el desarrollo de

97



futuros cultivos y para una posible diversificacion de
fuentes alimenticias en un planeta donde la capacidad para
producir suficientes alimentos de calidad para la poblacion
mundial tiende a disminuir por varias razones. Entre ellas
se puede mencionar a la erosi6on genética, los costos
crecientes de los alimentos y la disminuciéon de la fertilidad
de la tierra (desertificacion) (Gonzalez 2002). La
contribucién global de las regiones geograficas para la
producciéon agroalimentaria e industrial basada en la
riqueza de sus recursos genéticos, muestra que la region
andino-amazonica contribuye 35.6% de la produccion
agroalimentaria, y 34.5% (area cubierta) de cultivos

industriales (Gonzalez-Rosquel 1997; Torres 2010).

Diversos factores como destruccion de haébitats,
explotacion forestal, cambios en los habitos alimenticios,
conversion de bosques en pastizales y/o plantaciones,
inseguridad en la tenencia de la tierra que promueve la
deforestacion, conversion de los bosques y destruccion de
otros habitats naturales, causan la pérdida irreparable de
especies y variedades, incrementando asi la erosion

genética de materiales vegetales (Josse 2000).

Referencias bibliograficas

98



Bioversity International. 2006. Parientes silvestres de
cultivo. Proyecto parientes silvestres de cultivos.

Bioversity International. Roma.

Butchart, S., Walpole, M., Collen, B., Van Strien, A,
Scharlemann, J, Almond, R., Baillie, J., Bomhard, B.,
Brown, C., Bruno, J., Carpenter, K., Carr, G.,
Chanson, J., Chenery, A., Csirke, J., Davidson, N.,
Dentener, F., Foster, M., Galli, A., Galloway, J.,
Genovesi, P., Gregory, R., Hockings, M., Kapos, V.,
Lamarque, J., Leverington, F, Loh, J., McGeoch, M.,
McRae, L., Minasyan, A., Hernandez, M., Oldfield, T.,
Pauly, D., Quader, S., Revenga, C., Sauer, J., Skolnik,
B., Spear, D., Stanwell-Smith, D., Stuart, S., Symes,
A., Tierney, M., Tyrrell, T., Vié, J. y Watson, R. 2010.
Global biodiversity: Indicators of recent declines.

Science 328:1164-1168.

Cabrera, V. A., Dottori, N. y Cosa, M. T. 2010. Germinacion,
éxito reproductivo y fenologia reproductiva de
Solanum chenopodioides (SOLANACEAE). Boletin
de la Sociedad Argentina de Botanica 45(1-2):73-80.

CCTA (Coordinadora de Ciencia y Tecnologia en los Andes).
2006. Proyecto Pert: Conservacion in situ de cultivos
nativos y sus parientes silvestres PER/98/G33.

Informe de Cierre 2001-2005. Lima, Pera. 107 p.

99



CIP (Centro Internacional de la Papa). 1998. Raices y
tubérculos andinos: Informe sobre la colaboracion en
investigaciones de biodiversidad, 1993-1997. Lima,

Perd. 27 p.

Consorcio GTZ. 2001. III Taller regional de conservaciéon ex
situ. Documento tematico. Estrategia regional de

biodiversidad para los paises del tropico andino.

Convention on Biological Diversity. 2006. Framework for
monitoring implementation of the achievement of
the 2010 target and integration of targets into the
thematic programmes of work,COP 8 Decision
VIII/15 (www.cbd.int/decisions).

Dirzo, R. y Raven, P. 2003. Global state of biodiversity and
loss. Annual Reviews of Environment and Resources

28:137-67.

Gonzalez, E. 2002. Agrobiodiversidad. Documento tematico
preparado para la elaboracion de la estrategia
regional de biodiversidad para los paises del tropico
andino. Convenio de cooperacion técnica no
reembolsable ATN/JF-5887-RG. Comunidad
Andina-Banco Interamericano de Desarrollo.

Maracay, Venezuela.

100



Gonzalez-Rosquel, V. 1997. La valoracién econémica de los
recursos fitogenéticos de la region de América Latina
y el Caribe. I Foro parlamentario venezolano-
colombiano sobre diversidad biologica en areas de

interés comun. Maracaibo.

Haines, R. 1994. Biotechnology in forest tree improvement.

FAO Forestry Paper 118, Rome, Italy.

Hawksworth, P. M. y Kalin-Arroyo, M. T. 1995. Magnitude
and distribution of biodiversity. En V. H. Heywood, y
R. T. Watson (Eds.), Global biodiversity assessment
(pags. 107-191). Cambridge University Press,
Cambridge.

Jordan M. 2005b. Aplicaciones de la técnica de cultivo de
tejidos. En H. Prieto, M. Jordan, L. Barrueto, M.
Cordeiro, y D. Durzan (Eds.), Biotecnologia vegetal
(pags. 73-98). Coleccion Libros INIA N° 15, Santiago
de Chile.

Josse, C. 2000. La biodiversidad del Ecuador. Informe 2000.
Ministerio de Ambiente, EcoCiencia y Unién Mundial
para la Naturaleza (UICN). Quito.

101



Lascurain, M., List, R., Barraza, L., Diaz, E., Gual, F.,
Maunder, M., Dorantes, J. y Luna, V. 20009.
Conservacion de especies ex situ. En A. Aguirre-
Muioz, R. Mendoza, y E. Campos (Eds.), Capital
natural de México, vol. II: Estado de conservacion y
tendencias de cambio (pags. 517-544). CONABIO,

México.

Loy, J. B. y Evensen, K. B. 1979. Phytochrome regulation of
seed germination in a dwarf strain of watermelon.
Journal of the American Society for Horticultural

Science 104:496-499.

Nerson, H. y Paris, H. 1988. Effects of fruit age, fermentation
and storage on germination of cucurbit seeds.

Scientia Horticulturae 35(1-2):15-26.

Prohens, J., Soler, S. y Nuez, F. 1999. The effects of
thermotherapy and sodium hypochlorite treatments
on pepino seed germination, a crucial step in

breeding programmes. Annals of Applied Biology
134(3):299-305.

Ruiz, M. 2009. El analisis de tetrazolio en el control de
calidad de semillas. Caso de estudio: cebadilla
chaquena. E. E. A. INTA Anguil. Publicacion técnica
N° 77:1-109.

102



Sevilla, R. y Holle, M. 2004. Recursos genéticos vegetales.
Luis Le6n Asociados S.R.L. Lima, Universidad

Nacional Agraria La Molina. 445 p.

Smith, D. 1997. The role of in vitro methods in pine
plantation establishment: the lesson from New

Zealand. Plant Tissue Culture and Biotechnology

3:63-73.

Tapia C., Zambrano E. y Monteros, A. 2008. Estado de los
recursos fitogenéticos para la agricultura y
alimentacion en el Ecuador: A mas uso, mas
conservacion. Publicacion Miscelanea no. 114, INIAP.

Quito. 101 pp.

Torres, M. de L. 2010. Agrobiodiversidad y biotecnologia.
Polémika 2(5). En linea
https://revistas.usfq.edu.ec/index.php/polemika/art
icle/view/380

UBA. 2019. Biologia de la conservacién. Ex situ. Universidad
de Buenos Aires. En linea
http://server.ege.fcen.uba.ar/biolocons/PDFs/Ex%2
ositu.pdf

103



Vallejo, F. y Estrada, E. 2002. Mejoramiento genético de
plantas. Universidad Nacional de Colombia-Sede

Palmira. 402 p.

Wyse, P. y Sutherland, L. 2000. International agenda for
botanic gardens in conservation. Botanic Gardens

Conservation International, U.K. 56 p.

CULTIVO DE TEJIDOS VEGETALES

El cultivo de tejidos vegetales se conoce también como
cultivo in vitro de organismos vegetales o simplemente
cultivo de tejidos; se basa en la totipotencialidad celular,
que es la capacidad de una célula para regenerar a partir de
ella, todos los diferentes tipos celulares que componen un
organismo multicelular (Pérez 2006); consiste en el
aislamiento experimental de explantos (protoplastos,
células, tejidos u oOrganos), su posterior desinfeccion y
siembra en un medio de cultivo nutritivo, y el suministro de
condiciones ambientales, en cAmaras de crecimiento que
alcanzan temperaturas comprendidas entre 20 y 28 °C, con
iluminaciéon ajustada de 1000 a 5000 lux y humedad
relativa entre 70 y 80% (Roca y Mroginski 1992a); el cultivo

de tejidos abarca un conjunto de técnicas a desarrollarse en
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laboratorio bajo condiciones estrictas de asepsia (Roca y

Mroginski 1992a).

El cultivo de tejidos es el area biotecnoldgica con mayor
aplicacion practica en la agricultura actual, representa una
herramienta versatil para el estudio de problemas béasicos y
aplicados de la biologia vegetal; constituye el puente
necesario para llevar manipulaciones genéticas de
laboratorio hacia el campo. Las técnicas de cultivo in vitro
se fundamentan en principios como la totipotencialidad
celular y el balance hormonal, contribuyen no sélo al mejor
entendimiento de los eventos de diferenciacion celular, sino
al mejor aprovechamiento de los mismos y a la explotacion
maés eficiente de las plantas. La totipotencialidad planteada
por Schwann y Schleiden fue el nacleo del cultivo de tejidos
y células; los primeros intentos sobre cultivo de tejidos
realizados por Haberlandt en 1902 fracasaron debido a la
utilizacion de un medio relativamente simple y tejidos
vegetales demasiado diferenciados; en 1939 se consigue el
primer cultivo de tejidos auténtico, y después de la segunda
guerra mundial este campo biotecnolégico se ha

desarrollado muy a prisa (Thorpe 2007).

El cultivo de tejidos permite la propagacion vegetal de
grandes volimenes en menor tiempo y el manejo de los
mismos en espacios reducidos; es utilizado en la obtencién

de plantas libres de patogenos, conservacion de
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germoplasma y estudios de ingenieria genética (Segui
2010); representa la posibilidad de hacer viable la
aplicacion de técnicas de ADN recombinante en el
mejoramiento vegetal (Casal et al. (Eds.) 2000). Los
términos propagacion in vitro y micropropagaciéon son
usados para referirse al establecimiento, multiplicacion y

subsiguiente enraizamiento de brotes (Capuana y Giannini

1997).

Constituyentes del medio de cultivo

Los tejidos vegetales se cultivan en medios semisolidos
que contienen agentes gelificantes o en medios liquidos; el
tipo de medio depende del tipo de cultivo y su objetivo
(Sathyanarayana 2007), la mayoria de medios son de
composicion  conocida (Tabla 3.1), constituidos
basicamente por carbono, sales minerales nutritivas,
vitaminas, fitorreguladores, agente gelificante vy,
ocasionalmente otros compuestos asociados (Seabrook

1980); y otros en adicion.

Tabla 3.1. Composicion de algunos medios para el cultivo

de tejidos.

Constituyentes

Inorgénico
NH,NO, - | - ]1650 | 1200 | - | 720 | 825
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KNO,

2527.5

950

C&Clz'2H20

75

150

CaClz

166

MgS0,-7H-0

250

246.5

KH.PO,

(NH,4)2-SO4

134

C&(NO3)2'4H20

NaNO 3

600

Na2SO4

NaHzPOQ‘Hzo

125

150

KCl

750

KI

0.01

0.75

H.BO,

MnSO,-4H.0

MnSO,-H.0

ZnS04-7H-0

ZnS0,-4H,0

ZnNa,-EDTA

Na.MoO,-2H.0

M003

CuSO,4-5H.0

COC12°6H20

CoS0O4-7H20

AlCl,

NiCl.-6H.O

FeCl3-6H20

Fez(SO4)3

FeSO,4-7H-0

Na,EDTA-2H.O

Sequestrene
330Fe

Tabla 3.1. Continuacion.

Organico

Inositol

100

100

100

Acido nicotinico

0.05

0.5

0.5

Piridoxina-HCI

0.01

0.5

0.5

0.5

Tiamina-HCl

0.01

0.1

0.5

10

0.5
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Glicina 3 2 2 - 2 -
Acido folico - - - - 0.5 -
Biotina - - - - 0.05 -
Sacarosa 2% 3% 4% 2% 2% 1%
D-Manitol - - - - - 12.7%

Fuente: Bhojwani y Razdan (1996); @ White (1963), » Heller (1953), ©
Murashige y Skoog (1962), ¢ Eriksson (1965), ¢ Gamborg et al. (1968), f
Nitsch (1969), ¢ Nagata y Takebe (1971)

Carbono

Las células iniciales de un cultivo, en general, no son
fotosintéticamente activas, requieren de una o maéas fuentes
de carbono; sacarosa y glucosa de 2 a 5% (p/v) son los
carbohidratos mas usados en cultivo de tejidos vegetales
(Smith 2000), también se usan otros compuestos como
lactosa, galactosa, maltosa, fructosa y almidon (Saad y
Elshahed 2012).

Sales minerales

La fuerza i6nica total en un medio corresponde a la
concentracion total de sales minerales (McCown y Sellmer
1987); las sales se disuelven en agua y experimentan

disociacion e ionizacion (Tabla 3.2); es asi que, los factores
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activos dentro del medio de cultivo son los diferentes tipos de

iones que se generan, y no sus constituyentes (Bhojwani y
Razdan 1996).

Tabla 3.2. Hoja de balance de iones para los medios

incluidos en la Tabla 3.1.

Medio de cultivo

Unidad  yyp5e ‘Heller MS ER B, Nitsch NT
NOg 3.33 7.05 39.41 33.79 25.00 18.40 19.69
NH, - - 20.62 15.00 2.00 9.00 10.30
Total 3.33 7.05 60.03 48.79 27.03 27.40 20.99
N
mM
P 0.14 0.90 1.25 2.50 1.08 0.50 5.00
K 1.66 10.05 20.05 21.29 25.00 9.90 14.39
Ca 1.27 0.51 2.99 2.99 1.02 1.49 1.50
Mg 3.04 1.01 1.50 1.50 1.00 0.75 5.00
Cl 0.87 11.08 5.98 5.98 2.04 2.99 3.00
Fe uM 12.50 3.70 100.00 | 100.00 | 50.10 | 100.00 | 100.00
S 4502.00 | 1013.5 | 1730.00 | 1610.00 | 2079.90 | 996.80 | 5236.50
Tabla 3.2. Continuacion.

Na 2958.0 | 7966.0 | 202.00 | 37.20 |1089.00 | 202.00 | 202.00

B 24.20 | 16.00 | 100.00 | 10.00 48.50 | 161.80 | 100.00

Mn uM | 22.40 | 0.40 | 100.00 | 10.00 59.20 112.00 | 100.00

Zn 10.40 3.40 | 30.00 | 37.30 7.00 34.70 | 36.83

Cu 0.04 0.10 0.10 0.01 0.10 0.10 0.10
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Mo 0.01 - 1.00 0.10 1.00 1.00 1.00
Co - - 0.10 0.01 0.10 - 0.10
I 4.50 0.06 5.00 - 4.50 - 5.00
Al - 0.20 - - - - -
Ni - 0.10 - - - - -

Fuente: Bhojwani y Razdan (1996)

Los denominados macroelementos Nitrogeno (N), fosforo
(P), azufre (S), calcio (Ca), potasio (K) y magnesio (Mg) se
requieren en cantidades superiores a 0.5 mmol-L%;
mientras que, los microelementos hierro (Fe), manganeso
(Mn), cobre (Cu), zinc (Zn), boro (B) y molibdeno (Mo), son
necesarios en pequefias proporciones, menores a 0.5
mmol-L* (De Fossard 1976). El rol fisiologico de los
nutrientes (Tabla 3.3) se basa en la capacidad de los
elementos minerales para influenciar cambios en la
turgencia celular y la permeabilidad de las membranas
biolégicas, para participar en diferentes reacciones
cataliticas, otros (Duca 2015). El tipo y Optima
concentracion de nutrientes para alcanzar niveles maximos
en el crecimiento de explantos varian segan la especie (Saad
y Elshahed 2012).

Tabla 3.3. Rol de los diferentes elementos quimicos

importantes en fisiologia vegetal.

Elemento .
P Fuente Funciones
quimico
Carbono CO, Es parte de la estructura de todos los componentes
organicos.
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Es parte de la estructura de todos los componentes

Oxigeno HQO, 0. Yy .
organicos.
_ Es parte de la estructura de todos los componentes
Hidrogeno H.O par p
organicos.
.y Es parte de proteinas, aminoacidos, &cidos
Nitrogeno NOs-, NH,4* P P . .
nucleicos, clorofila, nucle6tidos, coenzimas.
. Importante en el mantenimiento del equilibrio
Cloro, Sodio Cl, Na+ L, .y -, S
ionico y en la regulacion de la presion osmoética.
Asegura la conformacién estructural de proteinas,
Potasio K+ importante en la apertura y cierre estomaticos,
sirve como activador para varias enzimas.
Tabla 3.3. Continuacion.
H.PO.- Es parte de la estructura de acidos nucleicos,
Fosforo HZPO 4 compuestos macroérgicos, fosfolipidos, participa
4 en reacciones de fosforilacion.
Magnesio Mg2+ Parte de la coenzima Ay la clorofila.

Azufre SO42 Parte de proteinas, aminoacidos y 4cidos nucleicos.
. Importante en la sintesis de clorofila, citocromos
Hierro Fes+ 2+ ip ’ y

nitrogenasa.
Cobre . e
>, Cuz+, Mg2+ Activadores enzimaticos.
Magnesio
Parte de la estructura de la pared celular, tiene un
Calcio Caz2+ rol en la permeabilidad celular, cofactor

enzimatico.

Fuente: Duca (2015)

Vitaminas

La vitamina tiamina (B1) se considera importante para las

células vegetales, otras tales como el acido nicotinico o

niacina (B3) y la piridoxina (B6) se anaden al medio pues

posibilitan una mejora en la respuesta celular (Smith
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2000). La tiamina afiadida al medio (0.1 a 10.0 mg-L*) es
necesaria y requerida por todas las células durante su
crecimiento (Ohira et al. 1976); el acido nicotinico se usa en
concentraciones de 0.1 a 5.0 mg-L'; mientras que, la
piridoxina se utiliza en cantidades de 0.1 a 10.0 mg-L?!
(Saad y Elshahed 2012). La vitamina E se usa como
antioxidante; la vitamina C previene el ennegrecimiento de
explantos; la vitamina D se aplica tiene efecto regulador
sobre el crecimiento; y la riboflavina inhibe la formacion de
callos y mejora el crecimiento y la calidad de los brotes
(Drew y Smith 1986).

Fitorreguladores

Los fitorreguladores o reguladores del crecimiento o
fitohormonas, son sustancias naturales o sintéticas que
regulan la respuesta a estimulos ambientales como luz,
temperatura y humedad; ayudan a coordinar procesos
esenciales para el normal desarrollo de las plantas
(Doemer 2000; Wain 1980); se utilizan con frecuencia en
cultivos in vitro porque asumen labores de vital
importancia en procesos de elongacién, tropismos y
dominancia apical (Skoog y Miller 1957). Es necesario
agregar al medio uno o mas reguladores del crecimiento
para sustentar el desarrollo de tejidos y organos,

fundamentalmente auxinas, citocininas y giberelinas
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(Bhojwani y Razdan, 1996). A continuacion se detallan los

principales fitorreguladores:

Auxinas

Las auxinas se utilizan para promover la divisién celular y
la proliferacion de raices, debido a su influencia en la
formacion de meristemos (George et al. 2008); auxinas
junto a citocininas, son capaces de inducir crecimiento de
callo, suspensiones celulares y o6rganos (Bhojwani y

Razdan 1996).

Las auxinas naturales mas comunes son el acido indol-3-
acético (AIA), 4cido indol-3-butirico (AIB), acido 4-
cloroindol-3-acético (4-CI-AIA), acido fenilacético (AFA) y
acido indol propionico (AIP) (Saad y Elshahed 2012),
(Ludwig-Miiller y Cohen 2002); el AIA es la principal auxina
de plantas superiores, la mas abundante pese a encontrarse
cominmente en  concentraciones nanomolares, Yy
fisiologicamente la mas relevante; el AIB se clasifico
inicialmente como auxina sintética, pero es un compuesto
vegetal endogeno mas eficiente que el ATA en promover la
formaciéon de raices laterales, se usa comercialmente con
dicho proposito (Jordan y Casaretto 2006); AIA y AIB se
utilizan frecuentemente para enraizamiento, y en interaccion
con una citocinina para proliferacion de brotes (Bhojwani y
Razdan 1996).
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Otras sustancias de origen sintético con actividad auxinica
se utilizan como herbicidas, por su capacidad para
funcionar como inhibidores al encontrarse en altas
concentraciones (Duca 2015); entre las auxinas sintéticas
se menciona al acido naftoxi acético (ANO), acido naftalen
acético (ANA), acido 2-4-diclorofenoxi acético (2,4-D),
acido 3-6-dicloro-2-metoxi benzoico (dicamba) y acido 4-
amino-3-5-6-tricloro picolinico (picloram) (Bhojwani y
Razdan 1996); y otras como el 4cido triclorofenoxi acético
(2,4,5-T) y acido para-clorofenoxi acético o 4-clorofenoxi
acético (p-CPA, 4-CPA) (Mroginski et al. 2010); ademas,
algunas se usan en procesos de enraizamiento, obtencién

de partenocarpia, cambio de sexo, otros (Duca 2015).

Las auxinas poseen actividades bioldégicamente similares a
las del AIA, tienen la capacidad de promover elongacion
celular en coleoptilo y secciones de tallo, division celular de
callos en presencia de citocininas, formacion de raices
adventicias en hojas y tallos, otras (Taiz y Zeiger 2006);
circulan principalmente a través del floema y parénquima
de forma polar y en direccion basipeta, a una velocidad de
10 a 20 mm-h; el transporte requiere de energia y puede
ser bloqueado por presencia de alcaloides o falta de oxigeno
(Duca 2015). Las auxinas se diluyen en etanol o hidroxido
de sodio (NaOH) (Bhojwani y Razdan 1996); en general,

AJIA y 2-4-D se disuelven en un pequeno volumen de
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alcohol etilico 95% (v/v); ANA, 2-4-D y AIA se diluyen en
una pequena cantidad de NaOH 1.0 N; se recomienda la
preparacion de soluciones frescas de AIA para el medio,
debido a que solo pueden ser almacenadas en contenedores
ambar a 4 °C, por no mas de una semana (Saad y Elshahed

2012).

Citocininas

Las citocininas o citoquininas se incorporan al medio para la
generacion de division celular y diferenciacion de brotes
adventicios a partir de callos y 6rganos (Bhojwani y Razdan
1996), también se han probado retardando la formaciéon de
raices (Saad y Elshahed 2012). Las citocininas mas utilizadas
son la 6-bencil aminopurina (BAP), 6-dimetil aminopurina
(2iP), N-2-furanilmetil-1-H-purina-6-amina (KIN), 6-4-
hidroxi-3-metil-trans-2-butenil aminopurina (ZEA, zeatina)
y 1-fenil-3-(1,2,3-tiadiazol-5-il) urea (TDZ, thidiazuron); ZEA
y 2iP son naturales, siendo la zeatina més efectiva (Saad y
Elshahed 2012).

Los compuestos de citocininas se derivan de la base
adenina, en su posicion N6 muestran algunas
sustituciones (Jordan y Casaretto 2006); la actividad

funcional de citocininas ocurre en presencia de auxinas
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(Duca 2015). Semillas verdes y tejidos meristematicos, y
principalmente meristemos apicales de raiz son ricos en
sintesis de citocininas, desde alli el transporte es pasivo y
ascendente, con flujo en direccién acropeta (Duca 2015).
Las citocininas se disuelven con adicion de unas cuantas
gotas de HCI o NaOH 1.0 N; para TDZ se puede utilizar el
solvente dimetilsulfoxido (DMSO) que no dana el tejido
vegetal y actia como agente esterilizante (Saad y Elshahed

2012).

Giberelinas

Las giberelinas representan un amplio grupo de
compuestos relacionados que, en contraposicion a las
auxinas, se definen mas por su estructura quimica que por
su actividad biolégica; frecuentemente asociadas a
promocion del crecimiento de tallo (Taiz y Zeiger 2006),
deben su nombre al hongo Gibberella fujikuroi, del cual
fueron identificadas por primera vez (Jordan y Casaretto
2006). Las giberelinas son moléculas diterpenoides
tetraciclicas, se considera como la giberelina mas activa al
acido giberélico (GA3) (Duca 2015); recorren los flujos
floematico y xilematico a una velocidad de 5 a 20 mm-h-,
se mueven de forma similar a metabolitos orgéanicos y se
acumulan en areas de crecimiento (Duca 2015); GA3 es

soluble en agua fria (Bhojwani y Razdan 1996).
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Acido abscisico

El acido abscisico (ABA) es una hormona que inicialmente
se designdé como responsable de la abscision en hojas;
luego, se demostr6 que interviene de forma esencial
controlando el desarrollo del embrion, induciendo su
reposo e inhibiendo el crecimiento vegetativo (Barcelo et
al. 2001); ABA es requerido con frecuencia para un normal
crecimiento y desarrollo de embriones somaticos, solo en
su presencia éstos pueden asemejarse a embriones
cigbticos (Ammirato 1988); ademés, el ABA
ocasionalmente causa la inhibiciéon del crecimiento de

cultivos de callo y tallo (Pérez 2006).

Etileno

El etileno es una hormona en estado gaseoso que estimula
la germinacién de semillas, inhibe el crecimiento de tallos
y raices, controla procesos de maduraciéon y senescencia;
se produce en respuesta a situaciones de estrés (Barcelo et
al. 2001), también se genera cuando los constituyentes
organicos del medio son expuestos a calor, oxidacion, luz
solar o radiacion ionizante (Matthys et al. 1995). El etileno
promueve o inhibe un mismo proceso cuando se trata con

especies diferentes (Bhojwani y Razdan 1996).
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Agente gelificante

Un agente gelificante es capaz de resistir a la esterilizacion
por autoclavado, los agentes mas utilizados en cultivo in
vitro de organismos vegetales son agar, agarosa, Gelrite y

Phytagel (Bhojwani y Razdan 1996).

Otros compuestos

La incorporacién de agentes antioxidantes como L-cisteina,
acido ascorbico y polivinilpirrolidona previenen el
ennegrecimiento tisular causado por la oxidacion de
polifenoles presentes en explantos. El carb6n activado (0.1 a
5.0%) suele incorporarse al medio con el fin de absorber

metabolitos toxicos para el cultivo (Mroginski et al. 2010).

pPH del medio

El pH interviene en aspectos importantes como la
solubilidad de sales, la disponibilidad de nutrientes y la
gelificacion adecuada del medio (Sathyanarayana 2007). El
pH del medio se ajusta a valores entre 5.5 y 6.0 antes de ser
autoclavado, anadiendo pequenas cantidades de diluciones
preparadas de NaOH o HCI, a concentraciones 0.1 0 1.0 N

(Smith 2000), principalmente. Medios de cultivo con pH
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inferior a 5.5 no gelifican apropiadamente, aquellos con pH

superior a 6.0 son demasiado firmes (Murashige 1973).

Explantos, organogénesis y embriogénesis

El cultivo in vitro se inicia a partir de un explanto que
puede ser un fragmento de tejido u 6rgano de cualquier
parte de la planta (hoja, tallo, raiz, yemas, capitulos
florales, anteras, otros). Los explantos se tratan con
alcohol e hipoclorito de sodio o calcio y se lavan
exhaustivamente con agua estéril para la eliminacion
superficial de microorganismos; se incuban en un frasco
de cultivo adecuado (tubo de ensayo, matraz, caja petri,
frasco magenta, otros) que contiene el medio de cultivo
liquido o semisélido adicionado con agar, del que se
nutriran las células. Prosiguiendo, las células o tejidos se
comportan de diferentes formas, dependiendo de los
factores fisicos del ambiente, pero principalmente del tipo
de nutrientes y concentracién fitohormonal de auxinas y

citoquininas presentes en el medio (Camarena et al. 2014).

El término organogénesis o morfogénesis se refiere a la
generacion de nuevas formas y estructuras donde no las
habia (Jordan 2005a). La caulogénesis se produce a partir
de callos que se cultivan bajo condiciones adecuadas de luz,
temperatura y nutrientes, cuando el cociente

citoquinina/auxina es elevado, iniciando en algunas células
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una division ordenada (promeristemos) generadora de
brote que desarrolla en tallo; la transferencia de explantos
formados a un medio fresco con menor cociente
citoquinina/auxina, usualmente carente de citoquininas,
induce la formacion de raices en la base del tallo, dando

origen a la rizogénesis.

Los callos forman raices directamente a elevadas
concentraciones de auxina, si los brotes se transplantan a
medios con citoquinina se posibilita la induccion de nuevos
brotes adventicios en su base, los cuales se separan y
resiembran otra vez para formar mas brotes adventicios;
este proceso de multiplicaciéon se repite indefinidamente
antes de transferir los tejidos a medio de enraizamiento.
Posteriormente, las plantulas formadas se transplantan a
bandejas con tierra o mezcla de sustratos donde completan
su desarrollo; para facilitar la aclimatacion de las
vitroplantas se mantiene una atmosfera con humedad
relativa muy elevada, asi como intensidad luminosa elevada
y riego con soluciones nutritivas, luego se plantan en

viveros o directamente en el campo (Jordan 2005a).

La embriogénesis ocurre cuando células cultivadas in vitro
dan origen a estructuras con organizaciéon bipolar muy
semejante a aquella para embriones producto del
desarrollo de un 6vulo fertilizado; el proceso in vitro se

diferencia de la embriogénesis sexual, por lo cual se
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denomina embriogénesis somatica. En la embriogénesis
directa los embriones se forman directamente a partir de
células del explanto (células epidérmicas por ejemplo);
mientras que, en la embriogénesis indirecta la estructura
embriogénica se forma a partir de callo; los embriones
somaticos germinan y desarrollan en plantulas completas
que son transferidas a tierra, otra alternativa es la
encapsulacion en matrices gelatinosas para formar

semillas artificiales (Jordan 2005a).
Esterilizacion de explantos

Los agentes desinfectantes (Tabla 3.4) se usan en la
esterilizaciébn superficial de explantos; los tejidos se
esterilizan entera y superficialmente antes de ser plantados
en el medio nutritivo para librarlos de contaminantes

microbiologicos (Bhojwani y Razdan 1996).

Tabla 3.4. Principales agentes desinfectantes de explantos.

Concentraci | Duracion

Desinfectante on (%) (min) ‘ Efectividad
Hipoclorito de calcio 9a10 5a 30 Muy bueno
Hipoclorito de sodio 20 5a 30 Muy bueno
Peréxido de hidrégeno 10a12 5a15 Bueno
Agua bromada 1a2 2210 Muy bueno
Nitrato de plata 1 5a 30 Bueno
Cloruro de mercurio o.1a1 2a10 Satisfactorio
Antibi6ticos 4 a50mg-L? 30 a 60 Bastante bueno

Fuente: Yeoman y Macleod, citado en Bhojwani y Razdan (1996).
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La esterilizacion superficial de explantos se puede iniciar con
la inmersi6on en alcohol etilico (etanol) 70% (v/v) durante 20
a 60 segundos, seguido de los deméas desinfectantes
(Mroginski et al. 2010); también se menciona el uso de

alcohol isopropilico (Bhojwani y Razdan 1996).

El hipoclorito célcico (Ca(OCl).) se usa de 5 a 30 minutos
(Smith, 2000), en concentraciones comprendidas entre 1y
6% (p/v), dependiendo de la naturaleza del material a
desinfectar; el Ca(OCl). penetra los tejidos mas
lentamente y es menos téxico que el hipoclorito sédico

(Pérez 2006).

El hipoclorito sédico (NaOCl) es la lejia comercial diluida a
una concentracion general entre 5y 25% (v/v); el NaOCI
se aplica durante 5 a 30 minutos, seguido de varios
enjuagues con agua destilada estéril (Smith 2000), pues

hay plantas muy sensibles a este agente (Pérez 2006).

El peroxido de hidrogeno (H-0-) es un antioxidante usado
de 1 a 30 minutos en concentraciones de 3 a 10% (v/v); la
interaccion entre H.O. y NaOCl es toxica para los tejidos, por
ello es importante enjuagar minuciosamente los explantos,
después de cada procedimiento (Smith 2000); el H.O. es
considerado como un desinfectante eficaz, ejerce su actividad
antimicrobiana oxidando componentes celulares de los

microbios (Tortora et al. 2007).
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El cloruro de mercurio (HgCl.) se aplica generalmente en
concentraciones de 0.1 a 1.0% (p/v) durante 2 a 10 minutos
(Pérez 2006), es altamente efectivo para la esterilizacion
superficial, y tremendamente téxico. Hojas y células de
plantas herbaceas se desinfectan con HgCl. al 0.1% (p/v)
durante 1 a 3 minutos, segmentos nodales y apicales de
plantas madereras por 8 a 10 minutos, y semillas durante

10 a 20 minutos (Iliev et al. 2010).

Los antibidticos mas usados para eliminacion de
microorganismos son gentamicina y ampicilina, soluciones
de 50 a 100 mg-L* durante 30 minutos; ademas, pueden
ser aun mas benéficos después de la desinfeccion con

alcohol o cloro (Smith 2000).

El detergente sorbitan polioxietileno monolaurato (Tween-
20) (0.01 a 0.1%) adicionado a las sustancias
desinfectantes o el uso de unas gotas de Triton (Mroginski
et al. 2010), pueden mejorar la efectividad de
esterilizacién rompiendo la tension superficial entre agua

y explanto (Torres 2012).

Contaminacion de cultivos

La contaminacion de cultivos ocurre en cualquier instante

durante el proceso de introducciéon, se genera por
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transferencia de esporas a través del aire o contacto con
superficies esterilizadas de forma incorrecta
(Sathyanarayana 2007). Los microorganismos patdgenos
generalmente aparecen de 3 a 5 dias después de la
introduccion (Torres 2012). Los principales agentes

contaminantes se nombran a continuacion.

a) Elrecipiente de cultivo

El aire en recipientes de cultivo debe hallarse libre de
gérmenes; los recipientes se esterilizan por medio de
autoclavado y se sellan con tapas especiales que impiden la
contaminaciéon interior y permiten un adecuado

intercambio gaseoso (Pérez 2006).

b) El medio de cultivo

Los medios de cultivo se contaminan durante la
manipulacion manual después del autoclavado entre el 2 y
5% (Leifert et al. 1994). Algunas especies del género
Bacillus sobreviven al autoclavado, después de ser
expuestas a presién y temperaturas entre 110 y 120 °C,
durante 20 minutos; por tal motivo, se recomienda el
almacenamiento de los medios preparados por varios dias
antes de ocuparlos (Bhojwani y Razdan 1996). Previo a la
esterilizaciéon del medio es fundamental considerar su
composicion, algunas sustancias termolédbiles requieren

procedimientos especiales de esterilizacion como la
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filtracion por membrana (Bhojwani y Razdan 1996; Pérez

2006).

c) El explanto

Los contaminantes superficiales del explanto se eliminan
mediante agentes desinfectantes, aquellos que se
encuentran dentro de los tejidos son dificiles de eliminar y
se neutralizan con inclusibn de fungistaticos o
bacteriostaticos en el medio. Tratamientos para las plantas
donantes con temperaturas de 35 a 40 °C también se
utilizan para obtencién de explantos libres de bacterias y

hongos sistémicos (Roca y Mroginski 1992a).

d) El ambiente del area de cultivo

El aire que rodea el lugar de la siembra también tiene que
ser estéril, las manipulaciones de material vegetal se
realizan en camaras de flujo laminar que permiten
mantener en su interior estrictas condiciones de asepsia
(Pérez 2006), y la utilizacién de luz ultravioleta (UV) para
una mejor esterilizacion superficial, la cual interviene en la
replicacibon de ADN de los agentes contaminantes

causando su muerte (Sathyanarayana 2007).

e) Elinstrumental utilizado
Se aconseja trabajar con varios juegos, previamente
esterilizados, de los mismos instrumentos (pinzas, bisturis,

cucharillas, otros) y mantener su respectiva asepsia
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colocandolos en alcohol etilico 70% durante 2 a 3 minutos y

flameandolos cuidadosamente (Roca y Mroginski 1992b).

f) El operador

El operador es una fuente primaria de contaminacion, es
necesario lavarse las manos con abundante agua y jabon, y
enjaguarselas con alcohol 70% previo al inicio del cultivo;
ademas, se reduce la contaminacion usando batas de
laboratorio, mascaras, protectores de cabello y guantes

limpios (Roca y Mroginski 1992b).

Aplicacion de técnicas de cultivo in vitro

Las técnicas de cultivo in vitro mas adoptadas en el area
biotecnolégica y de mayor aplicacion practica en la

agricultura actual se presentan a continuacion:

Cultivo de meristemos

El cultivo de meristemos que presentan gran estabilidad
genética incluye yemas axilares y yemas apicales
principalmente; es importante debido a que los meristemos
apicales se encuentran por lo general libres de patégenos.
Los meristemos son muy pequenos (0.8 mm), el
aislamiento desde la planta madre se realiza bajo

microscopio, con gran cuidado y habilidad para remover

126



primordios foliares sin estropear el apice; los meristemos se
forman directamente en tallos, su desarrollo no es un
proceso de novo pues son tejidos ya organizados;
ocasionalmente, se injertan a wun patréon tierno
(microinjertacion), como un brote decapitado de semilla
germinada in vitro que recibe un nuevo apice, siendo de
gran importancia para el cultivo de algunas especies

arboreas (Camarena et al. 2014).

Cultivo de anteras

La técnica del cultivo in vitro de anteras permite la
induccién de doble haploides o haploides duplicados a
partir de células gaméticas y el subsecuente doblaje
cromosémico por medios quimicos con colchicina; los
métodos mas usados son la hibridacion interespecifica o
intergenérica y el cultivo de gametos masculinos o
femeninos en una etapa especifica de desarrollo; por
ejemplo un grano de polen en fase temprana de su
ontogenia (microspora unicelular o uninuclear, cuya
funcién es fecundar a la megaspora), que cambia de
funci6on y constituye un embrién de origen gamético
reduciendo su porcion cromosomal (n) (Jordan 2005a). La
habilidad de regenerar plantas a partir de microsporas
conlleva a la obtenciéon de lineas homocigotas estables de

un hibrido en un solo paso con la utilizacion de un menor
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numero de plantas para la detecciébn de combinaciones
deseadas, y acelerando el proceso pues de la generacion F1
se pasa directamente al nivel de homocigosis de una
generacion F7. El resultado es la generacion de plantas
dihaploides (diploides homocigotas) que expresan un solo
alelo para todas sus caracteristicas y que son de enorme
valor en programas de fitomejoramiento (Camarena et al.

2014).

Fusion de protoplastos

La fusion de protoplastos se usa en la produccion de
hibridos entre especies no relacionadas y especies afines
que no se pueden cruzar naturalmente, permite la
obtencion de combinaciones génicas nucleares y
citoplasmaéticas que no se pueden obtener a través del
mejoramiento convencional; los protoplastos son células
vegetales desprovistas temporalmente de pared celular y
aisladas bajo condiciones de cultivo. La técnica de fusién
de protoplastos es importante para la incorporaciéon de
resistencia a herbicidas y caracteristicas que dependen de

la esterilidad citoplasmaética.
La posibilidad de obtener, mantener y cultivar

protoplastos surge hacia 1960, en la década siguiente se

establecen grandes avances sobre aspectos basicos de
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aislamiento y cultivo (Cocking 1960). La viabilidad de los
protoplastos depende de las condiciones del medio de
cultivo, su tonicidad y composicion; bajo condiciones
optimas la delgada membrana plasmatica unitaria
mantiene la integridad de los organelos internos, asi como
de sus funciones metabdlicas, y pueden regenerar su pared
celular si parte de sus componentes nutritivos se
encuentran presentes o pueden ser resintetizados, por

ejemplo, en presencia de un conjunto de pentosas.

Los protoplastos son evidencia adicional de totipotencia
celular, se puede regenerar plantas a partir de un
protoplasto en particular, designandose al producto como
protoclones; mientras que, la fusiébn posibilita
recombinaciones genéticas que no ocurren naturalmente
debido a incompatibilidad, asi como la recombinacién de
genes pertenecientes a otras variedades, especies y plantas
de otro género o familia (fusién interespecifica); no
obstante, la forma final aleatoria de recombinacion
genética determina el producto de fusion alcanzado. Los
productos de fusiébn mas cercanos en parentesco tienen
mayor probabilidad de expresarse como células
totipotentes, y emprender respuestas morfogénicas
conducentes a plantas; aunque la inestabilidad cariotipica
de los productos de fusion es frecuente (Camarena et al.

2014).
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Las fusiones somaéticas crean productos diferentes a los de
fusiones gaméticas, técnicamente es factible juntar dos
protoplastos y fusionarlos, lo que implica la posesion de
estructuras y propiedades en el citoplasma, incluyendo
mitocondrias y otros plastidios; el aporte citoplasmaético
en fusion somatica es compuesto, contrario al de fusién
gamética donde solo el o6vulo aporta al contenido
citoplasmatico; los protoplastos haploides son ain mas
importantes, sirven como excelente herramienta para la
induccion de mutaciones con o sin fusion de otro material

recombinante.

El aislamiento de protoplastos se realiza a partir de tejidos en
crecimiento activo utilizando material de tamafo
homogéneo; el tejido u 6rgano elegido desinfectado se coloca
en solucién estéril con agentes osmoticos (manitol, sacarosa)
en alta concentracion, lo cual conlleva a la plasmdlisis del
protoplasma, la contraccion de la plasmalema y su
separacion de la pared celular; bajo tales condiciones, se
subcultiva tejidos en un medio similar, pero conteniendo
celulasa, pectinasa y en algunos casos hemicelulasas. La
incubacion con enzimas degrada la pared celular y sus restos
se eliminan mediante centrifugaciéon, posteriormente los
remanentes enzimaticos se eliminan mediante varios
subcultivos. Existen diferencias a considerar segun el cultivo,
por ejemplo, en gramineas a diferencia de las paredes de

dicotiledoneas que contienen ademas glucoarabinoxilanos,
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las mezclas de celulasas con xilanasas y pectiliasas son méas
eficientes. Los factores a considerar son caracteristicas como
tamafio o pigmentacion, pues la presencia de antocianinas
puede utilizarse como indicador al fusionar protoplastos

derivados de otras plantas (Camarena et al. 2014).

Polinizacion

La fertilidad a veces puede ser extremadamente baja por
problemas de incompatibilidad genética, provocando la
muerte de embriones en desarrollo, o completando soélo
parte de su desarrollo (Raghavan y Srivastava 1982). La
polinizacion in vitro se aplica para superar la no
formacion de semilla en programas de hibridacion que
transfieren polen viable de un progenitor al estigma
receptor del otro progenitor. Existen genes de
incompatibilidad que evitan cruzamientos interespecificos
naturales, asi como en otros casos el problema se da entre

variedades incompatibles.

Las barreras pre-cigéticas de la fertilizaciéon in vitro
impiden la germinacién del polen y/o crecimiento del tubo
polinico, por lo que el cigoto no se forma; entre ellas
destacan la incapacidad del polen para germinar en

estigmas foraneos, fallas del tubo polinico para alcanzar el
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ovulo debido a excesiva longitud del estilo o lento
crecimiento del tubo polinico. En relacion a las barreras
post-fertilizacidon, se produce el cigoto, pero éste no es
aceptado por el endosperma; la fertilizacion podria ocurrir
normalmente, pero el embrién hibrido no alcanza la
madurez debido a incompatibilidad embrién endospermo
o por pobre desarrollo del endospermo; la falta de
nutricion del cigoto por parte del endosperma, provoca su

desintegracion o aborto (Dimantoglou y Banilas 1996).

En la polinizacion in vitro y desarrollo de embriones se
extrae los ovarios de las flores, y previa escision del estilo
después de unos pocos dias ocurre la fertilizacion en un
medio del cultivo; bajo estas circunstancias, se promueve
el desarrollo de dichos embriones subcultivindolos en
estadios tempranos de su ontogenia, y retirdndolos de
factores inhibitorios del tejido placental materno, de modo
que, se posibilita el rescate de embriones derivado de
combinaciones que no sucediesen en la naturaleza
(Raghavan y Srivastava 1982); ademas se usa en la
obtencion de material con caracteristicas juveniles de
mayor potencial regenerativo para multiplicaciéon clonal,
material libre de patégenos debido a que la frecuencia de
transmision a través de gametos es solo de un 5%, y
material mutante pues es posible someter polen (haploide)
a tratamientos mutagénicos y luego polinizar los ovarios

(Jordan 2005Db).
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Induccion de mutaciones

La induccién de mutaciones in vitro con sustancias quimicas
(etilmetanosulfonato, colchicina) o agentes mutagénicos
fisicos (rayos X, rayos gamma), la irradiaciéon o exposicion a
radiaciones ionizantes es el método mas usado. Las
denominadas quimeras se obtienen al irradiar semillas,
porciones de plantas con yema o plantas enteras; el
meristemo irradiado contiene células mutadas y no mutadas,
para la obtencion de mutantes completos, después de la
induccion se desarrollan brotes adventicios que
generalmente se originan a partir de una Gnica célula. La
induccion de mutaciones in vitro es una herramienta util
para el fitomejorador, pues se obtiene con frecuencia
micromutaciones que afectan el tamano de planta, color de
flor, otros, mientras que otras caracteristicas deseables se

mantienen (Camarena et al. 2014).

Variacion somaclonal

La variacion somaclonal es un fenémeno observado en
protoplastos, células en suspension, explantos de hojas,
tejidos desorganizados (callos), y otros tipos de material;
las variaciones fenotipicas y genotipicas aparecen sin

mediar causa conocida, y presentan efectos diversos y
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aprovechables que pueden ser heredables y no heredables,
que se reconocen y seleccionan posterior a la regeneracion
derivada del cultivo de células que forman somaclones

(Larkin y Scowkroft 1981).

La variacion somaclonal puede causar cambios leves de
caracter genético y epigenético en uno o mas cromosomas, y
no se transmite meidticamente. Los cambios genéticos
asociados con variacion somaclonal, corresponden a
mutaciones puntuales, cambios en el cariotipo, cambios
cripticos asociados con rearreglos cromosomales
(poliploidia, aneuploidia), secuencia alterada del nimero de
copias y de elementos transponibles, entrecruce somético
(crossing over), intercambio de cromatidas hermanas,
amplificacion de ADN y deleccién (Jain y De Klerk 1998), o
referidos a un locus particular con cambios en un solo gen

(Dennis et al. 1987).

El concepto de variaciéon somaclonal apareci6 en la
literatura hacia 1980, y durante un periodo de diez afos
numerosos reportes respecto a especies frutales
evidenciaron su generalizacion como fuente de
variabilidad (Hammerschlag 1992), denominandose al
material derivado cuyas caracteristicas difieren de la
planta donante como protoclones y si derivan de callo
como calliclones (Jordan 2005b). En América Latina el

uso de variantes somaclonales se intensific6 para la
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obtencién de plantas resistentes a la roya y el virus del
mosaico de la cafia de aztcar, por ejemplo (Camarena et

al. 2014).

No hay certeza para afirmar que esta variacion existe por
acumulacion de mutaciones somaticas en células
vegetativas y que s6lo se manifiesta en cultivos in vitro, o
por ejemplo que elevadas concentraciones de 2,4-D en el
medio de cultivo causan alta incidencia de mutantes;
talvez ambas causas operen, lo cierto es que la variacion
somaclonal generada o manifestada in vitro es factible de
emplearse en la obtencion de gran cantidad de variantes

genéticas de cultivos establecidos (Camarena et al. 2014).

Propagacion in vitro

La propagacion in vitro o micropropagacion es la herramienta
biotecnologica comercial, para la regeneracion de plantas a
partir de 6rganos, tejidos, células o protoplastos. Ademas, es
un prerrequisito en programas de mejoramiento vegetal;
pues, antes de obtener una planta completa a partir de un
explanto modificado genéticamente y capaz de generar otras
nuevas, es necesario el establecimiento de un protocolo viable

de propagacion in vitro (Sathyanarayana 2007).

Las fases que componen la propagaciéon in vitro pueden

resumirse en (Figura 3.1): establecimiento o inicio de un
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cultivo axénico (Iliev et al. 2010), multiplicacion de brotes,
su subsecuente enraizamiento y aclimatacion de las
vitroplantas generadas al ambiente externo (Castillo 2004;

Morales y Vaca 2016).

Figura 3.1. Inicio de un cultivo axénico; multiplicaciéon de brotes;

enraizamiento; y aclimatacién de vitroplantas de tzimbalo al ambiente

externo.

La micropropagacion consiste en la propagacion
vegetativa en masa para la obtencion de material
genéticamente homogéneo (clones). Los procesos mas
comunes son el cultivo de meristemos seguido de
multiplicacion por brotes adventicios, y la embriogénesis
directa a partir de tejidos somaticos; en ambos casos se
obtienen frecuencias de multiplicaciéon elevadas y gran
estabilidad genética, que hacen muy eficiente el proceso,
pues se evita fases con tejidos desorganizados o

desdiferenciados (callos) (Camarena et al. 2014).
Es posible producir cientos de miles de individuos clonales

a partir de una sola planta madre en cuestiéon de meses; no

obstante, se requiere mucha mano de obra y el costo de
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produccion de micropropagulos supera al de plantulas
producidas por metodologias tradicionales. Debido a esto,
la micropropagacion comercial se desarrolla con especies
de alto valor agregado, principalmente ornamentales como
flores de corte, follaje o algunas hortalizas (Camarena et al.

2014).
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EXPRESION GENICA Y TRANSCRIPTOS DE
INTERES AGROINDUSTRIAL

La expresion génica posibilita la identificacion de
transcriptos relevantes para el mejoramiento de cultivos
trascendentales, refleja cambios en la transcripcion ante
una situacion especifica del tejido, tratamiento o estado de
desarrollo; tales cambios son inducidos por una serie
compleja de eventos de transduccion de sefiales, muchos
de los cuales no estan esclarecidos (Zhu 2002). Los
estudios de expresion génica usan diferentes estrategias
para el analisis diferencial de respuesta frente a estrés
bidtico o abidtico, heterogeneidad ecologica, otros. La
cuantificacion de expresion génica puede ser absoluta o
relativa (Rivas 2010), o determinarse por analisis
comparativos de muestras coloreadas con bromuro de

etidio en gel (Blas et al. 2010).

El término expresion génica abarca el proceso de
activacion del gen hasta que la enzima llega al sitio preciso
y realiza su funciéon, de modo que una proteina dada pasa
a favorecer la expresion del fenotipo; el nivel de expresion

de todo gen se analiza con gran efectividad mediante su
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deteccion y cuantificacion. El estudio de genética y
biologia molecular en plantas proporciona herramientas
para la preservacidon, restauracion de habitats y
minimizacion del riesgo de extincion, por la conservacion
de especies como entidades dinamicas capaces de
evolucionar de cara a las condiciones cambiantes (Primack
et al. 2001); la aplicaciéon de estas herramientas a especies
raras y comunes permite obtener una idea de su
resiliencia, potencial evolutivo y capacidad de
supervivencia; la toma de decisiones en conservacion se
fundamenta con un enfoque renovado en estudios de
genética cuantitativa y expresion génica (Kramer et al.

2009).

En los tltimos anos surgié una nueva tecnologia disefada
para la cuantificacion eficaz de amplicones, en la cual se
emplea moléculas fluorescentes, que mediante uniéon a
acidos nucleicos permiten valorar la cantidad presente de
ADN en cada ciclo; la técnica de la transcripcién inversa o
retrotranscripcion seguido de la reaccién en cadena de la
polimerasa cuantitativa (RT-qPCR) o en tiempo real,
disminuye considerablemente el tiempo de los
experimentos y aumenta notablemente la especificidad y
sensibilidad de las reacciones (Bonilla et al. 2002). La
evaluacion de ARNm con métodos clasicos requiere gran
cantidad de muestra, la reaccibn en cadena de la

polimerasa (PCR) ha tenido un fuerte impacto desde su
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creacion, sin embargo la cuantificacion de ARNm es
problematica principalmente debido a la naturaleza
exponencial de la reaccion; pequenas diferencias en la
amplificacion pueden alterar significativamente el

rendimiento del amplicon.

La actividad génica empieza con la transcripcion que
consiste en la sintesis de una molécula de ARN utilizando
una cadena molde de ADN, la cual se extiende desde una
secuencia promotora hasta una secuencia terminadora; la
reaccion involucrada es catalizada por la enzima ARN
polimerasa (Rodriguez 2006). Todos los genes se expresan
en diferente forma, se encienden o apagan en distintos
momentos del ciclo vital de un organismo; la regulacion de
genes varia seglin su funcion, los genes toman el nombre

de la enzima que codifican.

El proceso de cuantificacion mediante RT-qPCR se realiza
en un termociclador, que resulta ser un
espectrofluorémetro, lo cual disminuye el riesgo de
contaminacion en el laboratorio y aumenta el rendimiento
del trabajo; RT-qPCR presenta muchas méas ventajas que
los métodos tradicionales aplicados al analisis de
expresion génica, en los que se utiliza geles de agarosa en
electroforesis para la obtencion de un resultado cualitativo
(Vinueza-Burgos 2009), o semicuantitativo. La

cuantificacion de ARNm es un proceso complicado,
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minimas diferencias en la amplificacion afectan de manera
importante el rendimiento del amplicon; la nueva
tecnologia permite la cuantificacion efectiva de amplicones

de ADN complementario (ADNc) (Wong et al. 2005).

La sensibilidad, rapidez, exactitud y especificidad de la RT-
gPCR se utiliza para el anélisis de expresion génica de modo
mas preciso que con técnicas convencionales, permitiendo la
obtencion de medidas cuantitativas de pequenas cantidades
muestrales que son valiosas en la detecciébn de genes
particularmente  interesantes en  diagnostico de
enfermedades genéticas, metabolicas, autoinmunes, y otras

aplicaciones (Valasek et al. 2005).

Aplicacion de técnicas moleculares

El anélisis de expresion génica mediante la aplicacién de
técnicas moleculares desarrolladas y estandarizadas de
manera Optima y con alta precision, incluye disefio y
sintesis de oligonucleotidos, extraccion y cuantificacion de
ARN, sintesis de ADN complementario (ADNc) con
transcriptasa inversa (RT, reverse transcriptase),
transcripcion inversa seguido de PCR cuantitativa (RT-
gPCR), otras (Chiluisa-Utreras et al. 2017; Kumari 2012;

Lopez 2008; Lucca 2011; Rivas 2010; Tello 2016).
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Generalidades acerca de oligonucleé6tidos

Los oligonucle6tidos también se conocen como
detonadores, cebadores, primadores, amplimeros o
primers, son moléculas de ADN de cadena individual y
longitud corta, 10 a 30 nucledtidos; se hibridan
complementariamente a una cadena sencilla de ADN
patron (molde o substrato) mediante amplificacion,
utilizando la enzima catalizadora ADN polimerasa y
obteniendo como resultado la sintesis de cadenas largas de
polinucle6tidos al incorporar monémeros de trifosfato de
desoxinucleosido al grupo libre 3'-hidroxilo del detonador

en direccioén 5'—>3' (Camarena et al. 2014).

Hibridacion es la asociacion especifica y complementaria
de dos cadenas sencillas de 4cidos nucleicos que responde
a un proceso fisico de anillamiento, alineamiento,
ensamblaje o anclaje de detonadores (dos cadenas
individuales forman enlaces de hidrogeno entre sus bases
complementarias) para la formaciéon de una doble cadena
helicoidal y complementaria a la secuencia patron. La
temperatura de fusién (Tm, 50% de los pares de bases son
hibridados) de un detonador depende de su contenido de
G + C, condiciones fisico quimicas y longitud de las
secuencias implicadas. Una manera usual para el célculo

de Tm es (Pinz6n 2007):
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Tm=4(G+C)+2(A+T)°C

Se menciona que originalmente calculada en una
concentracion salina 1.0 M para pruebas de hibridaciéon de
oligonucleotidos; sin embargo, es inexacto si los
iniciadores tienen mas de 20 nucledtidos (nt) y requiere de
correcciones para la concentracion salina (Camarena et al.
2014). Por su parte, la temperatura de anillamiento (Ta)
depende de la longitud y composiciéon de los detonadores;
comunmente se utiliza temperaturas de anillamiento 5 °C
por debajo de la temperatura de fusiéon (Tm) mas baja del
par de primers utilizados (Innis et al. (Eds.) 1990; Pinzén

2007).

Para el diseno y sintesis de oligonucle6tidos se debe
considerar algunos parametros esenciales (Camarena et al.
2014): longitud corta de 10 a 30 nucleo6tidos, hibridacion
estable de un oligonucledtido con la regién objetivo del
ADN patron, estabilidad interna del oligonucleétido,
ausencia de complementariedad interna en el
oligonucleotido, ausencia de complementariedad con otro
oligonucleotido, contenido de G + C entre 40 y 60%, y no

deben ser palindréomicos.

151



Extraccion de ARN

El ARN se degrada facilmente (muy labil) a causa de
ARNasas y alta temperatura; la adecuada extraccion y
purificacion de ARN total o ARNm, mediante inhibidores
de ARNasas, temperaturas inferiores a 4 °C, guantes para
su manipulacion, etc., es fundamental para continuar con la
sintesis de ADNc (Maniatis et al. 1982). A menudo, las
reducidas concentraciones de ARN se deben a pérdida de
una parte apreciable tras el proceso de aislamiento (Diaz-

Alonso 2013).

El anilisis de expresion génica requiere ARN de alta
calidad y estable (Rivas 2010); en general, el mecanismo
de extraccion para ARN total se basa en la tecnologia de
adsorciéon y desorcion sobre membranas de silice; se
tritura y homogeniza cada muestra en presencia de una
solucién salina (tiocianato de guanidina) con gran
cantidad de iones caotrdpicos, la cual crea un entorno
hidrofébico que rodea al ARN y le permite unirse a una
membrana de silice tras el centrifugado con etanol, y que
ademaés posee actividad inhibidora de ARNasas (Chirgwin
et al. 1979; Maniatis et al. 1982); a continuacién, se
remueve impurezas por medio de varios lavados
(Vogelstein y Gillespie 1979), y se eluye el ARN en agua

libre de ARNasas. Otros métodos incluyen la extraccion de
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ARN usando fenol-cloroformo, y otras sustancias como
dodecil sulfato de sodio (SDS) (Araujo y Rao 2013).

Una vez extraido el ARN se encuentra disponible para una
variedad de aplicaciones, ejemplos de estas tultimas
incluyen ensayos de proteccidon contra nucleasas, analisis
de expresion génica, librerias de ADNc, secuenciaciéon de
ARNm, otras. La eliminaciéon de restos contaminantes en
muestras de ARN se logra con aplicacion de la enzima
ADNasa I que evita la amplificacion de ADN gendémico
(ADNg) coeluido (Stephenson 2012), y minimiza la
sobreestimacion de expresién génica (falsos positivos) a
causa de fragmentos amplificados de origen distinto al

ADNCc del gen de interés (Rivas 2010; Lucca 2011).

Sintesis de ADN complementario con

transcriptasa inversa

Las moléculas de ARNm se copian a ADNc por medio de
una enzima transcriptasa inversa (RT) junto con un
detonador; entre las enzimas més difundidas se menciona
la del Virus de Leucemia Murina Moloney (MMLYV) y la del
Virus de la Mieloblastosis Aviar (AMV) (Kubista et al.
2006). En algunos casos, la adicion de un oligo (dT) de
unos 18 a 20 nucledtidos que contiene solo timinas,
direcciona la hibridacién del detonador con la cola poli-A

de ARNm de la mayoria de organismos eucariontes,
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facilitando la sintesis de ADNc y su posterior amplificacién
(Kubista et al. 2006; Malo et al. 2015). Las cantidades
producidas de ADNc son un reflejo del ARNm inicial
(Roche 2010).

Transcripcion inversa seguido de PCR
semicuantitativa (RT-PCR) y transcripcion inversa
seguido de PCR cuantitativa (RT-qPCR)

RT-qPCR (o en tiempo real) basicamente conserva el
principio de RT-PCR (o convencional o de punto final),
diferencidandose en que la amplificacion puede
monitorearse en cada ciclo mediante una sustancia afin
(fluor6foro) a la molécula de ADN, un colorante que se
afade e intercala en el surco menor de la doble cadena
(Fernandez 2011), y emite fluorescencia cada vez que
procede una nueva sintesis (Primrose y Twyman 2006).
RT-qPCR es una técnica de alta sensibilidad que utiliza
muestras con poca cantidad de hebra patrén inicial
(Deepak et al. 2007; Gachon et al. 2004). En general, las
reacciones en tiempo real se ensamblan con reactivos
(reversibles) que se unen a ADN de doble hebra, tales
como SYBR® Green, EvaGreen™, BrightGreen®, cuyas
longitudes de onda para absorbancia maxima y emision
maxima de fluorescencia son 497 nm y 525 nm,
respectivamente, u otras sustancias quimicas; el producto

especifico se verifica mediante la temperatura de fusion
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(Tm) del amplicon, que depende de su composicion
nucleotidica y posibilita la identificacion de senales del
producto correcto a través del pico de fluorescencia, en la
curva de disociacion. También se utiliza sondas especificas
(irreversibles) para la secuencia de interés. Tagman que
contiene reporteros (fluoréforo) en el extremo 5 y
apagadores en el extremo 3', para cada ensayo de qPCR; el
reportero se libera por hidrodlisis de la sonda y emite
fluorescencia proporcional a la cantidad del producto

amplificado; sondas Scorpions, otras (Bustin 2002).

El proceso de qPCR consiste de una fase inicial con
fluorescencia minima que no rebasa el ruido de fondo
(background) del medio circundante en los primeros ciclos,
en la cual se calcula la linea base; a continuacién una fase
exponencial temprana y emisién de fluorescencia que
rebasa el umbral definido, el ciclo en el cual la fluorescencia
alcanza el umbral se denomina Cr (ciclo umbral o threshold
cycle) o Cp (punto de cruce o crossing point), aqui el
producto dobla en cantidad cada ciclo, es representativo de
la cantidad inicial de hebra molde y se usa en calculos
posteriores; luego una fase lineal de amplificacion
enlentecida junto a agotamiento de componentes y
degradacion de productos; y al final una fase estacionaria
en la que reactivos y equipo llegan al limite de deteccién

(Kubista et al. 2006; Wong y Medrano 2005) (Figura 4.1).
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Figura 4.1. Fases de la transcripcion inversa seguido de PCR
cuantitativa (RT-qPCR).

Fuente: Fernandez (2011)

La curva de fluorescencia real en funcion del nimero de
ciclos presenta Rn+ que es el valor de fluorescencia cruda
normalizada (Rn, normalized raw fluorescence) de una
reaccion que contiene todos los componentes (muestra de
interés, blanco, GOI, gene of interest), Rn- que es el valor
de una muestra sin reaccionar (valor base o valor
detectado en NTC, no template control), y delta Rn (ARn)
que es la diferencia entre Rn* y R-, un indicador de la
magnitud de senal generada por la PCR (Dorak 2012)

(Figura 4.2).
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Figura 4.2. Curva de fluorescencia real para RT-qPCR.

Fuente: Fernandez (2011)

Electroforesis

La electroforesis separa macromoléculas cargadas a causa
de la diferente movilidad que éstas presentan al estar
influenciadas por un campo eléctrico, se usa para
verificacion de la integridad de &cidos nucleicos (Figura
4.3); ADN y ARN son macromoléculas cargadas
negativamente debido a grupos fosfato en su estructura
(Camarena et al. 2014). La separacion efectiva de los
fragmentos de ADN o ARN (resolucion) depende de su
masa y carga (Técnicas Avanzadas en Biologia Molecular
2001); y se lleva a cabo en geles de agarosa o
poliacrilamida. Los geles de poliacrilamida a
concentraciones entre 3.5 y 20.0% (p/v) son efectivos para

separar fragmentos pequeios (5 a 500 pb) debido a su alto
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poder de resolucion, bajo condiciones apropiadas
fragmentos diferenciados en su longitud por un solo par de
bases se resuelven facilmente (Camarena et al. 2014);
mientras que, los geles de agarosa a concentraciones tipicas
entre 0.5y 2.0% (p/v) separan fragmentos mas grandes (2 a
60 Kkb), y tienen menor poder de resolucion.
Adicionalmente, se emplea marcadores de peso molecular
(tamano estandar conocido) para estimar peso y nimero de
pares de bases de fragmentos que migran (Sambrook y

Ruseell 2001).

Pozos para el " Migracién de los
cargado de = i fragmentos del DNA
Dece I mQCitodo
amplificado
Fragmento
Gel

Fragmento

¥ B @ Anodo

- Corriente eléctrica

Figura 4.3. Electroforesis en gel de agarosa

Fuente: Camarena et al. (2014)

La migracion de una molécula de ADN tiene una tasa
inversamente proporcional al log,, del nimero de pares de
bases y su velocidad es proporcional a la fuerza del campo
eléctrico aplicado; se recomienda voltaje de 5 a 8 V-cm™

para geles de agarosa. Los tampones de corrida
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electroforética mas empleados son TAE (Tris-Acetato-
EDTA). TBE (Tris-Borato-EDTA) y TPE (Tris-Fosfato)
(Sambrook y Ruseell 2001); la composicion y cantidad del
tampén también afecta la migracién, un déficit en
volumen retrasa la movilidad; mientras que, altas
concentraciones de sales aumentan drasticamente la
velocidad y temperatura fundiendo el gel y

desnaturalizando el ADN.

El revelado del gel de agarosa requiere de la adicién previa
de bromuro de etidio, molécula que se intercala en los
surcos de la doble hélice del ADN y en presencia de rayos
UV se permite la visualizacion de bandas en distintas
intensidades que dependen de la concentracion del acido
nucleico (Sambrook y Ruseell 2001); se puede comprobar
el tamano de los productos amplificados y estimar la
concentracion en base a la intensidad de bandas

(Pensabene 2009).

La electroforesis en gel de agarosa se emplea para evaluar
integridad del ARN; asi se sugiere en estudios sobre papay
olluco, en los cuales se utiliza agarosa en concentraciones
de 0.7 y 1.2% (p/v), respectivamente (Romero y Estrada
2005; Araujo y Rao 2013). El tampon para electroforesis
TAE (Tris-Acetato-EDTA) con pH 8.0 (alcalino) ioniza
grupos fosfato y mantiene la carga negativa del ARN. El

bromuro de etidio 1% (v/v) tifie el ARN pues interacciona
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favorablemente con la regién hidrofoba de 4cidos
nucleicos y permite observar bajo luz UV, bandas
correspondientes a ARN (Lopez 2008). Se menciona
investigaciones en las cuales la integridad de ARN total,
para tomate (Rivas 2010), chile (Gasca et al. 2008) y
olluco (Romero y Estrada 2005), permite observar bandas
correspondientes a ARNT 28S y ARNr 18S.

En organismos eucariontes la subunidad mayor de ARN
ribosomal (60S, PM = 2800000) consta de ARNr 28S,
ARNr 5S, ARNr 5.8S y la subunidad menor (40S, PM=
1400000) con ARNT 18S, presentan 4700, 120, 160 y 1900
nucle6tidos, respectivamente (Watson et al. 2014). Se
manifiesta que ARN parcialmente degradado tiene un
aspecto manchado sin bandas fuertes, y ARN totalmente
degradado aparece como una mancha de muy bajo peso
molecular (Almansa 2013). La mayoria del contenido de
ARN forma parte de los ribosomas, contrario al ADN, es
muy inestable una vez obtenido de los tejidos debido a la
presencia de ARNasas celulares; usualmente se congela los
tejidos u homogeniza en solucion desnaturalizante para

prevenir la degradacion (Macias et al. 2014).

Cuantificacion absoluta

La cuantificacibn de expresion génica absoluta con

estandares diluidos de ADN de concentracién conocida,
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para la construcciébn de una curva estandar, relaciona
linealmente el ciclo umbral (Cr) y las cantidades iniciales de
los genes, es decir, del ARN mensajero (ARNm) inicial,
permitiendo la determinacién de la concentracion de
muestras desconocidas en funciéon de su valor Cr; se asume
que estindares y muestras tienen eficiencias de
amplificaciones aproximadas, ademas las concentraciones
de las diluciones deben abarcar niveles de expresion de las
muestras desconocidas y permanecer dentro de un rango de
cuantificacion detectable para equipo y reactivos en cada

ensayo (Wong y Medrano 2005).

El Cr obtenido en una muestra se compara con el de una
curva estandar generada a partir de diluciones seriadas
con cantidades conocidas de ADN para la cuantificacién
del objetivo o gen de interés (Kubista et al. 2006). El Cres
un valor X que determina el punto de detecciéon para una
cuantificacién absoluta, donde los valores matemaéticos
son inversamente proporcionales a la cantidad de ADN
identificado, a menor Cr mayor concentracion génica

(Figura 4.4).
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Figura 4.4. Curva estandar para cuantificacion génica absoluta.

Fuente: Fernandez (2011)

La eficiencia de la reaccion puede ser calculada por la

siguiente ecuacion:

E = 10(—1/pendiente) -1

La eficiencia de la PCR deberia ser de 90 a 100%,
significando el doblaje del amplicon en cada ciclo. Esto
corresponde a una pendiente de 3.1 a 3.6 en la curva
estandar Cr vs log-cantidad de templado. La obtencién
precisa y reproducible de resultados requiere de
reacciones que tienen una eficiencia lo mas cercana
posible a 100%, y en cualquier caso, la eficiencia debe ser
similar para el ADN objetivo y la referencia (normalizador,
calibrador, control endogeno, control interno). Entre los

diversos factores que afectan la eficiencia de la PCR se
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encuentran el largo del amplicon, presencia de
inhibidores, estructura secundaria y disefio de primers
(Dorak 2012).

1.3.5.3 Cuantificacion relativa

La cuantificacibon de expresion génica relativa o
comparativa, calcula la expresion en funcién de una
muestra de referencia interna o externa, y una muestra
control (calibrador). Existen numerosos modelos
matematicos para el céalculo de la expresion génica
normalizada en ensayos de cuantificacion relativa, que
utilizan diferentes metodologias para minimizar el error

experimental (Wong y Medrano 2005).

Las posibilidades de comparar la expresion de ARNm del
gen de interés son maultiples, implica que la expresion es
relativa a un control endégeno como un gen de referencia
expresado constantemente, u otro gen de interés (o
relativa a un control exdgeno universal y/o artificial de
ARN o ADN, otros); en éste proceso de cuantificacion se
adiciona otro parametro relativo; comparando el nivel de
expresion del gen de interés relativo a un punto cero en el
tiempo (o relativo a un control sin tratamiento, individuos
saludables, otros) (Dorak 2006). La cuantificaciéon
comparativa mide el cambio relativo en los niveles de
expresion; determina el cambio en el nivel de ARNm de un
gen de interés en determinado estado a través de multiples

muestras; no requiere curva de calibracién o estdndares de
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concentracion conocida, y el gen de referencia puede
provenir de cualquier transcripto de secuencia establecida
(Bustin 2002). La unidad usada para expresar cantidades
relativas es arbitraria, se puede comparar con otros
experimentos RT-qPCR (Orlando 1998; Vandesompele et
al. 2002); la cuantificacion relativa es una herramienta
adecuada para investigar pequenos cambios fisiol6gicos
que producen efectos en los niveles de expresion génica. Se
asume doblaje 6ptimo de ADN complementario (ADNc) de

interés durante cada ciclo qPCR (Dorak 2006).

Algunos genes de referencia se expresan constantemente,
coamplifican en el mismo tubo de reaccion como control
endogeno en ensayos multiplex, o en tubo separado como
control exogeno (Livak 2001); el gen de referencia ideal
para todas las condiciones experimentales no existe, por
ende es necesario su seleccion apropiada para
experimentos RT-qPCR en diferentes especies vegetales y
distintas condiciones (Luo 2018); generalmente en plantas
se usa el gen de referencia ARN ribosomal 5.8S (ARNr
5.8S) (Feng 2012), junto con gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa (GADPH) (Zhang et al. 2014; Rivas
2010), actina (Act) (Ballou et al. 2007). ARN ribosomal
18S (ARNT 18S) (Nicot et al. 2005; Sapir et al. 2008), y
otros como ARN nuclear pequeiio U6 (U6 snRNA),
tubulina (Tub) (Stommel et al. 2009), etc.; la utilizacién

de ARNr requiere de iniciadores aleatorios, mas no oligo
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(dT), por ausencia de la cola poliadenilada (poli-A) de

ARNmMm eucarionte.

El modelo de cuantificacion relativa con el método 272A¢r
se deriva de la caracteristica exponencial de la PCR (Livak

y Schmittgen 2001) (Ecuacion 1):

Xn= Xo X (1+ Ex)", 1)

donde X, es el nimero de copias del gen X en el ciclo n; X,
es el namero inicial de moléculas del gen X; E: es la
eficiencia de amplificaciéon del gen X y n es el numero de
ciclos de la PCR. El Cr es el ciclo fraccionario en el cual la
fluorescencia del gen alcanza el umbral fijado; la ecuacion

queda de la siguiente forma (Ecuacion 2):

Xr = Xo x (1+ Ex)‘Tx = Ky, 2)
donde X7 es el nimero de copias del gen X en el ciclo Cr;
Crx es el ciclo Cr del gen X y Kx es una constante; asi
mismo, se repite para el gen de referencia R (Ecuacion 3):

RT = RO X (1 + ER)CT'R == KR, 3)
donde Rr es el namero de copias del gen R. R, es el nimero

inicial de moléculas del gen R; Er es la eficiencia de

amplificacion del gen R; Crr es el ciclo Cr del gen R y Kk es
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una constante. Dividiendo la ecuacién 1 para la ecuacion 2,

se genera la expresion (Ecuacion 4):

XT _ Xo X (1+Ex)’TX _ Kx
RT Ry X (1+ER)CT.R KR

=K, 4)
Asumiendo que la eficiencia del gen R es igual a la eficiencia

del gen X (Ecuacion 5y 6):

EX:ER:E7

? x (1+ E)CT.X— ‘TR = K, 5)
0

Xy X (1+ E)Ar = K, 6)

donde Xy es la cantidad normalizada del gen X (Xo/Ro) y el
ACr es la diferencia de Cr entre gen objetivo y gen de
referencia. Ordenando la ecuacion queda de la forma

(Ecuacion 7):
Xy = K x (1 + E)™A¢r, 7)

El paso final es dividir X de cualquier muestra g, definido
como el tratamiento a ser evaluado, para Xy de la muestra

calibrador (¢b) (Ecuacion 8):

Xng _ K x(1+4E) “¢Ta

XN .cb K X (1+E)™%CT.cb

= (1+ E)~8¢r, 8)
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~AACy = —(ACrq — ACrep),

La eficiencia de amplificacion es cercana a 1, entonces la
cantidad del gen objetivo se normaliza con una muestra de
referencia y es relativa a una muestra calibrador; de la

forma siguiente (Ecuacion 9):
cantidad objetivo = 274ACr, 9)

El proceso de cuantificacion relativa permite el calculo de
expresion génica asumiendo que las eficiencias de los
genes de referencia y de interés son aproximadamente
iguales; si difieren mucho entre si, es necesario el anélisis
de eficiencias mediante una curva estindar, o nuevo
diseno de oligonucleo6tidos, y optimizar las condiciones de

reaccion para equipararlas (Livak y Schmittgen 2001).

La amplificacion de control sin templado (NTC) es mas
comin debido a error humano, se sugiere dejar pocillos
libres alrededor, o por contaminaciéon de reactivos con
productos PCR; la amplificacion tardia en NTC es tolerable
si el valor Cr mas bajo para el templado se encuentra
alejado mas de cinco valores Cr (regla de cinco Cr de
diferencia). Los amplicones del ADNc de interés deben ser
cortos, aproximadamente 200 pb, no menores a 75 pb para
diferenciarlos de la formaci6on de dimeros entre iniciadores

(Dorak 2012). Fluctuaciones en la variacion del valor Cr
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entre corridas usualmente adn se subestiman, algunos
programas no procesan datos crudos provenientes de una o
muiltiples corridas, otros si (Hellemans et al. 2006); incluso
repeticiones técnicas pueden resultar en curvas de
fluorescencia significativamente diferentes debido a la

variacion muestra a muestra (Dorak 2006).

No obstante, las réplicas técnicas mejoran la precision del
experimento, principalmente se incluyen para detecciéon de
reacciones aberrantes que resultan en valores Cr atipicos e
incorrecta estimacion de los niveles de expresion relativa;
con tres o mas réplicas, se detecta valores atipicos y se
excluyen de célculos posteriores; ademas permiten la
evaluacion de calidad total de las mediciones e
identificacion de malas réplicas, las diferentes vias para
tratar malos duplicados son la exclusion de mediciones,
conservacion de mediciones afectando a los resultados
(largas barras de error), o remocién de réplicas si
informaciéon adicional precisa la mala réplica (error de
pipeteo, curva de disociacion anormal o valor Cr

anormalmente alto para ese ensayo) (Dorak 2006).

Analisis comparativos

El proceso de cuantificacién génica (Figura 4.5) puede
establecerse mediante varios analisis (Morales et al. 2020);

adicionalmente, muestras coloreadas con bromuro de etidio
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en gel, forman un complejo con el ADN que al ser expuesto
a luz ultravioleta emite fluorescencia. Se toma 1 pL de
muestra extraida con 9 ul de tampo6n de carga SALB 1X, se
carga en gel y paralelamente se carga el marcador de
referencia de peso molecular, con el fin de estimar la
concentracion de las muestras, comparando la intensidad
de bandas usando como referencia la concentracion para la
banda de mayor peso molecular. La corrida electroforética
se realiza con tampén TBE 1X, se captura la imagen
mediante una caja que emite luz ultravioleta con una

camara digital y un filtro de color marron para el lente, para

la posterior cuantificacion (Blas et al. 2010).

Figura 4.5. Areas de electroforesis y extracciéon de 4cidos nucleicos;

espectrofotometria; termociclado en tiempo real.
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TRANSFORMACION GENETICA Y DESARROLLO
DE CULTIVARES MODERNOS

La transformacién genética consiste en la introducciéon de
nuevo material genético al genoma de una especie con
mecanismos no sexuales (Dixon y Gonzalez 1994;
Mendoza de Gyves 2001). Generalmente, la ejecucion de la
transferencia de genes requiere de protocolos efectivos

para el cultivo de tejidos y regeneracion de plantas.

El reto de la transformacion genética es conseguir la
integracion permanente de ADN foraneo en la planta y la
expresion exitosa del transgen sin interrumpir ninguna
region funcional. La transformacion genética estable o
integrativa permite mantener lineas transgénicas
indefinidamente; no obstante, sélo entre 1 y 9% del ADN
transferido y expresado en las células vegetales se integra
finalmente al genoma de la planta (Benitez 2005). El
camino hacia el mejoramiento biotecnologico de plantas,
pasa por la utilizacion de recursos y técnicas modernas tales
como cultivo in vitro de organismos vegetales, analisis de
expresion génica, transformacion genética, entre otros, que
ayudan a superar limitaciones de produccion,
comercializacion y exportacion (Arias 2007; Mantilla

2008).

180



La transformacion genética via bacterias Agrobacterium
consigue la integracion permanente de ADN foraneo en el
genoma de la planta y logra la expresion exitosa del
transgen, lo que permite mantener lineas transgénicas
indefinidamente, capaces de transmitir el gen exogeno a
las siguientes generaciones (Benitez 2005). A. tumefaciens
es la bacteria mas empleada en los mecanismos de
transferencia génica debido a su capacidad infectiva de
amplio espectro, pues puede trasladar material genético a
diferentes explantos vegetales, tales como hojas, tallos,
cotiledones, yemas, peciolos, embriones, otros; la
utilizacion de A. tumefaciens es una herramienta
econdémica, reproducible y mas eficiente que otros
métodos empleados para el mismo proposito (Benitez

2005; Stanton 2000).

Generalidades acerca de la transformacion

genética

En cultivos modificados mediante ingenieria genética con
propositos agricolas se transfiere uno o varios genes
codificantes para caracteristicas deseadas, los cuales
provienen no solo de la misma planta o especie, sino
también de organismos no relacionados (Qaim 2009). La
ingenieria genética permite la manipulacion directa de
genes pertenecientes a cualquier ser vivo, rompiendo las

barreras de incompatibilidad sexual y posibilitando la
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transferencia de genes al genoma de una planta.
Actualmente es uno de los mecanismos mas utilizados con

fines de mejoramiento vegetal.

Es importante cumplir con los siguientes requisitos para

una transformacion genética eficiente (Benitez 2005):

Propagacion y regeneracion del tejido que se pretende

transformar.

- Un método eficiente de transferencia de ADN al tejido

vegetal.

- Un marcador que permita seleccionar tejidos y plantas

transformados.

- Regeneracion de plantas fértiles.

- El proceso debe ser simple y reproducible.

La transformacioén genética se percibe como un proceso
artificial debido a que se lleva a cabo con intervencion
humana y en condiciones de laboratorio. No obstante, se ha
documentado evidencia de que este fenomeno también
ocurre en la naturaleza; cientificos demostraron mediante
técnicas moleculares la presencia de secuencias de ADN de

transferencia (ADN-T) de Agrobacterium en 291 muestras
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de cultivos de camote (Ipomoea batatas) provenientes de
Suramérica, Centroamérica, Africa, Asia y Oceania,
evidenciando una transferencia horizontal de genes entre
Agrobacterium y un ancestro del camote hace al menos
ocho mil afos (Kyndt et al. 2015). Tal descubrimiento
puede suscitar una clara percepcion acerca de la ciencia
aplicada a plantas y organismos modificados

genéticamente.

A. tumefaciens es una bacteria del suelo que causa la
enfermedad de la agalla de la corona (o del cuello)
(Hooykaas y Schilperoort 1992); el estudio de interaccion
planta-Agrobacterium a nivel molecular, permitid
determinar que entre los numerosos eventos que ocurren en
esta interaccion; un paso muy importante es la transferencia
de ADN desde la bacteria hacia el nacleo de células vegetales
infectadas. A. tumefaciens posee un plasmido muy superior
en tamano, si se compara con el de bacterias utilizadas en la
tecnologia del ADN recombinante (E. coli), denominado
plasmido inductor de tumores (Ti, tumor inducing)
(Valderrama et al. 2005), que contiene todos los genes
responsables de la enfermedad de la agalla de la corona, de
su fenotipo y del proceso de transferencia de un trozo de
ADN a la planta; sélo una pequena porcion de ADN del
plasmido Ti se transfiere a la planta, el ADN de transferencia

o simplemente ADN-T (Camarena et al. 2014).
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Mecanismos de transformacion genética

Los mecanismos de transformacién genética consiguen la
introduccion e integracion de genes exogenos al genoma de la
planta mediante bacterias, microlaser, microinyeccion, o
insercion directa de ADN; siendo el mecanismo de preferencia
para la mayoria de estudios con especies vegetales, aquel que
utiliza A. tumefaciens; mientras que, las otras estrategias se
aplican a especies reticentes que no pueden transformarse con

bacterias (Siemens y Schieder 1996).

Mecanismos biologicos

El mecanismo de transformacion genética mas accesible
consiste en la utilizacion de bacterias. A. tumefaciens se
emplea con mayor frecuencia pues es capaz de transferir
material genético a varios explantos vegetales, ademas
posee capacidad infectiva de amplio espectro, lo cual
permite la transferencia génica hacia buen namero de
plantas dicotiledéneas y, recientemente monocotiledoneas;
es un mecanismo econémico y reproducible que genera alta
eficiencia en la transferencia comparado con otros procesos
para el mismo fin (Benitez 2005; Stanton 2000). Debido al
plasmido Ti, la bacteria puede sintetizar compuestos
aminoacidicos  derivados de arginina, llamados
genéricamente opinas, que le permiten una mejor

interacciébn con la planta, y se clasifican en: nopalina,
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octopina y agropina. Cada plasmido Ti contiene genes de
sintesis para una clase de opina, por lo tanto existen
plasmidos Ti con genes para la sintesis de nopalinas, otros
para octopinas y otros para agropinas. Agrobacterium en
su proceso de infeccion natural de plantas, sintetiza opinas
utiles para su desarrollo y esto ocurre en convivencia plena
con la planta infectada; deduciéndose que los genes de
sintesis de opinas estdn ubicados en el ADN-T y son
naturalmente transferidos a la planta, asi se asegura la
convivencia de esta interaccion planta-patégeno (Camarena

et al. 2014).

La enfermedad de la corona de agalla, que genera pelos
radiculares, es causada por A. rhizogenes, una bacteria que
posee plasmido Ri (root inducing) cuyos genes también
producen opinas (Valderrama et al. 2005), preferentemente
del tipo agropinas, y posee un sistema de transferencia de
ADN a la célula huésped o hospedera (o infectada) que genera
pelillos en la mayoria de infecciones resultantes, causando

también agallas del cuello (Camarena et al. 2014).

Mecanismos fisicos

El ADN foraneo ingresa a las células a través del uso de
aparatos especializados, sustancias quimicas, etc. El
mecanismo mas exitoso es la biobalistica, que consiste en la

entrada de ADN desnudo al interior de la célula por medio
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de microproyectiles de oro o tungsteno; el término
biobalistica proviene de la uniéon de biologia y balistica, se
basa en el disparo a altas velocidades de microproyectiles
recubiertos de ADN hacia los tejidos vegetales, los cuales
atraviesan pared y membrana celular, y llevan al interior
celular los genes de interés para su posterior integracion al
genoma vegetal (Sanford 2000; Martinez et al. 2004; Vasil

2007).

Otro mecanismo empleado es la microinyeccion de ADN en
cigotos o en células diferenciadas; se basa en la introduccion
de ADN foraneo a una tnica célula sin necesidad de grandes
cantidades de tejido, ademas es mas sencillo monitorear el

proceso (Siemens y Schieder 1996).

Plantas y bacterias como organismos modelo

Segiin Magioli y Mansur (2005), los sistemas de cultivo in
vitro a mas de proveer herramientas para la seleccion de
caracteristicas de valor agron6mico, se usan para el
analisis de marcadores moleculares en la fisiologia y
desarrollo vegetal; asi como para la micropropagacion de
especies silvestres que representan una fuente deseable de
variabilidad genética, y obtencion de plantas libres de
plagas y enfermedades, destinadas al mejoramiento de
cultivos comerciales econdémicamente importantes

(Andrade Diaz et al. 2013). El establecimiento de un

186



eficiente protocolo de regeneracion in vitro representa un
paso fundamental en el proceso de transformacion
genética, seguido de anélisis de expresién génica, los
cuales a su vez permiten la selecciéon para introduccion de
caracteristicas genéticas novedosas. La disponibilidad de
un mecanismo eficiente para la transferencia de genes
exogenos al genoma de plantas ofrece un excelente sistema
modelo para la investigacion de su fisiologia in vitro y otros
aspectos relacionados con la biologia molecular de las
especies. Se menciona que conceptualmente el clonamiento
de un fragmento de ADN extrafio, ADN pasajero o ADN
blanco (inserto) en un vector, requiere efectuar las

siguientes operaciones (Camarena et al. 2014):

- El ADN vector debe ser purificado y cortado.

- El ADN blanco debe ser insertado en el ADN vector para

crear la recombinacion artificial.

- Se debe supervisar el progreso de las reacciones de corte

y la ligacion.
- Finalmente, las moléculas de ADN recombinante deben

ser introducidas por transformacion en E. coli o en otra

célula hospedera.
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Genes marcadores de seleccion

Los genes marcadores de seleccion (GMS) son ttiles para
seleccionar tejidos y plantas transformados; generalmente,
en las plantas se introduce un gen marcador de resistencia
junto con el gen de interés. En un medio de cultivo que
incluye antibiético sobreviven y regeneran las plantas

cuyas células se han transformado (Hernandez 2013).

Los primeros GMS utilizados a principios de 1990 son
mutaciones puntuales que confieren resistencia a
determinados antibioticos; es decir, son genes recesivos y
100 veces menos eficientes que el gen aadA de E. coli por
ejemplo. Asi se tiene la mutaciéon rrn16 (16S ARNr) que
confiere resistencia a espectinomicina y estreptinomicina;
mutaciéon rpsi2 (ribosoma) que confiere resistencia a
estreptinomicina (Lopez 2011). Por su parte, el gen aadA
(E. coli) es mas eficiente que las mutaciones puntuales,
pues codifica para la enzima aminoglucésido 3’
adeniltransferasa y confiere resistencia a espectinomicina
y estreptinomicina (Goldschmidt-Clermont et al. 1991).

Entre otros.

Genes reporteros son aquellos de deteccion colorimétrica
con la utilizacion de un sustrato especifico, por ejemplo
genes de la [-glucoronidasa y la [(-galactosidasa

provenientes de bacterias; asi como genes fluorométricos
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como el gen GFP (green fluoroscent protein) proveniente

de medusas (Stanton 2000; Benitez 2005). Entre otros.

Clonamiento de ADN

La habilidad para construir moléculas de ADN
recombinante y mantenerlas en células se denomina
clonamiento de ADN; tipicamente implica a un vector que
provee informacién necesaria para la propagacion del ADN
clonado en la célula replicadora del huésped; enzimas de
restriccion que cortan ADN en secuencias especificas y
otras que juntan ADNs cortados uno con el otro son clave

para crear moléculas de ADN recombinante.

Al crear moléculas propagables de ADN recombinante en
un organismo huésped, un fragmento particular de ADN
puede ser purificado desde otros ADNs y amplificado para
su produccién en grandes cantidades. Las grandes
colecciones de tales moléculas hibridas pueden ser creadas
y se llaman librerias, en una libreria un vector comun lleva
varios insertos alternativos. Una vez el ADN es escindido
en fragmentos, se necesita insertarlo en un vector para la
propagacion. Esto es, el fragmento de ADN debe ser
insertado en una segunda molécula de ADN (el vector)
para ser replicado en un organismo huésped. El huésped
més comun es la bacteria E. coli. Los vectores de ADNs

tienen tres caracteristicas (Watson et al. 2014):
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- Contienen un origen de replicacion que les permite
replicarse independientemente del cromosoma del
huésped. (Algunos vectores de levadura también

requieren un centromero).

- Contienen un marcador de seleccién que permite a las
células que contienen el vector (y cualquier ADN

adjunto) ser identificadas de inmediato.

- Tienen sitios Unicos para una o mas enzimas de
restriccion. Esto permite a fragmentos de ADN ser
insertados en un punto definido dentro del vector tal
que la insercién no interfiere con las dos primeras

funciones.

Algunos vectores comunes son pequenas (~3 kb)
moléculas de ADN circular denominadas plasmidos,
originalmente derivadas de moléculas ADN circular
extracromosomal que se encuentran naturalmente en
algunas bacterias y eucariontes unicelulares. En algunos
casos (aunque no en levaduras), estos ADNs llevan genes
codificantes de resistencia a antibidticos. Asi, plasmidos
que ocurren naturalmente ya tienen dos de las
caracteristicas deseables de un vector: se puede propagar
independientemente en el huésped, y llevan un marcador
de seleccion. Estos plasmidos a veces se presentan en

multiples copias por célula, lo cual incrementa la cantidad
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de ADN que puede ser aislado de una poblacion de células.
Los plasmidos que se dan naturalmente tipicamente estan
restringidos en la cantidad de ADN que puede ser llevada
(normalmente limitado a 1-10 kb). Para clonacién y
propagacion de fragmentos grandes, tipicamente usados
en analisis gendmicos y para secuenciacion de ADN, varios
vectores artificiales han sido creados, por ejemplo,
cromosomas artificiales bacterianos y de levadura (BACs y
YACs) que pueden admitir de 120 a > 500 kb de ADN

(Watson et al. 2014).

La inserciéon de un fragmento de ADN en un vector es en
general un proceso relativamente simple. Suponiendo que
un vector plasmido tiene un Unico sitio de reconocimiento
para EcoRI. El vector es preparado digiriendo éste con
EcoRl, la cual linealiza el plasmido. Debido a que EcoRI
genera extremos 5' cohesivos que son complementarios a
otros, los extremos adhesivos son capaces de realinearse
para reformar un circulo con dos mellas. El tratamiento
del circulo con la enzima ADN ligasa y ATP podria sellar
las mellas para reformar un circulo cerrado
covalentemente. El ADN objetivo es preparado por
escision con una enzima de restriccion, en este caso EcoRI,
para generar potenciales insertos de ADN. El vector ADN
es mezclado con un exceso de ADNs insertos escindidos
por EcoRI bajo condiciones que permite a los terminales

adhesivos hibridizar. Se usa entonces ADN ligasa para
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enlazar los terminales compatibles de los dos ADNs.
Anadiendo un exceso del inserto ADN relativo al plasmido
ADN se asegura que la mayoria de vectores resellaran con

el inserto ADN incorporado (Watson et al. 2014).

Algunos vectores también manejan la expresion de genes
dentro del inserto de ADN, son llamados vectores de
expresion y tienen promotores transcripcionales, derivados de
la célula huésped, inmediatamente adyacente al sitio de
insercion. Si la region codificante de un gen (sin su promotor)
es puesta en el sitio de insercion en la orientacion apropiada,
luego el gen insertado sera transcrito a ARNm y traducido a

proteina por la célula huésped (Watson et al. 2014).

Transformacion genética vegetal

La presencia de un pequeno fragmento de ADN de A.
tumefaciens al aislar tumores axénicos de la agalla de la
corona en tabaco, constituye una demostracion de los
experimentos que consolidaron la capacidad de esta
bacteria para transferir ADN entre reinos diferentes
(Chilton et al. 1977). La obtencién de nuevas variedades
transgénicas requiere la utilizacién del plasmido Ti de A.
tumefaciens, o el plasmido Ri de A. rhizogenes, con genes
que reemplazan a los genes inductores tumorales y los de
sintesis de fitohormonas (citoquininas y auxinas) por la

caracteristica seleccionada que se desea transferir al
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organismo vegetal. A. tumefaciens es un patogeno que
causa enfermedad en plantas susceptibles mediante la
transferencia de parte de su propio ADN, cuyos genes son
conducidos en el plasmido. El ADN bacteriano se inserta en
el ADN vegetal, los genes inductores tumorales Ti 6 Ri son
removidos en vectores denominados desarmados, o
reemplazados por genes deseables en vectores binarios

(Valderrama et al. 2005).

El plasmido Ti es inmanejable en el laboratorio, dificil de
utilizarse al clonar directamente genes en él, debido a su
gran tamafio se utilizan plasmidos desarmados tipo Ti,
origindndose en general un sistema de dos plasmidos con
funciones complementarias, aportando uno con el operén
(conjunto de genes) vir y otro con el cassette de expresion
del gen de interés y sus elementos reguladores. Asi, ambos
plasmidos en conjunto, mas pequenos en tamano
funcionan como un plasmido Ti normal, siendo
denominados plasmidos binarios. Esta estrategia ha
permitido disenar cepas comerciales de A. tumefaciens
con funciones de virulencia (vir), por ejemplo la cepa
LBA4404 y plasmido pAL4404 (plasmido Ti residente)
con todos los genes vir necesarios para activar la
incorporacion eventual de ADN de transferencia (ADN-T)
a la planta (Camarena et al. 2014), cepa LBA004 y
plasmido pBI121 (contiene el gen GUS (B-glucoronidasa) y
NTPII (neomycin fosfotransferasa)) (Arias 2006; Mantilla
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2008), otros. E1 ADN-T es entonces aportado por otro
plasmido con elementos para funcionar como plasmido

lanzadera en A. tumefaciens y E. coli.

Un vector binario es un plasmido que lleva el ADN-T
durante la transformacién genética mediante A.
tumefaciens. Se compone de dos regiones, ADN-T y el
resto del plasmido, el esqueleto. El ADN-T esta delimitado
por unas secuencias conocidas como bordes (Ream 2008),
dentro se encuentran elementos que se desea transferir a
la planta, los cuales son un gen de interés y un gen
marcador de seleccion. Un vector binario comercial, no
contiene gen de interés alguno, sino méas bien posee varios
sitios de restriccion o sitios de clonacion multiple (SCM)
donde el investigador inserta el gen de interés (Tovar

2011).

En el esqueleto se encuentran los elementos funcionales
que requieren las bacterias E. coli (donde se construye el
vector binario) y A. tumefaciens (que lleva el vector
binario ya construido y transfiere el ADN-T a la planta)
para su replicacion y seleccién. Estos elementos
funcionales incluyen origenes de replicacion y marcadores
de seleccién para reconocer a las células bacterianas que
llevan el plasmido luego de ser transformadas (Figura 5.1)

(Tovar 2011).
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Figura 5.1. Esquema de un vector binario mostrando sus principales
elementos funcionales.

Fuente: Tovar (2011)

Un ejemplo de plasmido para estudios de trasformaciéon
genética lo constituye el plasmido Ti (Figura 5.2), que
posee un segmento llamado ADN-T, el cual normalmente
contiene multiples copias de genes que codifican para
opinas y fitohormonas; existen dos segmentos, uno a la
derecha y otro a la izquierda del plasmido Ti, ADN-Tr
(extremo 5) y ADN-T. (extremo3’), respectivamente.
ADN-TL. es oncogénico (Stanton 2000); el segmento del
plasmido Ti que contiene los genes onc de hormonas se
denomina tms y en éste también se encuentran los genes
aux y cyt, denominados asi por similitud a los genes que
producen auxinas y citoquininas. Del otro lado, en el ADN-
T existen genes que codifican para la opino-sintetasa,
enzima necesaria para la produccibn de opinas.
Transcritos los oncogenes por la célula vegetal,

posteriormente se codifican varias proteinas involucradas
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en la sintesis de auxinas y citoquininas, fitohormonas que
participan en la proliferacion celular, generandose el tumor
de la corona; y el gen involucrado en las sintesis de opinas
genera fuente de alimento para las bacterias, las cuales
incrementan en ntimero y causan mayor infecciéon a las

plantas (Benitez 2005; Hooykaas y Schilperoort 1992).

Genes para morfologia

Secuencias repetidas
que flanquean ADN-T

deltumor ~ ye—
= \\""‘x}e Gen para sintesis
/ \‘ l/ de opina

V4

{ )
Ex et g
' Plasmido Ti W\

gy

Genes para /‘%
virulencia A
v

Figura 5.2. Esquema que ilustra un plasmido Ti de A. tumefaciens.

Los genes vir externos al ADN-T producen virulencia,
constituyen un operon (virA-virH) cuyos genes
principales son regulados por una secuencia promotora
que contiene 12 pares de bases conservadas a la que se une
especificamente la proteina virG fosforilada; Ila
fosforilacion de virG es requerida para la activacion de los
genes vir (Jin et al. 1990a; 1990b). Los genes vir son parte
del sistema de virulencia, y activados cuando la bacteria
contacta con heridas ocasionadas por laceraciones en los
tejidos, las mismas que generan la secrecion de ciertos

exudados vegetales, compuestos fenolicos secretados como
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lignina, precursores de flavonoides y acetosiringona
(Stachel et al. 1985). La bacteria detecta senales de
activacion en su entorno y transmite esta informaciéon
hacia su interior por transduccion de senales,
generalmente utilizando dos componentes, proteinas
sensoras, virA en la superficie de la bacteria y virG que
traduce la respuesta al interior (Winans et al. 1994). La
acetosiringona en solanaceas es el compuesto fen6lico mas
efectivo para activar los genes vir (Hooykaas y

Schilperoort 1992).

La acetosiringona induce fosforilacion de virG mediante el
receptor virA, se transfiere un grupo fosfato a la proteina
virG que es un factor de transcripcién y promueve la
activacion transcripcional de un gen al unirse a una zona
promotora; los promotores del oper6n vir son activados
entonces, generando la transcripcion del resto de genes
vir. Al sintetizarse (transcribirse y traducirse) las
proteinas virD2 y virD1 (productos de la familia de genes
virD), mas virCi (producto de la familia virC), cortan una
sola hebra del ADN-T y comienzan a separarla de su hebra
complementaria, uniéndose covalentemente a sus
extremos. Al mismo tiempo que se produce la separacién y
desplazamiento de la hebra simple de ADN-T, se replica y
reemplaza una nueva hebra en el plasmido Ti, quedando
éste intacto hacia el final del proceso de formacion del
ADN-T de hebra simple.
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El ADN-T de hebra simple que se va generando, es
rapidamente cubierto y protegido por multiples unidades
de la proteina virE2, a manera de evitar su degradacion
ocasional. Esta hebra de ADN-T recubierta con virE2, se
conoce como “complejo T”. Durante todo el proceso, virD2
permanece unida covalentemente al extremo 5 del ADN-T,
sirviendo de maquina de conduccién, ayudada ademas por
virE1, para el paso del complejo a través de un canal
intercelular conformado principalmente por proteinas de la
familia virB (virB4 y virBi11) y virD4, que une a
Agrobacterium con la célula vegetal que va a ser

transformada.

Mientras que los genes involucrados en la transferencia del
ADN-T se encuentran fuera de este segmento. Los genes
chvA y chuB son responsables de la adhesion de
Agrobacterium a la pared celular vegetal, se expresan
constitutivamente y se encuentran en la regiéon de virulencia,
en la membrana de la bacteria; al activarse chvA y chuB la
bacteria empieza a producir sustancias que facilitan la
adhesion de las paredes celulares vegetal y bacteriana,
abriendo el camino a la transferencia del ADN-T (Hooykaas
y Schilperoort 1992; Stanton 2000). La presencia de dos
regiones conservadas a los extremos del ADN-T de 24 a 25
pb cada una, constituyen senales de reconocimiento para la

transferencia del material genético bacteriano al genoma
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celular de la planta; cuando el fragmento del plasmido
bacteriano ingresa a la célula vegetal (Figura 5.3), su
integracion al genoma vegetal se consigue por un proceso de
recombinaciéon. La infeccion bacteriana es exitosa al
expresarse los genes productores de fitohormonas y opinas
en las células vegetales, gracias a la presencia de sefales
reguladoras de expresion eucariotas en el ADN-T, como la
caja de iniciacion de transcripcion, TATA, y la secuencia
terminadora de transcripcion AATAAA (Hooykaas vy
Schilperoort 1992).
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Figura 5.3. Esquema que ilustra el proceso de transformaciéon de

células vegetales por medio del plasmido Ti de A. tumefaciens y
regeneracion de plantas transformadas.
Fuente: Diaz, Y. (UNSA)

Transgénesis

Transgénesis es la modificaciébn genética de una planta
receptora con uno o mas genes provenientes de algin
organismo no vegetal, o de una planta donadora que es
sexualmente incompatible con la planta receptora; incluye

secuencias de genes de cualquier origen en orientacion
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antisentido, alguna combinacién artificial de secuencias
codificadoras y reguladoras, como un promotor de otro gen,

o un gen sintético (Schouten et al. 2006).

En el caso de transgénesis, el gen trasferido usualmente
deriva de una especie foranea que no es la especie receptora
ni una relativa cercana, sexualmente compatible; en otras
palabras, la transgénesis puede extender el acervo génico de
la especie receptora. Tal novedoso gen puede proveer a la
planta objetivo una nueva caracteristica que no ocurre en la
especie receptora en la naturaleza ni puede ser introducida
mediante mejoramiento tradicional. Esta novedosa
caracteristica puede afectar la adecuacion de la especie
receptora en varias vias; un cambio en adecuacién puede
entonces dispersarse mediante flujo génico entre un
organismo genéticamente modificado y sus parientes
silvestres (Den Nijs et al. 2004), potencialmente creando
cambios en la vegetacion natural. Consecuentemente,
legisladores y autoridades regulatorias han puesto mucha
atencion a la seguridad de lanzamientos deliberados de
cultivos transgénicos al medio ambiente y han puesto en su
lugar marcos de bioseguridad para controlar el riesgo

(Schouten et al. 2006).

5.4.1 Desarrollo de plantas transgénicas sin gen

marcador de seleccion
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La transformacion genética de plantas requiere de un
método de seleccion de aquellas que han sido
transformadas. Es comuUn la utilizacion de genes
marcadores de seleccibn (GMS) en vectores de
transformacion, los cuales confieren resistencia a
herbicidas, antibi6ticos, u otras condiciones de toxicidad o

estrés (Gelvin 2003).

A pesar de su importancia, generalmente los GMS no son
necesarios luego del proceso de seleccién. Como ejemplos
de GMS, se tiene el gen codificante para la neomicina
fosfotransferasa (nptII) que confiere resistencia a
antibioticos =~ aminoglucésidos @ como  kanamicina,
neomicina, paromomicina, entre otros (Bevan et al. 1983;
Fraley et al. 1983; Herrera-Estrella et al. 1983); asi como,
el gen de la higromicina fosfotransferasa (hpt) que
confiere resistencia a higromicina B, un aminoglucoésido
toxico inhibidor de la sintesis proteica (Blochlinger y

Diggelmann 1984).

Uno de los asuntos méas preocupantes sobre los riesgos de
obtencion y comercializacion de plantas transgénicas, es la
posible transferencia de genes de resistencia a antibioticos,
hacia microorganismos presentes en suelo y plantas
aledanas, mediante transferencia génica horizontal. Otra
de las consecuencias son los efectos pleiotropicos, por lo

cual la actividad enziméatica de genes introducidos puede
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influir sobre la actividad de otras enzimas (Miki et al.
2009). Ademas, las secuencias regulatorias de genes
marcadores de seleccion pueden tener influencia sobre
transgenes o genes endogenos ubicados cerca de los sitios

de insercion (Yoo et al. 2005; Zheng et al. 2007).

También el escape de genes de resistencia a herbicidas hacia
plantas cercanas es una preocupaciéon; los cultivos
transgénicos son compatibles sexualmente con plantas
silvestres, de modo que podria existir flujo genético (Ellstrand
2003). No obstante, se presentan varias barreras, pues tienen
que crecer en estrecha proximidad, coincidir con la etapa de
floracion y la progenie debe ser suficientemente fuerte para

propagarse (Mallory-Smith y Zapiola 2008).

Transformacion plastidial

En la actualidad, el genoma plastidial es de gran interés en
programas de fitomejoramiento debido a las distintas
ventajas que presenta, tales como alta expresion de
transgenes y herencia materna. El plastidio es un organulo
celular, posee su propio genoma y maquinaria de
transcripcion-traducciéon, su genoma (plastoma) esta
formado por una molécula de ADN circular, altamente
poliploide, de 120 a 160 kb y codifica aproximadamente 130
genes. Su tamafo es muy pequefio comparado con el

genoma nuclear, sin embargo, constituye de 10 a 20% del
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ADN total (Bock 2001). La primera transformacion
plastidial se realizo en el alga unicelular Chlamydomonas
reinhardtii (Boynton et al. 1988); y luego en la planta
Nicotiana tabacum L. (Svab et al. 1990a, 1990b). Se hace
necesario superar barreras fisicas, como la pared celular, el

citoplasma y la doble membrana plastidial del cloroplasto.

Después de haber introducido ADN foraneo, éste se
integra en el plastoma y estabiliza mediante
recombinacion homologa (Kavanagh et al. 1999), dando
lugar a la heteroplasmia: coexistencia de un bajo nimero
de plastidios transformados junto con plastidios no
transformados en la misma célula. El nimero de plastidios
transformados se puede aumentar mediante un medio
selectivo, con antibibticos; la homoplasmia (todos los
plastomas y todos los plastidios de la célula
transformados) se alcanza tras aproximadamente 20

divisiones celulares (Maliga 2004).
Eliminacion de genes marcadores de seleccion

En el caso de plantas transplastémicas, antes de eliminar
el GMS se tiene que alcanzar el estado de homoplasmia.
Existen distintos sistemas de eliminacion de GMS, el mas
estudiado y empleado es el sistema de recombinacién
Cre/lox que introduce la recombinasa Cre en la planta,
para que ésta reconozca las regiones lox del genoma

plastidial y elimine el fragmento de ADN flanqueado. Las
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regiones lox son secuencias de recombinacién constituidas
por 34 nuclebtidos, se introducen en el vector de
transformacion flanqueando al GMS. La recombinasa Cre
(cyclization recombination) derivada del bacteri6fago P1

reconoce secuencias de forma tinica y especifica.

Algunos de los sistemas de recombinacion més empleados
son el Cre/lox del bacteriofago P1, FLP/frt de
Saccharomyces cerevisiae y R/RS de Zygosaccharomyces
rouxli; derivados de la familia de las tirosin-recombinasas,
poseen un residuo catalitico de tirosina para actuar sobre
el ADN blanco durante la recombinacién (Gidoni et al.
2008; Wang et al. 2011). Culminada la reaccion, un sitio
permanece en el genoma y puede ser empleado para

recombinacion integrativa de otros segmentos de ADN.

Sistema Cre/lox

La recombinasa Cre reconoce secuencias denominadas
como regiones loxP, y elimina el fragmento de ADN que se

encuentra flanqueado por éstas dos regiones.

Las regiones lox son los llamados loci de recombinacion,
estan constituidos por 34 pares de bases divididos en 13 pb
de forma palindromica, y separadas por un conector
asimétrico de 8 pares de bases. La secuencia de nucleotidos

que forman esta region es la siguiente:
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ATAACTTCGTATA ATGTATGC  TATACGAAGTTAT
TATTGAAGCATAT TACATACG  ATATGCTTCAATA

Estas secuencias son reconocidas por la recombinasa Cre; en
el sistema Cre/loxP favorecen el intercambio de moléculas de
ADN que participan en la recombinaciéon intra o inter
especifica (Sauer 1987). Dependiendo de la localizacién y
orientacion de los sitios, la recombinasa invierte, inserta,
suprime o intercambia fragmentos de ADN en organismos
tanto procariontes como eucariontes (Figura 5.4) (Kilby et al.

1993; Ow 2002).

) |

5 ATAACTTCGTATAATGTATGCTATACGAAGTTATY
3 TATTGAAGCATATTACATACGATATGCTTCAATASS’
B C D

b
a b C a b c
m———_—— 0,

5 . : d 5 —p
(s — N e —— t
<§) a I I C
b

Figura 5.4. Recombinaciéon mediada por la enzima Cre (A): representacion
esquematica del sitio de recombinacion lox. Las repeticiones invertidas de
13 bp estan marcadas por flechas horizontales. Los puntos de la region
espaciadora en los cuales Cre corta los sitios lox estin denotados por

pequenas flechas verticales. La recombinasa Cre media la recombinacién
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intra e intermolecular conduciendo a eventos de eliminacién (B), inversion
(O) o integracion (D).
Fuente: Kopertekh y Schiemann (2012)

Transformacion genética intra (intragénesis) e

inter (cisgénesis) especies

La atencion de dudas e inquietudes acerca de los cultivos
transgénicos también forman parte del propoésito del
investigador, asi como el aseguramiento de la produccion
eficiente de nuevas variedades; por lo cual se han
desarrollado técnicas alternativas de transformacion
genética vegetal, siendo éstas la transformaciéon genética
inter especies (cisgénesis) e intra especies (intragénesis). Los
términos se basan en el uso exclusivo de material genético
proveniente de especies sexualmente compatibles con la
planta receptora; el acervo o pool genético disponible es el
mismo que para el mejoramiento convencional (Holme et al.

2013).

La transformacién genética intra especies es un término
desarrollado para encargarse de la preocupacion publica
acerca de la combinacibn de materiales genéticos
provenientes de especies no compatibles sexualmente,
basandose en el respeto de las barreras de compatibilidad
genética natural; es decir, ingenieria genética utilizando

solo el propio material genético de una especie o uno
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proveniente de plantas cercanamente relacionadas con las

cuales se puede cruzar (Holme et al. 2013).

La definicion de transformacion genética intra especies fue
introducida por Rommens (2004), permitiendo el diseno
de elementos genéticos especificos combinados a partir de
plantas que comparten un mismo acervo genético y son
sexualmente compatibles con la especie blanco. Las
regiones codificantes de un gen pueden combinarse con
secuencias promotoras y terminadoras de un gen distinto;
incluso se menciona la manufactura de paquetes de
silenciamiento mediante la combinacién de diferentes
elementos genéticos de compatibilidad sexual (Holme et
al. 2013). En intragénesis es necesario utilizar alternativas
como genes de resistencia a herbicidas obtenidos por
mutacion del genoma de la misma planta (Thilmony et al.

2010) o genes de pigmentacion (Kim et al. 2010).

Intragenes son genes hibridos, los cuales pueden tener
elementos genéticos de distintos genes y loci (Rommens et
al. 2007). Como resultado, la expresion de un gen en
particular puede ser modificada con el uso de regiones
promotoras y terminadoras diferentes. La intragénesis
permite la construccion de nuevas combinaciones
genéticas, introduciendo variabilidad para la expresion

génica, la creacion de patrones novedosos de expresion y
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consecuentemente el lanzamiento de nuevos organismos

genéticamente modificados con propiedades innovadoras.

Los ADNs derivados de planta (ADNs-P) receptora, para
diferenciarlo de los ADNs-T ensamblados con secuencias
provenientes de diversos origenes, son secuencias que
pertenecen al grupo de compatibilidad sexual de una
especie; en intragénesis se transfiere al organismo
hospedero tinicamente secuencias de ADN-P, y se permite
la construccion de nuevas combinaciones genéticas
(Rommens et al. 2007); es necesario desarrollar vectores
de ADN-P especificos para el cultivo a mejorar (Tovar

2011).

Existen vectores binarios especificos para trasformacion
genética intra especies; vectores para papa (Rommens et
al. 2006), tomate, canola (Rommens 2007), manzana
(Viswanath y Strauss 2010), arroz (Thilmony et al. 2010),
alfalfa (Weeks et al. 2008), Arabidopsis thaliana (Conner

et al. 2007), otros.

En contraste, mediante cisgénesis se obtiene una copia
idéntica de un gen proveniente de un acervo genético
sexualmente compatible a la especie receptora, incluyendo
promotor, intrones y terminador (Figura 5.5) (Holme et al.
2013; Schouten et al. 2006a). El término planta cisgénica

se introdujo hace poco y se refiere a plantas cultivadas que
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han sido modificadas genéticamente con uno o méas genes
(conteniendo intrones y regiones flanqueantes tales como
promotor nativo y regiéon terminadora en una orientacion
con sentido) aislados de una planta donadora con la que se
puede cruzar (Schouten et al. 2006b); esto implica que un
cultivo cisgénico modificado genéticamente contiene genes
que mantienen su composicién genética natural. Distinto
al mejoramiento tradicional, los cultivos cisgénicos
contienen exclusivamente el gen o genes de interés y no

elementos genéticos indeseados (Espinoza et al. 2013).

Genes del pool sexualmente Cisgen (b)
compatible (a)

Constructo de exoresion

Promotor Secuencia codificante
(Gen 1) (Gen 1)
Borde ' "
ADN-T Exon Intrén

Intragenes (c)

Constructo de expresion

Promotor Secuencia codificante
(Gen 2) (Gen 1)

Borde

ADN-P

Constructo de silenciamiento

Promotor Secuencia codificante
(Gen 2) (Gen 1)

Borde '

ADN-P Espaciador (Gen 4)

Figura 5.5. Ilustraci6n de constructos de cisgenes e intragenes segiin lo
definido por Schouten et. al. (2006a) y Rommens (2004),
respectivamente.

Fuente: Holme et al. (2013)
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Consideraciones acerca de la transformacion

genética

La transformaciéon genética permite la introduccién de
caracteristicas novedosas, asi como el estudio de la
regulacion de expresion génica en plantas. La
disponibilidad de una metodologia eficiente para la
transferencia de genes exdgenos intra especies al genoma
de plantas ofrece un excelente sistema modelo para la
investigaciéon de su fisiologia in vitro y otros aspectos

relacionados a la biologia.

Cabe mencionar estudios relacionados en los cuales se utiliza
Solanum melongena como planta modelo para la
incorporacion y expresion de genes reporteros (Hanyu et al.
1999), Solanum quitoense para el andlisis de genes de
seleccion (Mantilla 2008) y Solanum lycopersicum para la
evaluacion de la disponibilidad de recursos genéticos y el
desarrollo de eficientes mecanismos para llevar a cabo la

transformacion genética (Gupta y Van Eck 2016), y otros.
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BIOINFORMATICA EN EL MEJORAMIENTO
GENETICO DE PLANTAS

La bioinformatica consiste en la aplicacién de técnicas
computacionales que permiten investigar
sistematicamente procesos moleculares complejos (Durbin
et al. 1998); se utiliza en la agricultura, pues las bases de
datos genomicos de plantas y el anilisis de expresion
génica representan una disciplina en transicion y un papel
muy importante para el desarrollo de nuevos cultivares,
maés productivos y mas resistentes a enfermedades, debido
a que las nuevas tecnologias de secuenciacion tienen el
potencial para descubrir genes novedosos y sus funciones
(Bryan y Hein 2008; Meneses et al. 2011). Es un conjunto
de herramientas que aprovecha el desarrollo de la
computaciébn y las matematicas, y permite la
administracién, analisis y comprension de datos para

resolver preguntas biolégicas (Zarate 2008).

Generalidades acerca de la bioinformatica

La bioinformatica surge como asignatura auxiliar de la
genOmica y otras x-Omicas, que necesitan del procesamiento
de enormes cantidades de datos generados con los avances
en biologia molecular y equipamiento disponible, tales como

secuenciacion sistematica, protedmica, matrices de
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expresion, prospeccion de genes, metabolémica, otros. Asi, la
informatica se integra con la biologia para el manejo, estudio
y proceso de datos en crecimiento exponencial, que permiten
un alto nivel de organizacion (Attwood y Parry-Smith 2002).
Las secuencias nucleotidicas son componentes mayoritarios
de la informacion almacenada en repositorios
bioinformaticos; incluye aspectos de gran complejidad
biologica como la simulacién de sistemas celulares y redes de

interaccion molecular.

Bioinformatica, biologia computacional y

biocomputacion

Es necesario distinguir tres acepciones que involucran a la

biologia y la informatica (Meneses et al. 2011):

Bioinformatica o biologia molecular

computacional

Abarca la investigacion y desarrollo de infraestructura y
sistemas de informacién y comunicaciones que requiere la
biologia molecular y la genética (redes y bases de datos

genoémicos, microarreglos, otros).
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Biologia computacional

Ciencia de la computaciéon aplicada al entendimiento de
cuestiones biologicas basicas, no necesariamente a nivel
molecular, mediante modelizacion y simulacién
(ecosistemas, modelos fisiologicos, redes de neuronas

artificiales, algoritmos genéticos, otros).

Biocomputacion

Contempla el desarrollo y wutilizacion de sistemas
computacionales basados en modelos y materiales
biologicos (biochips, biosensores, computacién basada en
ADN, otros).

Aplicacion de técnicas computacionales

La evolucion computacional y la capacidad de
almacenamiento son importantes, posibilitan el
entendimiento de wuna cantidad de informacion
determinada. Existen algoritmos que comparan
secuencias, basados en la teoria de probabilidades; tales
comparaciones se usan para la determinacion de funciones
génicas, desarrollo de relaciones filogenéticas y simulacién

de modelos proteicos (Attwood y Parry-Smith 2002).
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El desarrollo tecnolégico de software y
telecomunicaciones permite un avance significativo en
cuanto a técnicas para procesamiento y analisis de datos se
refiere, y benefician al estudio cientifico, permitiendo
conocer acertadamente las estructuras de los organismos
vivos (Meneses et al. 2011). A continuacidén, se revisa
algunos aspectos técnico-computacionales para el analisis

de secuencias de ADN.

Conceptos GO

El proyecto GO (gene ontology) abarca una de las
caracterizaciones mas potente de genes; usa vocabulario
estructurado en ontologias para describir productos
génicos en términos de procesos biologicos, componentes
celulares y funciones moleculares (Consorcio 2000). Los
términos GO estan organizados como redes jerarquicas,
donde cada nivel corresponde a una definicion (o término)
de distinta especificidad; a mayor nivel de término, la
informaciéon es mas general que la del término de nivel
inferior; permiten automatizar la basqueda de funciones

génicas en bases de datos (QuickGo).
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Formato FASTA

Es el texto para representar secuencias de nucleo6tidos y
péptidos, representados por una sola letra; posee simbolos
para indicar un hueco (gap) o parada en la traduccion o
que no se sabe el nucle6tido o aminoécido; existe una linea
que tiene en la primera posiciéon el simbolo > al que sigue
una descripcion de la secuencia y en la siguiente linea
empieza la secuencia de bases o aminoacidos. Se
recomienda no tener mas de 80 columnas, no obstante, se

puede tener todas las filas requeridas (Ayala 2017).

Secuencias de ADN

El anélisis de secuencias de ADN busca similitudes
funcionales y estructurales y las diferencias entre
multiples secuencias biolégicas, comparando secuencias
nuevas (desconocidas) con secuencias anotadas
(conocidas). El andlisis incluye alineacion de secuencias,
busqueda en bases de datos, descubrimiento de patrones,
reconstruccion de relaciones evolutivas, y formacion y
comparacion de genomas. La comparacion se realiza
mediante comportamientos bioquimicos o de acuerdo a
estructuras proteicas; si dos secuencias de diferentes
organismos son similares, se dice que son secuencias
homologas. El fundamento de este tipo de comparacion es

la alineacion de secuencias, se comparan mediante la
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bisqueda de patrones de caracteres comunes y el
establecimiento de residuos de correspondencia entre
secuencias relacionadas. El alineamiento de pares de
secuencias es primordial en la bisqueda de similitudes
dentro de bases de datos y el alineamiento de secuencias

miltiples (Xion 2005).

Bases de datos o repositorios

Los repositorios de mayor uso bioinforméatico son el
Centro Nacional para la Informacion Biotecnologica
(NCBI, National Center of Biotechnology Information) en
los Estados Unidos, Laboratorio Europeo de Biologia
Molecular (EMBL, European Molecular Biology
Laboratory) en Europa, Enciclopedia de Genes y Genomas
de Kioto (KEGG, Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes) en Japon (Ayala 2017), Red Europea de
Biologia Molecular (EMBnet) en Colombia, otros. A
continuaciéon se mencionan algunas bases de datos
disponibles en internet, con funcionalidades interesantes
para ser aplicadas en estudios biomoleculares

computacionales.
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NCBI

Establecido en 1988, es un repositorio de informacién
sobre biologia molecular; crea bases de datos publicas,
conduce investigacion en biologia computacional, y
desarrolla herramientas software para analisis de datos
genomicos (Figura 6.1) (UACh).

S NCBI  Resources @ HowTo ®

Gene [Gene ~|[TV1 solanum
Create RSS  Save search  Advanced

Full Report + Sendto:+
© Seealso 1 or replaced items
Al beta-fructosidase [ Solanum lycopersicum (tomato) |

Gene ID: 543992, updated on 21-Nov-2019

~ Summary R

Gene symbol Al
Gene description beta-fructosidase

Gene type protein coding
RefSeq status VALIDATED

Organism Solanum lycopersicum

Lineage Eukaryota; Viri Embryophyta; T
Gunneridae; Pentapetalae; asterids; lamiids; Solanales; Solanaceae; Solanoideae; Solaneae; Solanum; Lycopersicon
Also known as  TAI; TIV1; Aiv-1

~ Genomic context All?

Location:  chromosome: 3 See Al in Genome Data Viewer

Exon count: 7

Annotation release Status Assembly Chr | Location

103 current SL3.0 (GCF_000188115 4) 3 NC_015440.3 (55279198..55283385, complement)
102 previous assembly SL2.50 (GCF_000188115 3) 3 NC_015440.2 (53851118.53855304, complement)
100 previous assembly SL2.40 (GCF_000188115.1) 3 NC_015440.1 (47397618..47401823, complement)

Figura 6.1. Plataforma web de la base de datos NCBI. Busqueda del
gen TIV1 en Solanum.
Nota: NCBI, 2019

UniProt/SWISS-PROT

UniProt es un repositorio central de datos cuya mision es

aportar a la comunidad cientifica con un recurso
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comprensible, de alta calidad y de libre acceso de
secuencias e informacion funcional de proteinas. SWISS-
PROT es una base de datos de secuencias anotadas de
proteinas, creada en 1987 en el Departamento de
Bioquimica de la Universidad de Ginebra en colaboracion
con el Laboratorio Europeo de Biologia Molecular
(EMBL). Se distingue debido a tres criterios: anotaciones,
minima redundancia e integraciéon con otras bases de
datos (Figura 6.2). Pueden distinguirse dos clases de
datos, los datos core y las anotaciones. Para cada entrada,
los datos core consisten en los datos de secuencia, la
informacio6n citada y los datos taxon6micos; mientras que
la anotacién consiste en la descripcion de la funcionalidad
de las proteinas, modificaciones postranscipcionales,
dominancia y sitios de dominancia, estructuras
secundarias, similitud con otras proteinas, etc. (Bairoch y
Apweiler 2000). Algunas bases de datos contienen para
una proteina dada, entradas separadas que corresponden a
diferentes reportes, mientras que SWISS-PROT trata en lo
posible de fusionar todos esos datos con un minimo de
redundancia. También proporciona a los usuarios un
grado de integracién y enlace a colecciones de datos
especializadas mediante referencias en forma de puntos de
informaciéon con enlaces a Data Bank Reference, EMBL,

otros.
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tiv1 solanum Adianceaw Q. Search ‘

Help Contact

BLAST Align Retrieve/ID mapping Peptide search

UniProtKB results
Filter by* . Download £ coumns > 1tolof1 Show
YN i e [ TR et e G
Swiss-Prot O P29000 INVASOLC  f  Acid beta- TIVIAV-1  Solanum lycopersicum (Tomato) (Lycopersicon 636

“ fructofuranosidase esculentum)
Popular organisms
UniProtKB - P29000 (INVA_SOLLC)
Display N BLAST BIFormat @ Addto basket @ History DiHelp video  [# Add a publication € Feedback
Protein | Acid beta-fructofuranosidase
publications Gene TIVL
Feature viewer Organism | Soanum icum (Tomato) )

Feature table Status [ ™ Reviewed - Annotation score: @8®®0 - Experimental evidence at transcript levelt

X Function:

CE—
Catalytic activity*
O
« Hydrolysis of terminal 9 residues in # PROSITE-ProRule annotation +  EC:3.2.1.26
C—

Pathway': sucrose metabolism

Figura 6.2. Plataforma web de la base de datos UniProt/SWISS-PROT.
Busqueda del gen TIV1 en Solanum.
Nota: UniProt/SWISS-PROT, 2020

KEGG

Fue iniciada en mayo de 1995 bajo el Programa Genoma
Humano del Ministerio de Educacion, Ciencia, Deporte y
Cultura en Japén. Todos los datos y herramientas de
software asociados se encuentran disponibles como parte
del servicio Japanese GenomeNet. Consiste en tres formas
de datos: PATHWAY para representar alto orden en
términos de funcionalidad de las interacciones
moleculares; GENES para la coleccion de -catéalogos
génicos para genomas completos y parciales (Figura 6.3); y
LIGAND para la coleccion de compuestos quimicos en la
célula, moléculas y reacciones enzimaticas (Kanehisa y

Susumu 2000).

233



K[cc Solanum lycopersicum (tomato): 543992 S

Entry 543992 CDS T026865
Gene name |AI

Definition|(RefSeq) acid beta-fructofuranosidase precursor
KO K©1193 beta-fructofuranosidase [EC:3.2.1.26]

Organism sly Solanum lycopersicum (tomato)

Pathway s1lyeees52 Galactose metabolism

slyeesee Starch and sucrose metabolism
slyellee Metabolic pathways

slyel11le Biosynthesis of secondary metabolites

AA seq 636 aa _ AAseq 7" Vprigisgarrt;h ]
MATQCYDPENSASRYTLLPDQPDSGHRKSLKIISGIFLSVFLLLSVAFFPILNNQSPDLQ
IDSRSPAPPSRGVSQGVSDKTFRDVAGASHVSYAWSNAMLSHQRTAYHFQPQKNIWMNDPN
GPLYHKGWYHLFYQYNPDSAIWGNITWGHAVSKDLIHWLYLPFAMVPDQWYDINGVWTGS
ATILPDGQIMMLYTGDTDDYVQVQNLAYPANLSDPLLLDWVKFKGNPVLVPPPGIGVKDF
RDPTTAWTGPQNGQWLLTIGSKIGKTGVALVYETSNFTSFKLLDGVLHAVPGTGMWECVD
FYPVSTKKTNGLDTSYNGPGVKHVLKASLDDNKQDHYAIGTYDLGKNKWTPDNPELDCGI
GLRLDYGKYYASKTFYDPKKERRVLWGHIGETDSESADLQKGIWASVQSIPRTVLYDKKTG
THLLQWPVEEIESLRVGDPTVKQVDLQPGSIELLRVDSAAELDIEASFEVDKVALQGIIE
ADHVGFSCSTSGGAASRGILGPFGVIVIADQTLSELTPVYFYISKGADGRAETHFCADQT
RSSEAPGVGKQVYGSSVPVLDGEKHSMRLLVDHSIVESFAQGGRTVITSRIYPTKAVNGA
ARLFVFNNATGASVTASVKIWSLESANIQSFPLQDL

NT seq 1911 nt NT seq

atggccactcagtgttatgaccccgaaaactccgecctctcgttacacattactcccggat
caacccgattccggccaccggaagtcccttaaaatcatctccggeattttectctecgtt
ttccttttgctttctgtagoecttctttccgatcctcaacaaccagtcaccggacttgeaa
atcgactcccgttcgccggegecgeccgtcaagaggtgtttctcagggagtctccgataaa
acttttcgagatgtagccggtgctagtcacgtttcttatgegtggtccaatgctatgett
agctggcaaagaacggcttaccattttcaacctcaaaaaaattggatgaacgatcctaat
ggaccattgtatcacaagggatggtaccaccttttttatcaatacaatccagattcagct
atttggggaaatatcacatggggccatgctgtatccaaggacttgatccactggctctac
ttgccttttgccatggttcctgatcaatggtatgatattaacggtgtctggacagggtcc
gctaccatcctacccgatggtcagatcatgatgctttataccggtgacactgatgattat
gtgcaagtgcaaaatcttgcgtaccccgccaacttatctgatcctctecttctagactgg
gtcaagttcaaaggcaacccggttctggttcctccacccggcattggtgtcaaggacttt
agagacccgactactgcttggaccggaccacaaaatgggcaatggctgttaacaatcggg
tctaagattggtaaaacgggtgttgcacttgtttatgaaacttccaacttcacaagcttt
aagctattggatggagtgctgcatgcggttccgggtacgggtatgtgggagtgtgtggac
ttttacccggtatctactaaaaaaacaaacgggttggacacatcatataacgggccggsgt
gtaaagcatgtgttaaaagcaagtttagatgacaataagcaagatcattatgctattggt
acgtatgacttgggaaagaacaaatggacacccgataacccggaattggattgtggaatt
gggttgagactagactatgggaaatattatgcatcaaagactttttatgacccgaagaaa
gaacgaagagtactgtggggatggattggggaaactgacagtgaatctgctgacctgecag
aagggatgggcatctgtacagagtattccaaggacagtgctttacgacaagaagacaggg
acacatctacttcagtggccagtggaagaaattgaaagcttaagagtgggtgatcctact
gttaagcaagtcgatcttcaaccaggctcaattgagctactccgtgttgactcagctgeca
gagttggatatagaagcctcatttgaagtggacaaagtcgcgcttcagggaataattgaa
gcagatcatgtaggtttcagttgctctactagtggaggtgctgctagcagaggecattttg
ggaccatttggtgtcatagtaattgctgatcaaacgctatctgagctaacgccagtttac
ttttacatttctaaaggagctgatggtcgtgcagagactcacttctgtgctgatcaaact
agatcctctgaggctccgggagttggtaaacaagtttatggtagttcagtacctgtgttg
gacggtgaaaaacattcaatgagattattggtggatcactcaattgtggagagctttget
caaggaggaagaacagtcataacatcgcgaatttacccaacaaaggcagtaaatggagca
gcacgactctttgttttcaacaatgccacaggggctagegttactgectccgtcaagatt
tggtcacttgagtcagctaatattcaatccttccctttgcaagacttgtaa

Figura 6.3. Plataforma web de la base de datos KEGG. Btsqueda del
gen TIV1. Se muestra las secuencias en aminoicidos y nucleé6tidos
correspondientes al gen.

Nota: KEGG, 2019
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Homologia de secuencias en internet

La busqueda de genes o secuencias homologas en bases de
datos forma parte de la actividad de investigacion y
asistencial en laboratorios de genética molecular (Oliva

2004).
Supuesto de partida

Investigacion para caracterizar genes de la region x del
cromosoma 3 de tomate, asociada a la acumulaciéon de
sacarosa en frutos de diversas plantas; la secuencia
codificante (CDS, coding sequence) para el gen TIV1 se

muestra a continuaciéon en formato FASTA:

>sp|P29000|INVA_SOLLC Acid beta-fructofuranosidase
0OS=Solanum lycopersicum OX=4081 GN=TIV1 PE=2 SV=1
MATQCYDPENSASRYTLLPDQPDSGHRKSLKIISGIFLSVFLL
LSVAFFPILNNQSPDLQ
IDSRSPAPPSRGVSQGVSDKTFRDVAGASHVSYAWSNAMLS
WQRTAYHFQPQKNWMNDPN
GPLYHKGWYHLFYQYNPDSAIWGNITWGHAVSKDLIHWLY
LPFAMVPDQWYDINGVWTGS
ATILPDGQIMMLYTGDTDDYVQVQNLAYPANLSDPLLLDW
VKFKGNPVLVPPPGIGVKDF
RDPTTAWTGPQNGQWLLTIGSKIGKTGVALVYETSNFTSFK
LLDGVLHAVPGTGMWECVD
FYPVSTKKTNGLDTSYNGPGVKHVLKASLDDNKQDHYAIGT
YDLGKNKWTPDNPELDCGI
GLRLDYGKYYASKTFYDPKKERRVLWGWIGETDSESADLQK
GWASVQSIPRTVLYDKKTG
THLLQWPVEEIESLRVGDPTVKQVDLQPGSIELLRVDSAAEL
DIEASFEVDKVALQGIIE
ADHVGFSCSTSGGAASRGILGPFGVIVIADQTLSELTPVYFYIS
KGADGRAETHFCADQT
RSSEAPGVGKQVYGSSVPVLDGEKHSMRLLVDHSIVESFAQ
GGRTVITSRIYPTKAVNGA
ARLFVFNNATGASVTASVKIWSLESANIQSFPLQDL
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Determinacion

Para determinar si la secuencia codificante de interés se
parece a alguna secuencia transcripta se compara con una
base de datos mediante el programa BLAST. Con la
secuencia codificante en pantalla se selecciona con el
cursor y se copia. Después es preciso poner el cursor en la
ventana BLAST, pegar y computar. Se abrird una nueva
pantalla con los alineamientos, un listado de cédigos y
nombres de clones; a la derecha aparece el valor-E, que es

la probabilidad de deteccidn al azar (Figura 6.4).

ERNT 2
Entry Protein names e O O |
]

[3 s 0%
20500 M Acid beta- i (Solanum icum) 100:0%
AODA3Q7FNFO b x 98.1%
Uncharacterized protein (Solanum lycopersicum)
E1AXT4 = 95.8%
Vacuolar invertase (Solanum tuberosum)
AOA2G3CVS6 87.9%

Acid beta-fructofuranosidase (Capsicum chinense) .

Alighments

& Download # Columns <1 t0 2507500 B Show [25

I e S TN

[0 Query: sp|P29000|INVA_SOLLC B20200416DA437993067D6F64326ESE763500BDED 10DODEV

[0 INVA_SOLLC - Acid beta-fructofuranosidase - Solanum lycopers... - View alignment %
E-value: 0.0 %

Score: 3,404

[0 AOA3Q7FNFO_SOLLC - Uncharacterized protein - Solanum lycopers... - View alignment
E-value: 0.0

Score: 3,381

R —

[0 EIAXT4_SOLTU - Vacuolar invertase - Solanum tuberosu... - View alignment

Ervalue: 0.0
Score: 3,270,

Figura 6.4. Alineamiento para el gen TIV1, listado de codigos,
nombres de clones y valor-E.
Nota: UniProt/SWISS-PROT, 2020



El valor-E equivale a la probabilidad de que la homologia
obtenida entre la secuencia de interés y la del banco de
datos sea debida al azar. Mientras mas cercano sea el

valor-E = 0 menos probabilidad hay de que la homologia

Buasqueda de homologia

sea debida al azar (Oliva 2004) (Figura 6.5).

E1AXT4

E-value: 0.0
Score: 3270

Ident.:

95.8%

Positives : 97.2%
Query Length: 636
Match Length: 639

29000

P29000

E1AXT4

P29000

E1AXT4

P29000

E1RXT4

Figura 6.5. Homologia en las secuencias codificantes del gen TIV1 de

tomate y papa.

INVA_SOLLC
E1AXT4_SOLTU
INVA_SOLLC

E1AXT4_SOLTU

) INVA_SOLLC

E1RXT4_SOLTU

0 INVA_SOLLC

E1AXT4_SOLTU
INVA_SOLLC

E1AXT4_SOLTU

) INVA_SOLLC

T4 E1AXT4_SOLTU

INVA_SOLLC
E1AXT4_SOLIU
INVA_SOLLC
E1RXT4_SOLTU
INVA_SOLLC
E1AXT4_SOLTU
INVA_SOLLC
E1AXT4_SOLTU
INVA_SOLLC

E1AXT4_SOLTU

598

601

E1AXT4_SOLTU - Vacuolar invertase Solanum tuberosum (Potato)

MATQ---CYDPENSASRYTLLPDQPDSGHRKSLKIISGIFLSVFLLLSVAFFPILNNQSP
MATQ YD ENSAS YT LPDQPDSGHRKSLKIISGIFLS FLLLSVAFFPILNNQSP
MATQYHSSYDLENSASHYTFLPDQPDSGHRKSLKIISGIFLSSFLLLSVAFFPILNNQSP

DLQIDSRSPAPPSRGVSQGVSDKT FRDVAGASHVS YAWSNAMLSWQRTAYHFQPQKNWMN
DLQ +SRSPAPPSRGVSQGVSDKTFRDV ASHVSYAWSNAMLSWQRTAYHFQPQKNWMN
DL( QGVSDKT FRDVVNASHVSYAWSNAMLSWQRTAYHFQPQKNIMN

DENGPLYHKGWYHLEYQYNPDSAIWGNI TWGHAVSKDLIEWLYLPFAMVEDQRYDINGVIW
DPNGPLYHKGWYHLFYQYNPDSAIWGNITWGHAVSKDLIHWLYLPFAMVPDOWYDINGVW
DPNGPLYHKGWYHLFYQYNPDSAINGNITWGHAVSKDLIHWLYLPFAMVPDQWYDINGVW

TGSATILPDGRIMMLYTGDTDDYVQVONLAY PANLSDPLLLDWVKFKGNFVLVPPPGIGV
TGSATILPDGQIMMLYTGDTDDYVQVONLAYP NLSDPLLLDWVK+KGNPVLVPPPGIGV
TGSATILPDGRIMMLYTIGDTDDYVQVONLAYPTINLSDPLLLDWVKYKGNPVLVPPPGIGV

KDFRDPTTAWIGPONGQWLLI IGSKIGKIGVALVYETSNFISFKLLDGVLHAVPGIGMWE
KDFRDPTTAWIGPQNGQWLLT IGSKIGKIG+ALVYETSNFISFKLLD VLHAVPGIGMWE
KDFRDPTTAWIGPONGOWLLTIGSKIGKIGIALVYETSNFISFKLLDEVLHAVPGIGMNE

CVDFYPVSTKKINGLDISY KASLDDNKQDHYAIGT YDLGKNKWIPDNFELD
CVDFYPVST+KINGLDISYNGPGVKHVLKASLDDNKQDHYAIGTYDL KNKWIPDNPELD
CVDFYPVSTEKINGLDISY LKASLDDNKQDHYAIGT YDLTKNKWI PDNPELD

CGIGLRLDYGKYYASKTFYDPKKERRVLWGWIGETDSESADLQKGWASVQSIPRIVLYDK
CGIGL+LDYGKYYASKTFYDPKK+RRVLNGWIGETDSESADLQKGWASVQSIPRTVLYDK
CGIGLKLDYGKYYASKTFYDPKXQRRVLWGWIGETDSESADLQKGWASVQSIPRIVLYDX

KIGTHLLQWPVEEIESLRVGDPTVKQVDLQPGSIELLRVDSARELDIEASFEVDKVALQG
KIGTHLLQWPVEEIESLR GDP VKQV+LQPGSIELL VDSAAELDIEASFEVDKVALQG
KIGTHLLQWPVEEIESLRAGDPIVKQVNLQPGSIELLHVDSAAELDIEASFEVDKVALQG

IIEADHVGFSCST SRGILGPFGVIVIADQTLSELTPVYFYISKGADGRAETHFCA
IIEADHVGFSCSTSGGAASRGILGPFGV+VIADQILSELTPVYFYISKGADGRAETHFCA
IIEADHVGFSCSTSGGAASRGILGPF TADQTLSELTPVYFYISKGADGRAETHFCA

DQTRSSEAPGVGKQVYGSSVPVLDGEKHSMRLLVDHSIVESFAQGGRIVITSRIYPTKAV
DQTRSSEAPGV KQVYGSSVPVLDGEKHSMRLLVDHSIVESFAQGGRIVITSRIYPTKAV
DQTRSSEAPGVAKQVYGSSVEVLDGEKHSMRLLVDHSIVESFAQGGRIVITSRIYPTKA

NGARRLFVENNATGASVTASVKINSLESANIQSFPLQDL
NGARRLFVENNATG+SVIASVKINSLESANIQSFPLQDL
NGARRLFVENNATGSSVIASVKIWSLESANIQSFPLQDL

Nota: UniProt/SWISS-PROT, 2020
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Consideraciones acerca de la bioinformatica

La bioinformatica atrae la conjugacion de disciplinas como
informatica, matematicas, estadistica, quimica y ciencias
biologicas no tradicionales; la aplicacion de estas
disciplinas con técnicas computacionales, es un beneficio
para la creacion de proyectos dedicados al descubrimiento
y desarrollo de farmacos, analisis de genomas, control
biologico, entre otros. Esto implica el uso de tecnologias
informaticas y métodos estadisticos para manejar y
analizar un gran volumen de datos biologicos respecto a
ADN, ARN, secuencias, estructuras e interacciones

proteicas.
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