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tropical y subtropical para las matrices de datos “a”, “ab” y “abc”, 
utilizando el coeficiente de similaridad 5 y la funcién de supresién pairwise. ..77 
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RESUMEN 

En el presente trabajo de investigacion se exploraron las aplicaciones de los microsatélites (0 secuencias 

simples de repeticién) en el estudio de la genética molecular aplicada del maiz tropical (Zea mays, L.) y del 

teocintle (Zea luxurtans, L.): la cartografia cromosémica y el analisis de la diversidad genética. 

El estudio cartografico requirié del escrutinio de polimorfismos (circa 86%) con 42 iniciadores 

microsatélites en un panel de 13 cultivares de maiz, previamente utilizados en proyectos cartograficos con 

marcadores RFLF en el Laboratorio de Genética Molecular Aplicada del CIMMYT, INT. Las poblaciones F, 

(P42xP48, P42xCML247 y Ki3xCML139) y RIL (CML131xCML67) seleccionadas se analizaron por muestreo 

relativo (5-12% del total de las progenies), revelando segregaci6n codominante mendeliana. Las pruebas de 

7° demostraron que sdélo 9 loci se desviaron de manera significativa de los cocientes de segregacién 

mendeliana: 7 loc: en las poblaciones F, y 2 en la poblacién RIL.. 

La construccion de los mapas de ligamiento genético se realiz6 sobre una infraestructura con 

marcadores RFLP mediante la funcién de recombinacién de Haldane, con valores cartograficos de LOD2 

3.0 y 6 (theta) 0.4. En suma, se ubicaron 31 loci microsatélites en los diferentes mapas de ligamiento, 

El anélisis de la diversidad genética requirié del estudio de 12 accesiones del complejo racial 

Tuxpefio y 2 teocintles, asi como de 3 lineas control (dos de la “Faja Maicera”, y una linea de maiz tropical); 

todos analizados con 14 microsatélites. Primordialmente, fueron razones de orden germoplésmico las que 

se elucidaron en Ia formacién de conglomerados, con referencia en estudios producidos a partir de 

determinaciones morfoagronémicas (Taba et al. 1994). Las matrices de datos generadas se analizaron con 

coeficientes de similaridades s5 (coeficiente de Anderberg) y supresiones pairwise. Al ser representadas por 

clasificaciones jerarquicas aglomerativas, se definieron en cuatro grupos para el orden de alelos de mayor 

intensidad y seis para los 6rdenes de mediana y baja resoluci6n. Los valores que explicaron los primeros 

cuatro componentes en cuanto a la varianza total fueron disimbolos. En general, los resultados del andlisis 

de componentes principales fueron congruentes con aquellos de los conglomerados. 

SUMMARY 

Chromosome mapping and genetic diversity analyses were performed utilising microsatellites on tropical 

maize (Zea mays, L.) and teosinte (Zea luxurians, L.). Mapping required polymorphisms screening on a 13 

maize cultivars panel, previously studied in RFLP mapping projects conducted at the Applied Molecular 

Genetics Laboratory, sited at CIMMYT, INT. F, (P42xP48, P42xCML247 and Ki3xCML139) and RIL 

(CML131xCML67) populations were analysed by relative sampling (-12% from the total progenies), 

revealing mendelian codominant segregation. x? tests showed significant deviation from mendelian 

segregation ratios for 9 loci: 7 in F, and 2 on the RIL. 
Genetic linkage maps were built onto a RFLP marker infrastructure using Haldane recombination 

function, having as mapping values those of LOD2 3.0 and 6 (theta)< 0.4, Location of 31 microsatellite loci in 

the different linkage maps was accomplished. . 
Genetic diversity analyses were based on 12 Tuxpefio racial complex accesions, 2 teosintes, and 3 

control lines (two “Corn Belt”, and a tropical one); all analysed with 14 microsatellites. Essentialy, 

clustering was directed by germoplasmic evidence derived from morphoagronomic data (Taba et al. 1994). 

Data matrixes generated were studied through s5 Anderberg coefficients and pairwise deletions. Four 

groups were defined for the high intensity alleles, whilst six were identified for the medium and low 

intensities. Values which explained the first four components for the total variance were found to be 
deviant. In general, principal component analysis results agreed with those of the clustering ones.



OBJETIVO GLOBAL 

Demostrar la utilidad de la metodologia de los marcadores moleculares microsatélites en dos 

areas importantes de la genética del maiz (Zea mays, L.): la cartografia cromosémica y el andlisis 
de la diversidad genética entre ése y el teocintle (Zea luxurians, L.). 

OBJETIVOS ESPECIFICOS 

* Observar el polimorfismo genético existente en un panel de cultivares progenitores de maiz 
(Zea mays, L.), haciendo uso de los marcadores moleculares microsatélites. 

‘+ Verificar la herencia de los polimorfismos detectados en poblaciones segregantes mediante los 
microsatélites. 

+ Integrar los loci microsatélites identificados en diferentes mapas de ligamiento genético 
preexistentes. 

‘© Explorar el potencial de los microsatélites en el estudio y descripcién de la diversidad genética 
entre determinados cultivares y accesiones de maiz tropical (Zea mays, L.) y el teocintle (Zea 
luxurians, L.). 

JUSTIFICACION 

El presente trabajo de tesis es una investigacion de ciertas aplicaciones de los microsatélites (o 
secuencias simples de repeticién} como marcadores moleculares en el vasto edificio de la genética 
del maiz (Zea mays, L.). Tales metodologias de marcaje permiten analizar, con alta sensibilidad, 
polimorfismos o variaciones en secuencias genémicas especificas, independientemente de las 
interacciones genotipo-ambiente. Son abundantes en el genoma y presentan uniformidad en su 
distribucién. Comprobadamente, registran herencia mendeliana y segregacion de orden 
codominante; son especificos para un locus o sitio cromosémico, siendo posible detectar varios 
alelos por locus. Han significado un gran impacto en dos importantes d4reas de la genética 
molecular aplicada del maiz: la cartografia cromosémica y el andlisis de la diversidad genética. 

Considerado lo anterior, cabe preguntarse si los microsatélites tienen similar utilidad en el 
estudio del maiz tropical como sistema biolégico que con maiz de zonas templadas, en 
particular. Para tal efecto, resulta necesario demostrar la factibilidad de  establecer 
experimentalmente los parametros técnicos que exige reproducir resultados confiables con estos 
marcadores. Consecuentemente, es de interés comprobar la utilidad relativa de la metodologia en 
la incorporacién y complementacién de los datos obtenidos en la infraestructura molecular en 
estudios previos de cartografia cromosémica efectuados con otros marcadores (en este caso, los 
RFLPs); asi como su condicién de auxiliar para el andlisis de la diversidad genética. Finalmente, 
resaltar el estatus de esta investigacién como meramente ilustrativa de las posibilidades de este 
sistema (solo o en conjuncién con otros) para un mejor conocimiento de la genética del maiz. 
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INTRODUCCION 

La historia humana se sustenta en la domesticacién, cultivo, mejoramiento y aprovechamiento de 
especies vegetales. La civilizacién y la agricultura se encuentran indisolublemente relacionados; 

no se concibe una sin la otra. Desde el comienzo del desarrollo de la agricultura (ca. 7000 a.C.) 
(Hayes e Immer 1942; Wellhausen et al. 1951; Welsh 1981; Doebley 1990b; Castillo-Gonzélez 
1994), el hombre se ha entregado a la domesticacién, cuidado, selecci6n y mejoramiento de 

cultivos para conservar o perfeccionar determinados caracteres de las plantas que le son de 
importancia nutricional, ornamental, econdmica o religiosa. 

El fitomejoramiento es una ciencia aplicada cuyos propésitos fundamentales son obtener 

y producir cultivares o hibridos vegetales que brinden productos de alta calidad por unidad de 

area cultivada, caracterizados por su resistencia y/o tolerancia a especies patégenas, capaces de 

soportar estreses abidticos y bidticos; e, implementar sistemas de produccién eficientes en 

funcion de las necesidades particulares del agricultor y del consumidor. 
En esencia, el fitomejoramiento estudia y utiliza una amplia gama de caracteres, ya 

cuantitativos ya cualitativos. Los mecanismos que regulan la herencia de caracteres de generacién 

en generacion pueden explicarse por los principios de la genética mendeliana —principio de 

segregacion independiente, principio de distribucién independiente— (East y Hayes 1911; 

Emerson y East 1913). Sin embargo, restan innumerables interrogantes, entre las que se 

consideran: 
a) la contribucién e incidencia del namero de loci genéticos en la expresién de los caracteres; 

b) la ubicacién cromosémica de tales loci; y, 
¢) el tamafio relativo de la contribucién de cada locus a la expresion de un(os) caracter(es). 

El advenimiento de novedosas técnicas fundamentadas en marcadores moleculares 
supone el estudio indirecto de los sistemas biol6gicos y quimicos que regulan la expresién o 
supresién de caracteres, con objeto de proveer a los cientificos, fitomejoradores y genetistas de 
poderosos métodos para la cartografia y manipulacién individual del locus (0 de los loci) 
asociado(s) con la expresién de tales rasgos o caracteres. El uso efectivo de marcadores genéticos, 
aunado a las practicas tradicionales, permitird logros y avances significativos en las estrategias 
de fitomejoramiento, selecci6n vegetal, genética cuantitativa, asi como en estudios de la 
diversidad genética. 

Las repeticiones de secuencia simple o microsatélites son novedosos marcadores 
moleculares que, por sus caracteristicas per se (alto polimorfismo, herencia, distribucion 
genomica, eficiencia experimental), adquieren importancia creciente por su aplicacién en estudios 
de cartograffa vegetal, andlisis de germoplasma y de diversidad intra e inter poblacional, 
identificacién de cultivares o en el escrutinio de caracteres cuantitativos (Shattuck-Eidens et al. 
1990, Morgante y Olivieri 1993, Rafalski y Tingey 1993, Ribaut et al. 1997).
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1- FITOMEJORAMIENTO Y MARCADORES 
El fitomejoramiento tradicional involucra el cruzamiento repetido de grandes niimeros de 
plantas con caracteristicas deseables (p.e., rendimiento, resistencia a enfermedades y plagas, 
tolerancia a sequia, etc.), confiando que tales caracteristicas puedan ser combinadas de 
manera estable en un solo germoplasma. Emplea rasgos o marcadores fenotipicos, 
morfolégicos o fenologicos para efectuar la seleccién de individuos, lineas 0 cultivares. Sin 
embargo, no existe con frecuencia una relacién clara entre el genotipo y el fenotipo. Tal 
desventaja puede eludirse mediante el uso de marcadores bioquimicos y moleculares, puesto 
que poseen un control genético mendeliano, permiten evaluar la variaci6n genética —en 
funcién de la mutacién, la seleccién o la deriva genética—, y representan una muestra de la 
variacion a nivel del ADN, con lo que se obvia el efecto ambiental. 

1.1 Clases de marcadores existentes 
Un marcador es considerado como un caracter cuyo patrén de herencia puede definirse 

en un nivel morfolégico o fenotipico, bioquimico o molecular. Se le utiliza para obtener, 

aunque de manera indirecta, informacién con respecto de las bases genéticas de otros 

caracteres o rasgos de interés en el organismo sujeto a estudio. Strictu sensu, se asocian 

marcadores con caracteres. 
Las investigaciones iniciales de la herencia de caracteres se condujeron en funcion de 

caracteres morfolégicos (Dudley 1993), los cuales son profundamente afectados por 
fluctuaciones ambientales y por las etapas de desarrollo de la planta, asi como por el vasto 
numero de individuos a analizar (Wang y Tanksley 1989). Asi, surgid la idea de utilizar 
marcadores genéticos para esclarecer la probabilidad de relacién entre un locus! genético y un 
caracter determinado. 

Los primeros sistemas de marcadores (no fenotipicos) disponibles en plantas fueron 
aquellos desarrollados a partir de la electroforesis de polipéptidos: isoenzimas o aloenzimas, y 
proteinas de reserva de semilla (Crawford 1990; Voet y Voet 1990). El término isoenzima 
comprende una multiplicidad de enzimas con actividad catalitica similar (en una sola 
especie), pero con diferentes formas moleculares (Markert y Moller 1959). Este tipo de enzimas 
difieren en su estructura quimica y, en consecuencia, en algunas de sus propiedades, pues se 

encuentran codificadas por distintos genes (que pueden ubicarse en diferentes loci?) o por 
diferentes alelos en un mismo locus (IUPAC-IUB 1977); aquellas isoenzimas que se originan a 
partir de las mutaciones de formas en el mismo locus se denominan aleloenzimas 0 aloenzimas 
(Vladutiu y Viadutiu 1991). Se identifican a las isoenzimas como marcadores bioquimicos por 
su naturaleza proteinica, mas pueden considerarse como marcadores genotipicos si se labora 
bajo condiciones estandarizadas; permiten comprender ciertos procesos genéticos (p.e., la 
transformacién de un gen en otro), la regulaci6n de la expresion de genes, el impacto 
bioquimico de las modificaciones sobre las rutas metabdlicas en diferentes tejidos, y la 

asociacion de la codificacién de un determinado polipéptido con ciertos caracteres fenotipicos 

(Vladutiu y Vladutiu 1991; Tsegaye et al. 1996); han sido ampliamente usadas en la 
caracterizacién de germoplasma (Kahler y Lay 1985), en el estudio de la variacién proteinica e 
isoenzimatica (Goodman et al. 1980; Wendel et al. 1986); en la evaluacién de la variacién 

genética en poblaciones (Frei et al. 1986); y, en la filogenia entre géneros y especies (Asins y 

Carbonell 1986). 

' Un locus es la posicién o sitio en un cromosoma que ocupa un gen o una secuencia del ADN, 

representando un caracter en particular. 
? Loci, voz latina que indica el plural de locus.
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Si bien los estudios isoenzimaticos han sido sumamente ttiles en el andlisis molecular 
vegetal, existen varias restricciones con respecto de su uso: el escrutinio de un numero limitado 

de loci; la imposibilidad de establecer con acuciosidad la variacién cuantitativa de un locus 
determinado; y, una alta especificidad de los datos obtenidos en cuanto a tejido y etapa de 
desarrollo de la planta. 

1.1.1 Marcadores moleculares 
Los marcadores moleculares 0 marcadores del ADN se entienden como regiones o 

segmentos del ADN cuya funcién codificadora generalmente se desconoce, pudiéndose ubicar 

en las inmediaciones de un gen? y determinar un caracter de interés agronémico que sea sujeto 
de escrutinio en cruzas genéticas (Tanksley 1983). 

Al asociar un marcador con un determinado locus es posible verificar con gran precisién 

la segregacion de los alelos* que se ubican en tal locus (Rieger et al. 1976). 

La distribucién uniforme de estos marcadores a todo lo largo del genoma ha permitido 

su uso en estimaciones de la contribucién genética de cada progenitor a cada miembro de una 

poblacién segregante. De tal manera, ha sido posible emplear los polimorfismos® de secuencia 

entre individuos para la cartografia genética. Consecuentemente, se han transformado de 

manera radical el estudio y la practica de la genética. 
En general, las ventajas relativas de los marcadores moleculares sobre los marcadores 

morfolégicos para la mayoria de las aplicaciones genéticas y de mejoramiento (Beckmann y 

Soller 1983; Tanksley 1983; Tanksley et al. 1989; Stuber 1992; Gepts 1994; Richardson et al. 

1995), son: 

1. La mayoria de los marcadores morfologicos sdlo pueden evaluarse en el nivel del conjunto 
de la planta —frecuentemente, en fase de maduracién—. En cambio, con los marcadores 

moleculares sélo se necesitan muestras celulares o tisulares para el andlisis de los 
genotipos. 

2. Con marcadores morfoldgicos es posible verificar alelos mediante la induccién o aplicaci6n 
de mutdgenos exégenos. Para la mayoria de las especies vegetales, diversos alelos que 
aparecen de manera natural pueden identificarse en la mayoria de los loci marcados 
molecularmente. 

3. Usualmente no existe asociacion alguna de efectos dafiinos con alelos de marcadores 
moleculares. Tal no acontece con los marcadores morfolégicos, los cuales estén 
acompatiados de efectos fenotipicos indeseados. 

4. Las interacciones de dominancia-recesividad entre alelos impiden (con regularidad) 
discernir todos los genotipos asociados con Jos caracteres morfolégicos. Los alelos en la 

casi totalidad de los loci marcados molecularmente se comportan de una manera 
.codominante, lo que permite identificar todos los posibles genotipos en cualquier 

generacién en segregacion. 

> Un gen se define, en genética, como la unidad fisica y funcional de la herencia; molecularmente, se 

considera como una secuencia definida del ADN que codifica, parcial o totalmente, un producto genético 

(polipéptido, ARN, etc.) (Rieger et al. 1976; Watson et al. 1987; GonzAlez-de-Leén et al. 1995). 

‘ Forma alternativa de un gen que ocupa el mismo /Jocus en un cromosoma en particular o en una 

misma estructura de ligamiento (Rieger et al. 1976). 

SAparicién (léase verificacién) regular y simultdnea en la misma poblaci6n sujeta a andlisis de uno o mas 

alelos en un locus, o la observacién de dos o més variantes discontinuas o genotipos (o morfos, formas), 

con al menos una frecuencia >1%; los cuales no son ocasionados por mutacién recurrente (morfismo) 

(Rieger et al. 1976).
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5. En cuanto a los marcadores morfolégicos respecta, las imteracciones epistaticas 

desfavorables a menudo aparecen entre los alelos que codifican para los caracteres 

marcados morfoldgicamente y limitan en gran medida el nimero de marcadores en 
segregacion que pueden monitorearse en una sola poblacién. La amplia mayoria de los 

marcadores moleculares parecen estar libres de efectos epistaticos; por lo tanto, el ntmero 

de loci a escrutinizar en un sola poblacion es teéricamente ilimitado. 

1.2 Comparacion de técnicas de marcaje molecular 
El desarrollo de las técnicas moleculares de marcaje es relativamente reciente 

(Beckmann y Soller 1983; Tanksley 1983; Helentjaris et al. 1985; Morgante y Olivieri 1993; 

Rafalski y Tingey 1993; Gepts 1994, Kochert 1994). Poseen caracteristicas especificas y varian 

en requerimientos técnicos y experimentales (Tabla 1). De entre tales técnicas sobresalen: 

I. Los marcadores RFLP*. Este tipo de marcadores polimérficos presentan codominancia 

alélica, se encuentran en un nimero casi ilimitado, y (aparentemente) no son afectados por 

la epistasis (Gonzdlez-de-Leon et al. 1995). La metodologia consiste en varios pasos: 

digestion del ADN con enzimas de restricci6n, electroforesis en gel, transferencia de los 

fragmentos desnaturalizados de ADN a una membrana de nilén (nylon, en inglés), 

hibridacién de una sonda’ (previamente marcada) con las secuencias gendémicas 

complementarias, y deteccién de las sondas. Consecuentemente, el polimorfismo se 

interpreta como Ja variacién en la longitud de los fragmentos del ADN escindido por las 

enzimas de restriccién y en la hibridacién especifica de la sonda. Son considerados clasicos 

tanto por los extensos estudios efectuados en una amplia variedad de especies vegetales, 

como por la consistencia de la técnica (Tanksley 1983; Helentjaris et al. 1985, 1988; Evola et 

al. 1986; Helentjaris 1987; Landry et al. 1987; Burr et al. 1988; Tanksley y Hewitt 1988; 

Hoisington 1989; Sharp et al. 1989; Huen et al. 1991; Monte et al. 1993). Tipicamente, tales 

marcadores detectan variaciones de secuencia del ADN en regiones circundantes a la sonda. 

El andlisis RFLP requiere grandes cantidades de ADN e involucra diversas etapas tediosas 

que requieren tiempo en demasia, con sistemas de deteccién que usan radioisotopia o 

bioquimica compleja. Consecuentemente, su uso se torna dificil cuando se analizan 

poblaciones conformadas por un gran niimero de individuos (Gonzélez-de-Leon et al. 
1995). 
Las metodologias fundamentadas en la reaccién en cadena de la polimerasa®. Permiten 

identificar variaciones en la secuencia de nucleétidos dentro del fragmento de ADN 
amplificado, asi como en las secuencias aledafias_o flancos que se utilizan para la 
amplificaci6n via PCR. De tal manera, el andlisis posibilita (sdlo en las regiones antes 

mencionadas) la deteccién de eventos moleculares de insercién/supresién y de mutacién 

puntual, asi como de cambios en la longitud de las repeticiones (en el caso de los 

microsatélites). El que los andlisis por PCR se efectuen con rapidez, eficacia y confiabilidad 

ha significado considerarles alternativos a aquel de los RFLP. En adicién, es factible utilizar 

unos cuantos nanogramos de ADN como substrato. La mayor limitante en algunos anilisis 

por PCR es el de requerir previa informacion de secuencia para la sintesis de los iniciadores 

(Stuber 1992; Gonzdlez-de-Leén et al. 1995). Globalmente, es factible clasificar a las 

metodologias basadas en la PCR en tres tipos: las que requieren secuencias conocidas de 

amplificacion especifica (STS, SSR, ASA, SCAR), aquellas apoyadas en la amplificacion 

® Restriction Fragment Length Polymorphisms, Polimorfismos de la longitud de los fragmentos de 

restriccién. . 
? sonda: secuencia definida de Acido nucléico de una sola cadena que puede hibridarse a una cadena 

desnaturalizada de ADN de secuencia complementaria (homéloga) (Griffiths et al. 1996). 

5 En inglés, polymerase chain reaction (PCR). 
9 STS (Sequence Tagged Sites, sitios de secuencia marcada), SSR (Simple Sequence Repeats, repeticiones de 

secuencia simple), ASA (Allele-Specific Amplicon, amplicon alelo-especifico), SCAR (Sequence-Characterised 

Amplified Regions, regiones de amplificacién de secuencia caracterizada). 
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aleatoria de secuencias (RAPD, AP-PCR, DAF, ISSR, DGGE 1), y las que exigen 
amplificacion selectiva (SSCP, AFLP"). Del conjunto de técnicas desarrolladas en los 

ultimos afios, se mencionan comparativamente a los RAPD y a las repeticiones de secuencia 
simple o microsatélites: 

A. Los RAPD se fundamentan en la amplificacion via PCR del ADN genémico usando un 
solo tipo de iniciador de secuencia al azar (~10 nt!?) (Welsh y McClelland 1990a; 
Williams et al. 1990). En esta reaccién, un solo tipo de iniciador se une a diferentes 
sitios en las cadenas sencillas del ADN patrén; de ubicarse estos sitios de iniciacién 
dentro de una distancia amplificable uno con respecto del otro, se produce un fragmento 

de ADN via PCR. La amplia disponibilidad de oligonucleétidos de secuencia arbitraria 
y los procedimientos técnicos sencillos, permiten el escrutinio relativamente rapido de 
muchos loci. Los polimorfismos RAPD son el resultado ya sea de un cambio de base de 
nucleétido que altera el sitio de unién del iniciador, de una insercin/supresion dentro 
de la zona de amplificacién, o de apareamientos erréneos entre el iniciador y las 

cadenas de ADN. Ya que los polimorfismos se verifican por la presencia 0 ausencia de 

alelos en un solo locus, se concluye que la técnica s6lo provee marcadores que registran 

una herencia de tipo dominante, lo cual restringe la informacién de la segregacién 

(Williams et al. 1990; Reiter et al. 1992, Tingey y del Tufo 1993). Ademéas, las 

condiciones de la PCR y el disefio arbitrario (no especifico) del iniciador pueden 

ocasionar amplificaciones erréneas o de artefactos, pudiendo resultar en experimentos 

carentes de reproducibilidad. No obstante, su uso se ha extendido tanto en escrutinios 

de variabilidad genética (Welsh y McClelland 1990b; Arnold et al. 1991; Welsh et al. 

1991), como en la deteccién de marcadores especificos para el genoma (Quiros et al. 

1991; Klein-Lankhorst et al. 1991; Williams 1991; Paran y Michelmore 1993), y en la 

cartografia cromos6mica (Carlson et al. 1991; Echt et al. 1992). 

B. Las secuencias simples de repetici6n o microsatélites [para explicacién detallada, ver 

capitulo 4], son un tipo de marcadores moleculares enormemente polimérficos (mas 
que los RFLP) que exhiben una alta diversidad alélica. Se diferencian de otras técnicas 

de esta clase (como los RAPD), en: verificar herencia codominante; y, requerir 
informacion previa de secuencia para el disefio de los iniciadores (de longitud ~20-30 

nt), lo que los hace muy especificos. 

® RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA, ADN polimorfico amplificado al azar), AP-PCR 

(Arbitrarily Primed PCR, PCR de hibridacién arbitraria), DAF (DNA Amplification Fingerprinting), ISSR 

(Inter-simple sequence repeats, inter-repeticiones de secuencia simple). 

" SSCP (Single-Strand Conformational Polymorphisms, polimorfismos conformacionales de cadena sencilla), 

AFLP (Amplified-Fragment Length Polymorphisms, polimorfismos de la longitud de fragmentos 

amplificados). 
? nt, nucledtidos.



Revision Bibliogréfica 

1.3 Requerimientos de los marcadores para las aplicaciones en el fitomejoramiento 
Los parémetros a considerar para la evaluacion y eleccién del marcador molecular mas 

apropiado para la investigacisn y manipulacién de caracteres cuantitativos (Stuber 1992; 
Gepts 1994), son: 
© Base molecular. Los eventos moleculares responsables de los polimorfismos observados 

son considerados como la base molecular. La simplicidad o complejidad de la modificacion de 
ésta se encuentra en funcién de los cambios en el nivel de la secuencia de nucleédtidos y del 
numero de eventos moleculares. 

© Polimorfismo. La mayor parte de las variaciones en la secuencia del ADN tienen lugar en 
los intrones y no inciden en la apariencia de un organismo o funcién, aunque pueden 
detectarse a nivel del ADN y utilizarse como marcadores. Utiles e informativos son 
aquellos marcadores que registran el mayor ntimero de alelos por locus. 

© Distribucién genémica. El sistema de marcadores deberé detectar el mayor nimero de 
loci o de grupos de ligamiento a todo lo largo del genoma. 

© Cartografia. La asociacién y segregacién de dos (0 mas) marcadores permite la 
construccién de un mapa de ligamiento. 

© Estabilidad ambiental y experimental. Las fluctuaciones ambientales no afectan 
(tedricamente) el andlisis de marcaje molecular de manera significativa, La estabilidad 
experimental y reproducibilidad son fundamentales para contar con la plena certeza de que 
las diferencias observadas son, en realidad, genéticas. 

© Factibilidad. El andlisis sobre un gran nimero de individuos o lineas requiere que los 
métodos de marcaje molecular sean rapidos, eficaces y lo menos costosos posible. 

La utilidad relativa y las limitaciones de las diferentes técnicas de marcaje molecular en 
el fitomejoramiento, cartografia genética, cartografia comparativa, andlisis de la diversidad 
vegetal, estudios de evolucién vegetal, caracterizaci6n de genealogia o clonacién de genes 
dependeré de el mtimero de marcadores disponibles, la disponibilidad de equipo e 
instalaciones, las restricciones de los recursos econdémicos; y, de el sistema biolégico a estudiar, 

la naturaleza de el (los) caracter(es), el tipo de poblacién a generar, el nGmero de individuos a 
examinar, el tipo de segregaci6n a analizar, etc. 

La metodologia de una gran cantidad de marcadores moleculares, entre los que se 
encuentran los microsatélites, utiliza la reaccién en cadena de la polimerasa (Polymerase Chain 
Reaction, en inglés). Con objeto de comprender 1a naturaleza de Jos andlisis actuales con tales 
marcadores, es de importancia revisar el concepto teérico y ciertas consideraciones técnicas de 
la PCR, herramienta que ha significado una revolucién en la manera de concebir a la biologia y 
la genética molecular. 

2- REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA 
2.1 Edificio teérico 
La reaccién en cadena de la polimerasa es una reaccién ciclica dirigida enzimaticamente que 
permite la amplificacion in vitro de una region del acido desoxirribonucléico (ADN), localizada 
entre dos regiones de secuencia conocida. Utiliza dos oligonucledtidos —que funcionan como 
“jniciadores”— que se hibridan a las cadenas opuestas de ADN de secuencia complementaria, 
flanqueando a la secuencia de interés (Saiki ef al. 1985; Mullis et al. 1986; Mullis y Faloona 
1987; Saiki 1989a,b; Newton y Graham 1995). 

Una vez que los iniciadores {oligonucleétidos, amplimeros, detonadores o primers) 
——moléculas de ADN de cadena individual y longitud corta (~20-30 nt)}— se hibridan 
complementariamente a las partes terminales o flancos de una secuencia especifica de la 
cadena sencilla del ADN patron, se efectia la amplificacién (extensién) por la polimerasa del 
ADN —enzima que cataliza la sintesis de cadenas largas de polinucleétidos—. La sintesis se
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dirige incorporando monémeros de trifosfato de desoxinucleésido’ al grupo libre 3’-hidroxilo 

del iniciador en direccién 5’33’ -—la polimerizacién se efectia siempre del o-fosfato 5’ del 

trifosfato de desoxinucledésido al grupo hidroxilo terminal 3’ de la cadena creciente de ADN 

(Watson et al. 1987}—. Esto resulta en la sintesis de nuevas cadenas de ADN complementarias 

a las cadenas patrén iniciales (Fig. 1). 
En cada ciclo de amplificacién, las cadenas de ADN sintetizadas se convierten en un 

patron (o substrato) para cualquier nuevo ciclo; idealmente, la secuencia de ADN “objetivo” 

se amplificara de manera selectiva ciclo tras ciclo. 

Tedricamente, los productos de amplificacién (amplicones) del primer ciclo serian el 

resultado de la sintesis de ADN del patrén original, de longitud indefinida. La polimerasa del 

ADN sintetizaria nuevas moléculas (a partir de tales moldes o patrones) hasta que fuese 

intertumpida por el inicio del siguiente ciclo. A partir del segundo ciclo, los productos de 

amplificacion poseerian una longitud definida, pues tnicamente se sintetizan los fragmentos 

de la secuencia “objetivo”, cuya longitud correspondiera a las posiciones de alineamiento 

(anillamiento, ensamblaje) de los iniciadores con el patron original. En lo consecutivo, la 

secuencia “objetivo” se amplificaria exponencialmente. Concretamente, la amplificacién 

—entendida como el ntimero final de copias de la secuencia “objetivo”— se expresa por la 

férmula: 

(2" -2n)x=x(2") 

donde, 

n = numero de ciclos, 

2n = primer producto obtenido después del ciclo 1, y productos obtenidos después del ciclo 2 con 

longitud definida, y 

x = mimero de copias del patrén original. 

2.2 Parametros de la PCR 
La PCR es un evento bioquimico relativamente complicado y no del todo entendido, 

donde las cambiantes interacciones cinéticas entre los componentes determina Ja calidad de los 

productos a obtener (Saiki 1989b, Mullis 1989,1990). A pesar de ser extremadamente eficaz, la 

amplificacion exponencial de los amplicones no es un proceso infinito. Un gran numero de 

factores acttan en contra del proceso, siendo pronunciado su efecto en ciclos posteriores de la 

PCR. 
2.2.1 Ciclos térmicos 

Los pardmetros de los ciclos de temperatura son considerablemente importantes para 

una PCR éptima. Los pasos m4s importantes en los perfiles del tiempo y temperatura a 

considerar, son (Innis et al. 1988; Saiki 1989a,b): 

+ Etapas del ciclo de amplificacion 

Desnaturalizacion. La temperatura entre 95-100°C provoca una desnaturalizacién 

completa del ADN gen6mico para permitir el ensamblaje posterior de los iniciadores. El 

dafio térmico del ADN conduce a un indice creciente de mala incorporacién de los 

nucledtidos, por lo que debe evitarse manejar temperaturas muy altas, y/o desnaturalizar 

por perfodos prolongados —limitar la exposicién ayuda también a mantener la actividad 

maxima de la polimerasa—. Sin embargo, existen moléculas de ADN de grandes 

proporciones o desmedidamente complejas —como plasmidos de ADN superenrrollado— 

18 dideoxynucleoside triphosphates (ANTPs), en inglés: trifosfato de desoxiadenosina (dATP), trifosfato de 

desoxicitidina (4CTP), trifosfato de desoxiguanosina (dGTP), trifosfato de desoxitimidina (dTTP). 
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Fig.1. Representacién grafica de la reacci6n en cadena de la polimerasa 
(PCR). Sean n ciclos = 2" moléculas. Si_n = 40, 1 molécula es amplificable 
240 = 102 veces. Los amplicones resultantes del segundo ciclo, que sirven 
como’ substrato para el ciclo de reaccion subsecuente, darén un producto 
definido (Modificacion a Gonzdlez-de-Leén et al. 1995).
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que son mas dificiles de desnaturalizar y que requieren mayor energia térmica, por lo que se 
sugiere la inmersién de los tubos de reaccién en agua hirviendo por algunos minutos o un 
“hot start” (predesnaturalizacién). Por el contrario, el calentamiento insuficiente deviene en 
un completo fracaso de la PCR. Entonces, es fundamental establecer la temperatura segun 
Ja longitud y el contenido de guanina y citosina (GC) de los iniciadores. 
Ensamblaje. Periodo térmico que define el ensamblaje (alineamiento, anillamiento) o 
hibridacién de los iniciadores a la secuencia complementaria; tipicamente, entre 40 y 70°C. 
Se calcula en funcidn de la longitud y contenido de guanina y citosina de los iniciadores. 
Extension. La extensién —propiamente Ja amplificaci6n o polimerizacibn— se efecttta 
generalmente a 70-75°C, temperatura 6ptima de actividad para las polimerasas 
termoestables. La duracion de los pasos de extensién puede incrementarse si se polimerizan 
amplicones de gran longitud, aun cuando la mayor parte de los tiempos de PCR se 
restringen a 2 minutos (1 minuto/1000 pb™ de secuencia “objetivo” o substrato). A 
menudo, el tiempo de extension del ciclo final es mayor (hasta 10 minutos) con objeto de 
asegurar la total extensién de las moléculas. 

+ Numero de ciclos. Usualmente son 25 a 35. El aumento en el nimero de ciclos ocasiona un 

incremento en el numero de productos no deseados, sin impacto alguno en el rendimiento 
del producto de elecci6n. Asi, es poco comin encontrar protocolos experimentales con mas 
de 40 ciclos. 

+ Tiempos de declive. Son periodos en los que se realizan los cambios de una temperatura a 
la siguiente dentro del termociclador!’. Pueden determinarse con una sonda termocupla. 

2.2.2 ADN patroén (o substrato) 
Secuencias patron de ADN que pueden obtenerse a partir de ADN genémico, ADN 

clonado (a partir de clonas individuales 0 bancos gendmicos: lambda, césmidos o vectores 
BAC 0 YAC), y/o bancos de cADN (derivado de ARN total, ARN poli(A)* 6 ARNm). 

La muestra de PCR puede ser de una o dos cadenas de ADN o ARN, no siendo 
generalmente el tamafio del ADN un factor fundamental. De utilizarse ADN genémico de alto 
peso molecular, se mejora la amplificacion si se digiere previamente con enzimas de 
restriccion. De no conocerse la concentracién de la secuencia “objetivo” o substrato, se 
recomienda optimizar la reaccién con controles positivos de ADN; normalmente, se utilizan 
subnanogramos de un patrén clonado y submicrogramos de ADN gendémico. 

Potencialmente, la PCR puede realizar la amplificaci6n de una sola molécula de ADN 
en grandes nimeros —es factible amplificar una secuencia a partir de cantidades del orden de 
picogramos—, por lo que debe extremarse el cuidado en el manejo de reactivos y muestras, asi 
como reducir al minimo cualquier posibilidad de contaminacion. 

  

4 pb, pares de bases. 
% Termopar programable que regula la temperatura de un bloque de calentamiento (donde se disponen 
los tubos de PCR) por un determinado tiempo, de acuerdo con los requerimientos de la PCR a efectuar 

(Oste 1989). 

10
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2.2.3 Concentracion de enzimas 
La introduccién de las polimerasas termoestables del ADN (Tablas 2 y 3) posibilité la 

automatizacién de la PCR, pues sélo se incorporan al inicio del proceso de amplificacién. La 
primera polimerasa del ADN termoestable utilizada fue la polimerasa Tag (Saiki et al. 1988). 

Los resultados obtenidos, en términos de amplificaciones de alto rendimiento (Kim y 
Smithies 1988), de uno o varios fragmentos (Mullis y Faloona 1987; Chamberlain et al. 1988), o 
de fragmentos de gran longitud (Jeffreys et al. 1988) reportan el uso de cantidades 
considerables de la enzima (1-4 U/100 pl). Utilizar mayores cantidades puede resultar en la 
produccién de productos no especificos y/o en la reduccién del rendimiento del amplicén 
“objetivo”. La concentracién tipica de la enzima usada es de 2U/100 pl de volumen de 
reaccién (Saiki 1989a,b). Normalmente, la cantidad de la enzima se torna limitante luego de 25 

a 30 ciclos de PCR, debido a un exceso molar de la secuencia “objetivo”. 

La soluci6n tampén mas usada con la polimerasa Taq/Amplitaq® del ADN se 
encuentra concentrada 10 veces, a diluir 1:10 (v/v) antes de usar: 100 mM Tris-HCl, pH 8.4 a 

temperatura ambiente; 500 mM KCl; 15 mM MgClz; y, 0.1% (w/v) de gelatina o glicerol (en 
lugar de albumina de suero bovino). 

Para el desarrollo de la reaccién, la enzima polimerasa del ADN requiere (minimo) 1 
mM de magnesio libre, lo que significa que las concentraciones de magnesio deberan ser 1 mM 
mayores que la concentracién total de los dNTPs —ya que secuestran magnesio—. Esto es, la 

cantidad de Mg?* libre disponible para la polimerasa Taq del ADN resulta de Ja sustraccién de 

la concentracién total de dNTPs de la concentracién total de MgCl. 
La concentracion de MgCl tiene un efecto brutal sobre la especificidad y rendimiento 

de Ia PCR. La concentracién optima de MgCk en la mezcla final de reaccién puede variar 
dentro del intervalo de 1.0-1.5 mM, pero en ciertas ocasiones se ensayan diferentes 

concentraciones de Mg?* (considerando una cantidad individual de dNTP del orden de 200 

uM). Los iones Mg?* estimulan la actividad de la polimerasa e incrementan la temperatura de 
fusién (Tm) del ADN de doble hélice, asi como la interaccién iniciador/secuencia patron. La 

concentracion insuficiente de Mg?* deviene en bajos rendimientos; en tanto que el exceso, en la 

acumulacion de productos no especificos e inhibicién de la actividad de la enzima (Gelfand 
1989). 

Tabla 2. Polimerasas termoestables del ADN y fuentes de origen 

Polimerasa del ADN __Natural/recombinante Fuente de origen 
  

Taq Natural Thermus aquaticus 
Amplitag® Recombinante Thermus aquaticus 
(Fragmento Stoffel) 
Tub” Natural Thermus flavis 
Pyrostasa™ Natural Thermus flavis 
Vent™ -Recombinante Thermococcus litoralis 
DeepVent™ Recombinante Pyrococcus GB-D 
Tth Recombinante Thermus thermophilus 
Pfu / Natural Pyrococcus furiosus 
UITma™ ‘ Recombinante Thermotoga maritima 
  

Modificacién a Newton y Graham 1995, 

11
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Tabla 3. Propiedades de las polimerasas del ADN coméanmente usadas en PCR 
  

  

Propiedades Taq/ Fragmento Vent’! Deep Pfu Tth UlTma® 
Amplitag® _ de Stoffel Vent® 

Termoestabilidad 40 80 400 1380 >120 20 >50> 

o vida media a 

95°C (min) 
Actividad Si No No No No Si No 

exonucleasa 5’3' 
Actividad No No Si Si Si No Si 

exonucleasa 3’-35’ 
Proceso (nt/seg) 50-60 5-10 7 ni. ni. 30-40 ni. 

Intervalo de 75 >50 >80 ni. 60 >33 ni. 

Extension (nt/sec) 
Actividad de Minima Minima ni. ni. ni. Si ni. 

Transcriptasa 
Reversa 

Porciones finales VA JA >95%a 795% ni. 3’A _ obtuso 

del ADN obtuso —_ obtuso 

resultante 
Desplazamiento ni. ni. Si Si ni. ni. ni. 

de cadena 

Peso molecular 94 61 ni, ni 92 94 70 

(kDa) 
  

Vent y Pfu estan disponibles en su forma exonucleasa negativa (exo). 

4 Desplazamiento de cadena dependiente de la temperatura. 

b Medido a 97.5°C. 
n.i, no existe informacion. 

Modificacién a Newton y Graham 1995. 

2.2.4 Iniciadores 
2.2.4.1 Disefio 

Para el disefio y seleccion de iniciadores de PCR se deben considerar tres parametros 
esenciales: a) la hibridacién estable de un iniciador con el sitio especifico en la regién “objetivo” 
del ADN patron o substrato para el cual fue disefiado; b) la estabilidad interna del iniciador; 

y, ©) la ausencia de complementariedad interna 0 con otro iniciador. 

La estabilidad del iniciador puede medirse por la longitud (en pares de bases) del duplo 
ADN-iniciador, el cociente GC/ AT, la energia libre del duplo (kcal/mol), o por la temperatura 

de fusion (en °C). Para realizar con exactitud los cAlculos, se deben considerar varios 

parametros termodindmicos, cuestién que se facilita con el uso de programas 

computacionales (p.e., OLIGO™, Primer detective™). Estos permiten calcular la estabilidad 

del diplex ADN-iniciador, la composicién y porcentaje de desoxinuclestidos; analizar las 

posibles interacciones del par mas cercano, las regiones de complementariedad del ADN, los 

sitios de formacion de dimeros de iniciador, o la longitud de amplicones; contemplar 

cuestiones como la estructura secundaria, la formacién de palindromas, etc. 

12
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En general, los iniciadores utilizados en la PCR constan de 20 a 30 nucleétidos de 
longitud, lo que permite utilizar altas temperaturas de ensamblaje e incrementar la 
especificidad de la reacci6n. Cuanto menor sea la longitud de los iniciadores, menor sera la 

especificidad de hibridacion con la secuencia patrén. De ser posible, los iniciadores deben 

elaborarse con un niimero aproximadamente igual de cada una de las cuatro bases, evitando 

regiones de secuencia anormal —i.e., tramos de polipurinas, polipirimidinas, 0 patrones de 
repeticién; y secuencias con estructura secundaria. 

2.2.4.2 Estabilidad interna 
Los iniciadores que mejor desempefio exhiben en la PCR y en la secuenciacién del ADN 

son aquellos que son estables en la extremidad 5’ y relativamente inestables en la 3’. Un 
iniciador con baja estabilidad en el extremo 3’ funcionaré bien en la PCR porque el 

alineamiento (de esa zona) con sitios no especificos no es lo suficientemente estable como para 

que se inicie la polimerizacion. Por ende, el extremo 5’ y Ia parte central del iniciador deberan 
formar un duplo con el sitio “objetivo” del ADN para lograr un ensamblaje eficiente. En 

contraposicion, la polimerizacién de los oligonucledtidos con extremos 3’ de alto contenido de 

GC, resulta (en muchas ocasiones) en amplicones no espectficos: el ensamblaje se realiza sélo 

por esas zonas y no por la totalidad del iniciador, pudiéndose efectuar la PCR con regiones 
que no sean iguales a la secuencia “objetivo” (Rychlik et al. 1990). 

Los iniciadores no deben tener inter o intra complementariedad con las extremidades 3’, 

pues se reducen considerablemente las posibilidades de formacién de dimeros de iniciador 
(primer dimers). Estos son el resultado de un evento de amplificacién cuando se elonga (léase 
extiende) un iniciador sobre el otro (0 a si mismo), sea por aproximacién de las porciones 3’ de 

los iniciadores, complementariedad de secuencia y/o ventaja cinética. 

2.2.4.3 Temperatura de fusion (melting temperature, Tm) 
La Tm puede calcularse para un iniciador empleando algunas ecuaciones, siendo 

indicado para cada reaccién de amplificacién considerar a los iniciadores como un par, donde 

cada uno posee una Tm similar; o bien, puede determinarse la Tm de acuerdo con valores 

termodinamicos de energia libre entre combinaciones sucesivas de los nucleétidos!® (Breslauer 
et al. 1986; Freier et al. 1986). 

La formula mds ampliamente usada es: 

Tm = [(numero de AtT)(2°C)+(ntimero de G+C)(4°C)] 

originalmente calculada en una concentracién salina 1M para pruebas de hibridacién de 

oligonucleétidos. Sin embargo, es inexacta con iniciadores mayores de 20 nucledtidos (nt) y 

requiere de correcciones para la concentracién salina. Por tanto, se ha propuesto la ecuaci6n 

(Breslauer et al. 1986; Freier et al. 1986): 

(I) 

7, ition = -27315 +166 log{ Na+] " fas+Rnc/4) 

donde, 

AH = entalpia 

AS = entropia 
R = constante molar de un gas (1.987 cal/°Cx mol) 

c = concentracién del iniciador 

6 En inglés, nearest-neighbor thermodynamic values. 
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La Tm de productos de PCR (Tmrrod¥<t), requerida en el cdlculo de la temperatura 
6ptima de ensamblaje (Ta°P), no puede inferirse a partir de la ecuacién I ya que no es posible 
aplicar el modelo de combinaciones sucesivas. De aqui que se usen otras (Baldino et al. 1989; 
Newton y Graham 1995): 

(a) 
Tm = 81.5 + 16.6(logio[}*]) + 0.41(%G+C)-(600/1)-0.63(%FA) 

donde, 

{J*] = concentracién de cationes monovalentes 
1= longitud de oligonuclestidos 
FA = formamida 

(iI) 
Tp = 22+ 1.46(In) 

donde, 

Tp = temperatura optima de ensamblaje +2-5°C 

In = longitud efectiva del iniciador =2 (niimero de G+C) + (ntimero de A+T) 

, (Iv) 
Torr = 0.37, mciador OTT, Prewee— 14.9 

Las formulas enunciadas anteriormente son utilizadas para el cdlculo de Tm de los iniciadores 
de longitud de 14-70 nt (ecuacién II) y 20-35 nt (ecuacién III y IV). Las temperaturas de 
ensamblaje 6ptimas son aproximadas a las Tm reales, de ahi que se les considere como 
parametros de referencia para iniciar la experimentacién. Las temperaturas de ensamblaje 
6ptimas pueden encontrarse 3-12°C por arriba de la Tm calculada. Si se planea una PCR 
rutinaria de un fragmento en particular, entonces la temperatura de ensamblaje Optima puede 
determinarse empiricamente, para lo cual es obligado usar la temperatura de ensamblaje mas 
alta, pues redundaré en mejores productos de PCR (Newton y Graham 1995). 

2.2.4.4 Caleulo de la concentracion 
Las concentraciones é6ptimas de los iniciadores varian en gran medida segtin las 

secuencias de los iniciadores, de la complejidad de la secuencia “objetivo” en Ia muestra de 
ADN, y del nimero de ADNs “objetivo” presentes en la muestra. Para la mayor parte de las 
secuencias “objetivo” gendémicas, la concentracién del iniciador debe ubicarse en el intervalo de 
0.1-1.0 UM para obtener mejores resultados. La relacién entre las altas concentraciones de los 
iniciadores con respecto de las bajas concentraciones de las cadenas producto supone una 
ventaja cinética —al equilibrio, las altimas podrian rehibridarse unas con otras y desplazar a 
los iniciadores. Tal ventaja puede perderse si, en el preciso instante posterior a la hibridacion 
de los iniciadores, no existe suficiente enzima. 
Para calcular la concentracién de los iniciadores, debe estimarse el coeficiente de extincién 
molar del iniciador a 260 nm (Newton y Graham 1995), usando: 

(8400)(T) + (15200)(A) + (12010)(G) + (7050)(C) 
donde, 
T.A,G y C = ntimero de veces de aparicién de cada residuo en el iniciador 
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El coeficiente de extincién molar es equivalente a la densidad dptica a 260 nm (A260) de 
una solucién 1 M de un iniciador. La densidad 6éptica de una solucién del iniciador, entonces, 

se mide a 260 nm (si el iniciador no esta purificado, se diluye 50 veces). Dividiendo la A2c0 de 
la soluci6n stock del iniciador entre el coeficiente de extincién molar, se obtendra la 
concentracién molar del iniciador. Los iniciadores pueden ser diluidos a concentraciones 
variables (2.5-20 1M) para una “solucién de trabajo”, segtin las necesidades. 

2.2.4.5 Marcaje 
Los productos de la PCR pueden marcarse via los iniciadores utilizados 0, durante o 

después de la amplificaci6n (Newton et al. 1993): 

© Marcaje enzimatico con *2P por incubacién con [y*2JATP y por la cinasa del 
polinucleétido T4. El producto puede detectarse facilmente y usarse después en 
secuenciacion directa, en “footprinting” o en el andlisis del polimorfismo de conformacién de 
una cadena (single-strand conformation polymorphism, SSCP). 

© Bionitilacién (con fosforamiditas de biotina) en sus porciones 5’. La deteccién y 
cuantificacién de los amplicones se efecttta por captura con avidina o estreptoavidina, 
seguida de una desnaturalizacion para su uso en secuenciaci6n de cadenas sencillas. 

© Adicién de grupos fluorescentes. Por el marcaje en diferentes sitios sobre un par 
especifico de iniciadores, es posible detectar las secuencias “objetivo” en una sola reaccién 
de PCR y utilizarles como sondas para RFLP. La fluoresceina es afiadida directamente al 
iniciador durante Ja sintesis usando fosforamidita de fluoresceina. Otros tintes 
fluorescentes (como los ésteres activos) se unen quimicamente al iniciador después de la 
sintesis via un grupo 5’-amino. 

© Quimiluminiscencia (p.e., Hoisington et al. 1994), Técnica altamente sensible, se compone 
de los siguientes pasos: marcaje de los trifosfatos de nucledsidos con digoxigenina 
(esteroide proveniente de Digitalis, spp.), detecci6n con un conjugado anticuerpo-enzima 
(antidigoxigenina-fosfatasa alcalina), deteccién mediante un substrato quimioluminiscente 
(AMPD, CSPD o Lumi-Phos), y exposicién a una pelicula de rayos X. 

2.2.5 Trifosfatos de desoxinucleésidos (dNTPs) 
De cada uno de los dNTP, se requiere una concentracién de 50-200 1M para sintetizar 

6.5-25 ng/pul de ADN, respectivamente. Una concentraci6n mayor tenderia a promover la 
incorporacion errénea por la polimerasa del ADN. Pueden manejarse soluciones de almacén 
(stock) ya sea individualmente o en mezcla (de los cuatro dNTPs). Normalmente, se 
encuentran a un pH de 7.5 por NaOH. La concentracién éptima de los dNTPs determina: 
© la concentraci6n de MgCl y de la enzima —puesto que los dNTPs forman un complejo 

soluble con los iones Mg**, esencial para la incorporacion de ésos al amplic6én—, 
© la longitud del producto amplificado, y 
® elmimero de ciclos de PCR. 
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2.2.6 Promotores e inhibidores de la PCR 
Diferentes substancias inhiben o promueven la PCR (Tabla 4), dependiendo de la 

naturaleza de los especimenes bioldgicos nativos, y de los métodos y reactivos usados para la 

extraccion del ADN. Los especimenes biologicos usados en la PCR a considerar engloban 

tejidos animales, muestras bacterianas, material forense y arqueoldgico, y tejido vegetal. 

Deben usarse con tiento y cuidado a los detergentes idnicos (p.e., dodecilsulfato de 

sodio, SDS) en los métodos de extraccién de ADN, pues es muy probable que inhiban los 

efectos de la enzima polimerasa. Las trazas de solventes tales como el fenol, cuando utilizado 

en la purificacién del ADN, deben removerse por extraccién por cloroformo:alcohol iso-amilico 

(49:1) o por precipitacion etandlica. En adicién, es recomendable evitar el uso de la proteinasa 

K, pues es una proteasa que digiere proteinas desnaturalizadas, y podria afectar a la 

polimerasa del ADN. En el caso de que se efecttie una RT-PCR’, es fundamental remover la 

totalidad de ADN; viceversa, la presencia de ARN puede interferir en las PCR donde se use 

ADN como substrato. 

  

Tabla 4. Promotores e inhibidores de la PCR 

  

  

Promotores Inhibidores 

Glicerol o gelatina (10-15%)* : Formamida (>5%) 
Dimetilsulféxido (<10%)*, cloruro de : Fenol, cloroformo, etanol, EDTA, urea 
tetrametilamonio (10-100 1M) *, 
polietilenglicol 6000 (5-15%)* 
Tritén X-100 6 Tween 20 Dodecil sulfato de sodio, SDS. 

(0.1-2.5%)* 
ADN/ARN de calidad (alta pureza) Restos de ADN (en el caso de RT-PCR*) 
Ausencia de polisacéridos Residuos de polisacaridos 

Proteinasas (en el caso de RT-PCR) 

pH <8.0 pH >8.0 
  

*A concentraciones mayores, inhiben a la polimerasa Taq del ADN. 
* Reverse Transcription PCR. 
Modificacién a Newton y Graham 1995. 

2.2.7 Aparatos 
Hasta el momento, dos métodos rigen la automatizacién de la PCR (Oste 1989; Sobral 

y Honeycutt 1994): 
© Termocicladores. Diversos disefios tecnologicos se han elaborado para los instrumentos 

de ciclaje térmico, manufacturados por diversas compafiias comerciales, con paquetes de 
programacién faciles de usar y con controles térmicos confiables: 

i. Calentamiento y enfriamiento por fluidos. 
ii. Calentamiento por resistencia eléctrica y enfriamiento por semiconductores. 
iii, Calentamiento por luz de superficies de metal y enfriamiento por aire. 
iv.Calentamiento por resistencia eléctrica y enfriamiento por fluido o circulacién de 

refrigerante. 

” En inglés, Reverse Transcription PCR (PCR de transcripcién reversa). Metodologia molecular altamente 

sensible que permite el andlisis simultaneo de varios transcritos de ARN total, y que puede ser utilizada 

en la cuantificaci6n relativa o absoluta de secuencias de ARNm. En esencia, consta de dos etapas 

experimentales: a) amplificacion via PCR que utiliza al ARN total o al ARNm como substrato, a partir 

de los cuales se obtiene ADNe mediante la enzima transcriptasa reversa e iniciadores de seis nucledtidos 
al azar u oligos(dT); y, b) amplificacién por PCR empleando al ADNc como substrato y a Ja enzima 
polimerasa (Montarras et al. 1994). 
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El termociclador es un tipo de termopar, es decir, un aparato térmico en el que el calor 
se absorbe en una unién (de dos metales disimiles) caliente y se expulsa por otra fria, 
siendo la diferencia térmica convertida en energia eléctrica y viceversa —i.e., procesos de 
calentamiento y enfriamiento—; con la particularidad de contar con programacién 
electronica que permite regular la temperatura y el tiempo de los ciclos requeridos para una 
PCR. Se fundamentan en los efectos fisicos Seebeck (i.e., conversion de energia térmica en 
eléctrica mediante un termopar) y Peltier (ie., transformacién de energia eléctrica en 
térmica) (Tippens 1988). 

Una delgada capa de aceite mineral (0, aceite, silicén o gemas de cera), sobrepuesta a 
la mezcla de PCR, es necesaria para prevenir la evaporacién de ésta, antes de colocar los 
tubos de reaccién en aquellos termocicladores que no calienten la tapa del tubo de reaccién. 

© Robética. Instrumentacién que requiere de programas computacionales y de unidades 
mecdanicas, la robdtica se utiliza para definir las cantidades precisas de cada uno de los 
reactivos, controlar el brazo mecanico que escancia los reactivos, y transferir las muestras a 

diferentes bloques térmicos. La automatizacién de la PCR permite el andlisis rapido de 
grandes nimeros de muestras (del orden de miles) en un corto tiempo, en condiciones 
estandar —libres de errores humanos, en lo relativo al manejo y pipeteo de los reactivos— 
(Dietrich et al. 1992; Nelson et al. 1992; Sobral y Honeycutt 1993). 

En efecto, la PCR ha significado una revolucién conceptual y experimental de impacto 
en multiples disciplinas. Particularmente, la tecnologia actual del marcaje microsatélite se ha 
beneficiado enormemente al incorporar tal método a la amplificacién selectiva de las 
secuencias flanco que les acompafian. 

Las innovaciones en tecnologia y reactivos utilizados en Ja PCR contingan avanzando 
de manera tal que, seguramente, en el futuro cercano se contardé con noveles métodos de 

andlisis y diagnéstico que permitiran acelerar la generacién de conocimientos bioldgicos, 
quimicos, termodinamicos y genéticos (White 1996). 
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3 - SECUENCIAS DE REPETICION EN EL ADN 

Los microsatélites conforman una clase del ADN de secuencias de repeticion. El 

descubrimiento de estas regiones y el desarrollo de la metodologia de estos marcadores 

moleculares tiene varios antecendentes conceptuales y experimentales dignos de mencién. 

3.1 ADN repetitivo 
A pesar de que la mayoria de los genes estructurales eucaridnticos son individuales, se 

conocen varios genes multiples o duplicados en tandem —como los que codifican a los ARNr 

o histonas (Curtis 1986). Ademéas de éstos, las células eucariénticas contienen otras regiones 

de ADN, comtnmente denominadas como secuencias repetidas o de repeticion (Britten y 

Kohne 1968; Rieger et al. 1976). Representan numerosos tipos de secuencias de nucledtidos que 

se caracterizan por (Britten y Kohne 1968): 
1) el ntmero de pares de nucleétidos por secuencia, 

2) el orden especifico de los pares de base por secuencia, y 

3) el numero de copias de una secuencia por genoma. 
En los estudios que condujeron a su descubrimiento se inducia la desnaturalizacion 

térmica del ADN de doble cadena y la reasociacién o ensamblaje de las mismas, para observar 

el indice de reasociacién o ensamblaje de las cadenas sencillas en funcién del tiempo (Britten y 

Kohne 1968; Rieger et al. 1976). Supuestamente, todos los fragmentos de ADN formarian 

duplos a la misma velocidad; en realidad, el ADN se comenzé6 a reasociar mas rapidamente de 

lo que se esperaba. Tal cinética de reaccién permiti6 elucidar lo que posteriores andlisis de 

secuencias confirmarian: son secuencias repetidas en el genoma aquellas que se ensamblan 

(hibridan) con mayor celeridad Iuego de una desnaturalizacién térmica (Darnell et al. 1990; 
Griffiths et al. 1996) (Fig.2). 

Los parametros que determinarian el grado de reasociacién de las cadenas serian la 

concentracién molar inicial del ADN y el tiempo requerido para la reaccién. Esto se conoce 

como el valor Cot 18, el cual ha contribuido a discernir y tipificar diferentes clases de ADN 
(Fig.3). 

Existen dos categorias de ADN repetitivo en funcién de la cinética de 
desnaturalizaci6n-renaturalizacion (valor Cof): 
1. Fraccién altamente repetitiva o “rapida”, constituida por repeticiones cerca de 10° veces y 

consistente de secuencias simples del ADN. 

2. Repeticién intermedia o fraccién media constituida de secuencias repetidas de‘10? a 104 
veces en cada 200-300 pb, distribuidas en Ja mayoria de instancias entre regiones de ADN 
unica o no repetitiva. 

3.2 Secuencias de ADN sin funcion conocida 
Para algunos ADN repetitivos, no se conoce funcién alguna. Esta categoria abarca 

secuencias de ADN que normalmente tienen muchas mas copias en el genoma que aquellas de 

codificacion o que las funcionales (Griffiths et al. 1996). Comprenden secuencias tales como el 

ADN satélite, los VNTR! 0 minisatélites, o los microsatélites. 

18 Expresion para el cociente de la renaturalizacién (ensamblaje) del ADN (0 del ARN), utilizado para 

definir la organizacién del genoma. Los valores se definen como Cox £ (Co es la concentraci6n inicial de 

ADN expresado en moles de fésforo del ADN o en moles de nucledtido por litro, y t es el tiempo de 

renaturalizaci6n bajo condiciones estandares en segundos). Se expresa en una escala logaritmica en el 

rango de 104 a 104(@269 unidades/ml x hr/2 = Cot) (Britten y Kohne 1968). 
9 En inglés, Variable Number of Tandem Repeats (ntmero variable de repeticiones en tandem). 
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Fig.2. Curva hipotética del Cof de una molécula de ADN que, 
previamente a la fragmentacién (separaci6n por densidad y masa 
molecular en funcién de los cocientes de sedimentacién, cuando se 

somete el ADN a ultracentrifugacion), era de 2x10° pb de longitud y 
consistia de una secuencia tinica de 1x10® pb y 1000 copias de una 
secuencia de 1000 pb. Noétese la naturaleza bifasica de la curva (Voet y 
Voet 1990). 

  

AON EUCARIONTICO 

ADN nN a 
Presenie en mat AON espaciador 

de una sola copia 

sola copia 

secuencias secuencias sin 

funcionales funcién conocida 

‘AON satélite secuencias 
VNTR de transposones 

secuencias 

Genes commcadores 
de proteina, de una    

    

  

       
       
    

  

famitias de genes 

codificadores 
(y pseudogenes 
relacionados) 

funcionates 
no codificadoras 

mucrosatélites     
  

Fig.3. Clasificaciones del ADN eucariéntico 
(modificacién a Griffiths et al. 1996).



Revision Bibliografica 

3.3 ADN satélite 
El ADN satélite se encuentra en eucariontes (Kit 1961; Rieger et al. 1976), clasificado 

como citoplasmatico y nuclear. Se define como cualesquiera fracciones de ADN lo 
suficientemente diferentes del componente mayor de ADN en cuanto a composicién de bases, 
como para distinguirles en forma de bandas luego de la centrifugacién en un gradiente 
isopicnico del cloruro de cesio (CsCl) (Britten y Kohne 1968; Rieger et al. 1976; Cooney y 
Matthews 1984) (Fig.4). 

En los eucariontes, el ADN satélite nuclear se describe como ligero (rico en A + T) o 
pesado (rico en G + C) cuando se le compara con la banda principal de ADN en gradientes 
salinos de CsCl. Esté conformado por cientos de miles de secuencias repetitivas aglomeradas 
en el genoma y representa una porcién de las familias de secuencias repetitivas de ADN. La 
unidad de repeticidn de los diferentes ADN satélites es extremadamente variable en tamafio 

(de menos de 10 a 300-400 nt) que puede abarcar hasta 10° pb en longitud. En general, los 
ADN satélites comparten propiedades tales como: transiciones de fusién, rapida 
renaturalizacién luego de una desnaturalizacién en CsCl, y alta especificidad de especies. 

Se les ha encontrado asociados con la heterocromatrina adyacente a los centrémeros 
(heterocromatrina pericéntrica). Es posible encontrar més de un tipo de ADN satélite en el 
centrémero de un organismo determinado. 

Este tipo de secuencias parecen haberse originado de manera independiente en el curso 
de la evolucién, a partir de la replicacién saltatoria de ciertas secuencias no repetitivas de 
nucleétidos. Se replican como una unidad funcional 0 como un conjunto sincronizado de 
unidades. 

A 1.70 

    

      

1 (1.682) 

OD Lf (1.688) 

(260 nm) 

TE (1.671)    
  
  

Densidad 

Fig.4. Grafica que ilustra el patrén de la densidad de ADN de 
Drosophila virilis, centrifugado al equilibrio en CsCl neutro. Tres 
bandas de ADN satélite (9 = 1.692, 1.688, y 1.671) estan presentes, 
adicionales a la banda principal (9 = 1.70) (tomado de Voet y Voet 
1990). 
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3.4 Loci del namero variable de repeticiones en tandem o minisatélites 
Existen regiones gendémicas hipervariables que han sido descritas en mnumerosos 

organismos eucariénticos (Tautz 1989; Litt y Luty 1989; Weber y May 1989; Hamada et al. 
1982; Stalling et al. 1991). Consisten en secuencias relativamente cortas de ADN con unidades 
en tandem de 15-75 nucledtidos que se extienden por 1 a 5 kb?° (Jeffreys et al. 1985a,b), 
denominadas como minisatélites. 

Los minisatélites se ubican adyacentes a genes de secuencia tinica y presentan un alto 
grado de polimorfismo (Jeffreys 1987; Nakamura ef al. 1987). Siempre se encuentran 
acompafiados de secuencias altamente conservadas que les flanquean. 

Esta categoria de repeticiones en serie estan presentes a todo lo largo del genoma; sin 
embargo, en humanos los minisatélites parecen aglomerarse en la vecindad de los telémeros 
(Weissenbach et al. 1992). 

Hasta el momento, se ha codificado un término general para englobar a varias clases de 
loci que comparten las caracteristicas antes referidas: ntimero variable de repeticiones en 
tandem (Nakamura et al. 1987). 

Probablemente, las causas que originen el elevado polimorfismo de estas secuencias 
sean las diferencias alélicas en el numero de repeticiones, producto de intercambios desiguales 
en la mitosis y la meiosis; 0, por mal apareamiento de las cadenas del ADN durante la 
replicacion (Jeffreys et al. 1985a). Tales variaciones en la longitud de los minisatélites pueden 
detectarse si se digiere al ADN genédmico con una endonucleasa de restriccién que no 
reconozca la region de repeticién, produciendo loci moleculares de herencia estable que pueden 
detectarse con una sonda marcada (con unidades de repeticién en tandem) (Jeffreys et al. 
1985a,b). 

Una vez caracterizados los loci minisatélites en genomas animales, crecié el interés de 

utilizarles para estudios de variabilidad genética en plantas. Inicialmente, al usarse Ja unidad 
de repeticion de un locus minisatélite humana como sonda de hibridaci6n con genomas 
vegetales (Vassart et al. 1987; Dallas 1988). Posteriormente, fueron rastreadas secuencias 
minisatélites especificas en bancos de ADN vegetal para el disefio de sondas. 

Este tipo de marcadores han sido empleados fundamentaimente en “caracterizacion de 
genealogia” —léase fingerprinting—, y en estudios de variabilidad genética vegetal (Rogstad et 
al. 1988; Zimmerman et al. 1989; Nybom 1990; Nybom et al. 1990; Rogstad et al. 1991; Vahala 
ef al. 1991). 

» kb, kilopares de bases (=1000 pares de bases). 
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4- MICROSATELITES 
Estudiadas en diversos organismos, las repeticiones en serie se aislan como picos de satélite en 

gradientes de densidad en equilibrio, es decir satélites del ADN (Cooney y Matthews 1984). La 

caracterizacién primera de los loci hipervariables (Jeffreys et al. 1985a,b) les definid como 

repeticiones en serie de secuencias, ubicados adyacentemente a genes de secuencia tinica 

(Jeffreys 1987; Nakamura et al. 1987). De aqui que se englobe a los microsatélites en el grupo 

de loci denominado nimero variable de repeticiones en tandem. 

4.1 Edificio teérico 
Las repeticiones de secuencia simple (Simple Sequence Repeats, SSRs), también conocidos 

como microsatélites (microsatellites) (Litt y Luty 1989; Weber y May 1989) o repeticiones de 

secuencia corta (Short Sequence Repeats, SSRs) (Jacob et al. 1991), son secuencias de ADN de 

longitud variable (~1-10 mers?’) repetidas en serie de di-, tri-, tetra- o penta- desoxinucledtidos 

[tales como (AC)n,(AG)n, (AT)n (Rafalski y Tingey 1993), (GT)n, (GATA/GACA)n (Weising et 

al. 1989), (ATT)n (Wu y Tanksley 1993)]. Sean cualesquier clases de repeticién, siempre se 

acompafian de secuencias especificas en los flancos, mismas que fungen como modelo o 

patron para la elaboracién de iniciadores en la amplificacién de PCR (Fig.5). 

  

repeticién CA12 3! 

——— 

5! 

CACACACACACACACACACACACA 

region flanco 
region flanco 

de iniciacién 
de iniciacién “2 

a) — 
3 COC~*S GIGTGIGTGIGIGTGIGTGTGTGT “ a g 

repeticién GT12       
Fig.5. Representacion esquemiatica de una secuencia microsatélite 

y regiones flanco (modificacién a Gonzélez-de-Leén et al. 1995; 

Griffiths et al. 1996). 

Revelan herencia codominante mendeliana (Morgante y Olivieri 1993), manteniendo 

una gran conservacion en las progenies (Saghai-Maroof et al. 1994). 

Exhiben un enorme polimorfismo en los loci que amplifican (Tautz 1989; Shattuck- 

Eidens et al. 1990; Morgante y Olivieri 1993; Lee et al. 1995; Plaschke et al. 1995; Powell et al. 

1996), posible resultado de Ja existencia de diferentes mimeros de copia de tales repeticiones 

en varios alelos en un locus (Beckmann y Soller 1990). 

Regiones genomicas que registran hipervariabilidad, han sido descritas en numerosos 

organismos eucariénticos (Nakamura et al. 1987; Tautz 1989; Litt y Luty 1989; Weber y May 

1989; Hamada et al. 1982; Stallings et al. 1990). 

  

21 En inglés, mer. Sufijo que denota polimerizacién. 
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4.1.1 Reglas de designacion 
Las reglas que describen la designaci6n para repeticiones en otros organismos 

eucaridénticos (Weber 1990) brindan la pauta para la clasificacién de secuencias de repeticién 

en las plantas (Morgante y Olivieri 1993): 
© Perfectas. No existen interrupciones en el orden de las repeticiones de dinuclestidos. 

© Imperfectas. Aparecen una o mds interrupciones en el orden de las repeticiones. 

© Conipuestas. El orden de repeticion de una clase de secuencia es adyacente (no intercalado) 
de otra clase. 

4.1.2 Distribucién genémica 
Los microsatélites se encuentran distribuidos a todo lo largo del genoma eucariéntico 

de manera abundante y uniforme (Tautz y Renz 1984; Weber y May 1989; Litt y Luty 1989; 

Powell et al. 1996), principalmente en las regiones cercanas a los centr6meros y telémeros 

(Darnell et al. 1990; Weissenbach et al. 1992; Griffiths et al. 1996). 
Se ha calculado que una secuencia microsatélite aparece con una regularidad 

aproximada de 1 cada 10 kb en humanos (Tautz 1989) y 1 cada 50 kb en plantas (Morgante y 

Olivieri 1993). En genomas vegetales, se considera una amplia presencia de repeticiones de tri- 

y tetranucledtidos, con 1 cada 62 kb; en promedio, para monocotiledéneas 1 cada 65 kb y en 

dicotiledéneas 1 cada 21 kb (Wang et al. 1994). Particularmente, en maiz (Zea mays, L.) se ha 

establecido la deteccion de ~1.0 SSR cada 59 kb de ADN gendémico (Tabla 5). 

La localizacion de los microsatélites de trinucledtidos es usual en secuencias de 

codificaci6n y en intrones (Tabla 6). Considerando la composicion estructural del cédigo 

genético (Watson ef al. 1987), es de esperarse que la mayor cantidad de microsatélites 

localizados dentro de las secuencias de codificacién sean repeticiones de este tipo (Morgante y 

Olivieri 1993). Estudios realizados sobre numerosas especies vegetales, definen que las 

repeticiones de trinucle6tidos estan conformadas en una gran proporcién por guanina y 
citosina (Wang et al. 1994). 

Los célculos del nimero de microsatélites por genoma en maiz y otras especies 

vegetales son reveladores en cuanto al vasto ntimero de secuencias de este tipo (Senior y Heun 
1993). Especificamente en maiz, se registran 104-10° copias microsatélites (GT)n y (AG)n 

(Condit y Hubbell 1991); en tanto que para las secuencias (AC)n y (AG)n, existen 5x108 y 

3x103, respectivamente (Cregan 1992). 

4.1.3 Funcion 
La particular abundancia y distribucién de los microsatélites en numerosos genomas 

eucariénticos (Hamada et al. 1982; Nordheim y Rich 1983; Stalling et al. 1991) sugiere la 
intervencién de cierto mecanismo para su permanencia —como los de amplificacién de gen, 

intercambio de cromatidas hermanas o conversion de gen (Watson et al. 1987)—. Los posibles 
funciones que justificarian tal permanencia estarian relacionadas con procesos tales como: 

i. Apareamiento cromosémico (Rieger et al. 1976). Es la asociacién altamente especifica de 

cromosomas homélogos cercanos. En ciertos tipos de apareamientos cromosémicos 

homdlogos, como: en el apareamiento meiético, conformarian la secuencia de los loci de 

contacto 0 cig6meros”?; en el apareamiento no especifico de cromosomas, especificamente 

en las fusiones heterocromaticas, donde se combinan al azar regiones de heterocromatina 

(es decir, de zonas ricas en ADN satélite). 

” Cualquiera de las unidades hipotéticas en cada cromosoma, cuya funci6n en eucariontes seria la de 
iniciacion de apareamientos cromosémicos (Rieger et al. 1976). 
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Tabla 5. Numero y distancias promedio entre microsatélites en especies vegetales 
(Megapares de bases/Genoma Haploide, Mpb/C) 
  

    

  

Especies Contenido de ADN ADDN verificado Microsatélites? 

nuclear 

Mpb/C %GIC Registros — Longitud Numero _ Distancia (kb) 

(kb) 
Algas 59.2 48 116.7 6 19.4 

Monocotiledéneas 

Hordeum vulgare 4 873 48.6 59 156.4 1 156 

Oryza sativa 431 45.9 168 208 9 23 

Triticum aestruum 15 966 48.0 97 144 7 20.6 

Zea mays 2504 48.3 205 410.5 7 58.6 
X(mono)=47.7 X= 64.6 

Dicotiledéneas 

Arabidopsis 145 59.2 214 424.2 10(6) 42.4(70.7) 

thahana 

Brassica 759 40.0 39 76.1 3(1) 25.4(76.1) 

Glycme max 1115 35.2 101 199.7 13(11) 15.4(18.2) 

Lycopersicon 954 35.2 94 195.3 8(6) 24.4(32.6) 

esculentum 
Nicotiana 3 960 37.1 96 203.8 13(12) 15.7(47.0) 
Petunia 1 274 37.0 46 66 6(5) 11(13.2) 
Pisin sativum 4172 35.5 Sl 105.9 6 17.1 

Solanum 1 730 34.0 85 145.8 8 18.2 

tuberosum 
X(di)= 39.2 X(di)= 21.2 

Otras especies 309 1 287.1 33(25) 39.0(51.5) 

Total 1 612 3 026.2 130(109) 23.3(27.8) 
  

4 Los ntimeros entre paréntesis cuando se removieron los SSR-mono, en caso que los hubiere. 

Modificacién a Wang et al. 1994. 

Tabla 6. Distribucion de microsatélites respecto a secuencias de codificaci6n 
  

  

Sin traduccién 

Tipo de Flanco Intrones Flanco ARNm ARNm Secuencias Otras 

microsatélite 5° 3’ 5’ 3’ de 
codificacién 

Dinucleétido 23 22 8 2 13 - 2 

AT 21 14 8 - 7 - 2 
AG/TC 2 7 - 2 6 - 

AC/TG - 1 - - - - - 

Trinucledtido 7 6 2 8 3 12° 
  

4 Obtenidos de clonas de ADNc, no de clonas genémicas. 

Modificaci6n a Morgante y Olivieri 1993. 
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Movimiento de cromosomas. La motilidad que presentan los cromosomas durante la 

mitosis y la meiosis son fundamentales para la separacion en la anafase I de las 

cromatidas (mitosis y meiosis II) o de los cromosomas (meiosis I). Durante la mitosis, los 

cromosomas se orientan por el centrémero en relacién a los polos (auto-orientacion), para 

luego alinearse individualmente en el ecuador durante la metafase. En tanto, durante la 

meiosis se efectian el apareamiento de los cromosomas homélogos y la denominada 

repulsién (durante el diploteno), los cuales involucran movimiento. En todos los procesos 

referidos, los centrémeros son esenciales; al conformar en gran medida a estos tltimos, se 

juzga responsables a este tipo de secuencias de repeticién (Griffiths et al. 1996). 

Contraccién cromosémica. Al parecer, las zonas centroméricas son una suerte de eje 

nodal al participar en el engrosamiento y adelgazamiento por enrrollamiento de los 

cromosomas durante la mitosis y la meioisis (condensacién cromosémica) (Rieger et al. 

1976; Strickberger 1976; Griffiths et al. 1996). 

Zonas de recombinaci6n alta (McClintock 1931; McClintock et al, 1981; Kobori ef al. 1986; 

Bullock e¢ al. 1986). Siendo la recombinacién en eucariontes (como el maiz) con 

reproduccion sexual una funcion de cuatro procesos fundamentales —entrecruzamiento 

cromosémico, distribucién aleatoria de cromosomas y de cromatidas durante la meiosis, 

actividad de transposones, y combinacién aleatoria de los gametos durante la 

fertilizacin—, se consideran este tipo de secuencias ubicadas cercanas 0 asociadas con 

aquellas zonas donde se verificarian en gran medida procesos de alta recombinaci6n. 

Integridad estructural. Por su ubicacién cercana a los centrémeros, los microsatélites 

podrian ser importantes sitios en el reconccimiento de secuencias durante la replicacion y 

la distribucion cromosémica (Watson et al. 1987; Helentjaris 1987). En tanto, por 

localizarse en regiones teloméricas, servirian como sitios de uni6n con proteinas 

cromosémicas (Darnell 1990). 

Regulacion y expresion de genes (Hamada et al. 1984; Murphy et al. 1989; Bell y Torney 

1993; Vergnaud 1989) por su supuesta asociacion con exones, 

.Determinacién de sexo (Singh et al. 1980). Se han localizado abundantes ntimeros de 

secuencias de repeticién de esta categoria en cromosomas sexuales, los que les conferiria 
una relacién con Ja determinacion de sexo. 

4.1.4 Origen 
En teoria, el origen de los microsatélites y de las secuencias flanco seria ocasionado por 

varios eventos moleculares, a enunciar: 

© Cambios de base. La adicion o pérdida de una o més bases en una unidad de repeticién 

posiblemente sea el resultado de entrecruzamiento cromosémico (crossing over) desigual en 

la recombinacién durante la mitosis, lo que originaria ntimeros de repeticiones impares en la 

siguiente generacion (Weising et al. 1988; Morgante y Olivieri 1993; Bell y Torney 1993). 

Mal apareamiento en el desprendimiento de cadenas durante la replicacién del ADN 

(Levinson y Gutman 1987) 0 errores en tal replicacién (Smith 1976). 

Mutaciones puntuales en las secuencias no codificantes del genoma (Shattuck-Eidens et 

al. 1990). 
Actividad de los elementos de transposicién, principalmente en intrones (Shattuck- 

Eidens et al. 1990). 

Eventos masivos de insercién/supresién. En maiz, el aglomeramiento de transposones en 

ciertas regiones del genoma es indicio de la insercién preferencial en sitios especificos 0, de 

la reinserci6én en sitios vecinos cercanos —tienden a, una vez insertos, excisarse y 

reinsertarse— (Shattuck-Eidens et al. 1990). 

Regulacién de tiempo de replicacién cromosémica. La replicacion de diferentes regiones 

cromosémicas se efectaa en diferentes periodos de tiempo, lo que permite una mayor o 
menor variabilidad de secuencias (Wolfe et al. 1989). 
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4.2 Evaluaciones experimentales 
Los pares de iniciadores especificos para microsatélites (iniciadores forward, reverse; en 

inglés, iniciadores adelante, reversa) son disefiados para la amplificaci6n por PCR en funcién 

de las secuencias flanco de los microsatélites (Fig.5). Tales regiones son especialmente 

importantes, puesto que generalmente se mantienen entre individuos de la misma especie, aun 

cuando los microsatélites son secuencias extremadamente polimorficas. Se ha sugerido que, en 

maiz, el tamafio de la duplicacién flanco que acompafia a los microsatélites posee repeticiones 

invertidas en las partes terminales y restricciones en la homologia de secuencias posiblemente 

debido a inserciones masivas de transposones (Doring y Starlinger 1984; Shattuck-Eidens et al. 

1990). 
Experimentalmente, los microsatélites son analizados por amplificacién (mediante la 

PCR) de una region genomica pequefia que contiene la secuencia de repeticién, y el cdlculo del 

tamafio de la longitud de la repeticién se efectia por separaci6n en gel de agarosa o 

poliacrilamida (0 de poliacrilamida desnaturalizante), para incrementar la resoluci6n con que 

se verifican los alelos (Johnson y Grossman 1977; Sambrook et al. 1989; Morgante y Olivieri 

1993) (Figura 6). Para esto, sdlo se requiere una cantidad de AND del orden de picogramos, 

siendo posible utilizar la tecnologia desarrollada para la automatizacion de muestras 

amplificadas por PCR. La variacion en el numero de repeticiones en serie resulta en productos 

de reaccién con diferente longitud, lo que permite detectar diferentes alelos por locus (Morgante 

y Olivieri 1993; Senior y Heun 1993; Kijas ef al. 1995; Plaschke et al. 1995; Réder et al. 1995) 

(Fig.6). 
Es posible utilizar métodos radioactivos y no radioactivos para observar los 

polimorfismos de longitud (en bandas) en los geles: por tincién con bromuro de etidio y 

visualizacion por luz ultravioleta (Sambrook et al. 1989), por tincién con azul brillante de 

cresilo (Santill4n-Torres y Ponce-Noyola 1993), y/o por tincién con nitrato de plata 

(Sanguinetti et al. 1994). 

  

Amplifeacién viaPCR de un focusSSR: = (CA)n 

En tes genotpos de pantas dploides: 

Pi, P2, y B FI de P1x P2 

Conservaciénde Etectroforesis en gel de poliacrilamida 

Sitios de iniciadores PCR y visualizacién de productos PCR 

‘a \ Py Py F, 

a (CAh.2 

—— ——— (CA. 
  

  

  (CA)y) 
2 —— (CA)   

-——— (Aha 
{(CA)y 

      

  

      
Fig.6. Generacién y visualizacién de los polimorfismos de longitud de las 
repeticiones de secuencia simple (modificacién a Cregan 1992). 
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4.2.1 Desarrollo de iniciadores 
Varias propuestas existen para el desarrollo de los iniciadores microsatélites utilizados 

en la amplificacién via PCR: 

A.Escrutinio en los bancos de ADN genomico por hibridacién con oligonucleétidos SSR 

(Cornall et al. 1991; Akagi et al. 1996; Brown et al, 1996; Powell et al. 1996). 

B. Busqueda de microsatélites en bases de datos de ADN ptblicas (Beckmann y Soller 1990; 

Cregan 1992; Wu y Tanksley 1993; Wang et al. 1994; Saghai-Maroof et al. 1994; Brown et al. 

1996). 
Cc. Empleo de iniciadores especificos (para microsatélites) desarrollados en especies 

relacionadas (Litt y Luty 1989; Weber y May 1989; Tautz 1989; Kijas et al. 1995; Brown et 

al. 1996). 
D. Obtencién de una secuencia flanco mediante un iniciador de secuenciaci6n, usando como 

base la secuencia de un microsatélite. Se disefian iniciadores que contengan la secuencia 

microsatélite en la parte 5’ terminal y cualquier otro patrén de nucledtidos (que no guarde 

un orden de secuencia microsatélite) en la parte 3’ terminal (Browne y Litt 1992). 

E. Identificacién de secuencias microsatélites en bancos genédmicos mediante sondas 

originadas de RFLPs (Jeffreys et al. 1985a) o por reamplificacién de ISSRs (esto es, por 

clonacion de la banda de interés y posterior reamplificacién) (Zietkiewicz et al. 1994). 

F. Escrutinio de bancos de fagos con sondas marcadas, purificaci6n e identificacién de clonas, 

aislado con endonucleasas, clonacién y minipreparaciones de plasmidos (Taramino y 
Tingey 1996; Taramino et al. 1997). 

Asimismo, ya se han desarrollado novedosas técnicas para el enriquecimiento de 

secuencias microsatélites (Powell et al. 1996): 
© Cromatografia por afinidad del ADN. Generacion de fragmentos por sonicacién o digestion 

por endonucleasas de ADN genémico, desnaturalizaci6n y captura por hibridacién a 

membranas con oligonucledtidos, elucién y clonacién, 
© Formacién de duplos por hibridacién. Generacion de fragmentos por sonicacién o digestién por 

endonucleasas, desnaturalizacién e hibridacién a un oligonucledtido bionitilado con patrén 

de repeticion complementario a la secuencia; y clonacién o amplificacién selectiva por PCR 
(Kijas et al. 1994; Taramino y Tingey 1996; Taramino et al. 1997). 

© Formacién de triple hélice. Utilizacion de ADN (fragmentos genémicos o insertos de ADN 
clonados) y oligonuclestidos selectivos. . 

© Sintesis de segunda cadena con oligo-iniciacién. Generacion de patrones de una cadena en E.coli; 

sintesis de segunda cadena iniciada con oligonucle6tido selectivo; y transformacion en E.coli 
esténdar para reclonacion de duplos. 

Se considera que se han identificado alrededor de 186 secuencias microsatélites 

especificas para maiz (Zea mays, L.) (al afio de 1996), todas las cuales pueden ser consultadas 

en bases de datos publicas (EMBL, MaizeDB y GenBank) (Senior et al. 1996). En el sector 

privado, existen conglomerados de laboratorios (p.e., “Linkage Genetics”, “EST approach”) 

donde se efectiia el desarrollo masivo de iniciadores via bancos de fagos y clonas, el escrutinio 

con programas computacionales (p.e., Primer®), la examinacién de los SSRs, la secuenciacién 

en masa y la distribucién rapida de los iniciadores. Todo lo cual ha permitido establecer miles 

de secuencias en corto tiempo. Hasta ahora, se ha restringido su difusi6n a quienes se 

encuentran en tal_red privada, con miras a la apertura al sector pablico (Helentjaris y Fincher 
1996; Lynn Senior, comunicaci6n personal). 
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La aplicacién cada vez mayor de los microsatélites en proyectos de cartografia, 

estudios de ligamiento, andlisis de germoplasma, ensayos intra e mter poblacionales, e 

identificacién de cultivares de un sinntimero de especies vegetales, que incluyen Arabidopsis 

thaliana, Daucus carota, Glycine max, Hordeum vulgare, Nicotiana tabacum, Pisum sativum, Oryza 

sativa, Solanum tuberosum, y Zea mays (Cregan 1992, Senior y Heun 1993; Wu y Tanksley 1993; 

Goloubinoff et al. 1993; Saghai-Maroof et al. 1994; Lee et al. 1995; Senior et al. 1995, 1996; 

McCouch et al. 1997; Chen et al. 1997; Smith et al. 1997), es consecuencia de las ventajas que 

ofrece esta tecnologia de marcaje genético. Estas entincianse: 

® Verificacién de alto polimorfismo; sumamente informativos para especies y cruzas 

vegetales derivadas de cultivares filogenéticamente relacionados. 

® Anélisis rapido mediante evaluaciones PCR. 

© Herencia codominante mendeliana. 
© Distribucién profusa en el genoma. 

La principal desventaja de los marcadores microsatélites es la identificaci6n y 

secuenciacién de las regiones genémicas que entrafian este tipo de secuencias, cuestiones que 

exigen tiempo y recursos (Cregan 1992; McCouch et al. 1997). 

En el siguiente capitulo se consideran diferentes aspectos tanto de la cartografia 

cromosomica con marcadores moleculares como de una breve relacion de los estudios de la 

diversidad genética del maiz y del teocintle. Esto, a efecto de brindar una base teorica —por 

demas modesta— que permita comprender més claramente los conceptos que rigen la 

confeccién de mapas de ligamiento genético, e ilustrar las ventajas relativas y las dificultades 

que entrafia el anélisis de la diversidad alélica mediante este sistema de marcaje molecular. 
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5 - APLICACIONES DE LOS MICROSATELITES 
El] uso de microsatélites en la cartografia vegetal es influencia directa de los extensos estudios 
cartograficos de diversos genomas de mamiferos (Weissenbach et al. 1992; Dietrich et al. 1992; 
Serikawa et al. 1992). La presencia de tales secuencias de repeticién esta ampliamente 
documentada en especies vegetales (Weising et al. 1989; Shattuck-Eidens et al. 1990; Condit y 
Hubbell 1991; Cregan 1992; Thomas y Scott 1993; Langercrantz et al. 1993). 

Importancia creciente adquieren los microsatélites como marcadores moleculares en la 
cartografia del maiz (Akkaya et al. 1992; Morgante y Olivieri 1993; Zhao y Kochert 1993; 
Senior y Heun 1993; Wu y Tanksley 1993; McCouch ef al. 1997; Smith et al. 1997). Se ha 
reportado la incorporacién de la informacién del polimorfismo obtenida con marcadores 
microsatélites, en mapas de ligamiento construidos previamente con RFLPs (Senior et al. 
1995,1996; Smith et al. 1997), lo que resulta en mapas con mayor saturacién del genoma con 
marcadores. 

En otros proyectos cartograficos con microsatélites (Taramino y Tingey 1996; Smith et 
al, 1997) se han explorado polimorfismos en varios cultivares de maiz, para luego aislarles y 
caracterizarles a fin de comprobar su utilidad como marcadores moleculares en cualquier 
poblacién de maiz. 

5.1 Cartografia 
5.1.1 Consideraciones tedéricas 

El ligamiento se define como la herencia conjunta de dos loci marcadores o dos genes 
ubicados en el mismo cromosoma o secuencia de acido nucléico —ie., estructura de 

ligamiento—, los cuales no se distribuyen independientemente en la meiosis (Morgan 1910; 
Griffiths et al. 1996). Dos marcadores genéticos (p.e., los pares alélicos A/a y B/b) presentarian 
ligamiento si las combinaciones de los progenitores utilizados en un determinado experimento 
muestran una tendencia a permanecer juntos; esto es, la proporcién de los denominados 
recombinantes (Ab y 4B) seria menor a la proporcién de las combinaciones de los progenitores 
(AB y ab). Por otra parte, si dos genes o loci marcadores se localizaran en estructuras de 
ligamiento no homédlogas, segregarfan independientemente y aparecerian los tipos de 
recombinaci6n en igual frecuencia (Rieger et al. 1976). 

Un grupo de ligamiento es un grupo de loci que puede ser dispuesto en un orden lineal 
y que relativamente representa los diferentes grados de ligamiento entre ellos. Grupos de 
ligamiento especificos corresponden a cromosomas especificos (o estructuras de ligamiento). 
El ntimero de grupos de ligamiento es limitado, pues el ntimero maximo equivale al nimero 
de cromosomas por genoma —p.e., el ntimero haploide de cromosomas en organismos 
diploides. 

Consecuentemente, un mapa de ligamiento genético representa el orden lineal de los 
genes (0 loci donde se localizarian) que corresponden al grupo de ligamiento asociado con un 
cromosoma. El entrecruzamiento y los valores de recombinacién se emplean para demostrar 
un orden definido de los genes o de los loci en serie en un cromosoma, y proveen de un indice 
de Ja distancia relativa entre cualesquier par de genes o de loci (Lander y Botstein 1989; 
Lorieux 1994; Knapp 1994). 

En sintesis, la construccién de un mapa por marcadores consiste, sucesivamente 

(Lorieux 1994), en: 
a) el cdlculo o estimacién de las distancias de recombinacién entre los marcadores, 
b) el establecimiento de los marcadores en grupos de ligamiento, y 
c) el orden de los marcadores en determinados grupos de ligamiento. 
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5.1.2 Elementos para un proyecto cartografico 
Desde las primeras décadas de este siglo, se ha teorizado acerca del uso de marcadores 

y de mapas de ligamiento genéticos para agilizar el proceso del mejoramiento vegetal, 
identificar y seleccionar “genes menores” ligados con “genes mayores”, discernir la 
contribucién de ciertas regiones del genoma a ciertos caracteres, etc. (Sax 1923). 

La cartografia con marcadores moleculares se fundamenta en la localizacién de 

ligamiento entre los marcadores (p.e., RFLP, SSR, STS, RAPD o AFLP) y los genes de interés. 

Tal ligamiento permitiria inferir la presencia de un gen de interés si se identifica tal o cual 

marcador en un locus en particular. Existen numerosos caracteres controlados por genes tinicos 

que son transmitidos frecuentemente de un reservorio genético (genetic background) a otro por 

los fitomejoradores (p.e., los genes que conferirian resistencia a patogenos) en numerosas 

generaciones. Los marcadores moleculares pueden auxiliar en la reduccién del nimero de 

generaciones por la seleccién precisa de s6lo aquellos individuos a quienes se hayan transferido 

el(los) caracter(es). 
Un gran nimero de caracteres son consecuencia de la accién conjunta de varios genes, 

denominados poligénicos 0 cuantitativos (p.e., en maiz, el rendimiento de grano o Ia tolerancia 
a sequia). En realidad, por ahora no se conoce en demasia acerca del némero, posicién 

cromosémica o efectos de interaccién de los genes que controlan tal expresién. A pesar de que 

la teoria y técnicas de la genética cuantitativa han demostrado ser ttiles en el estudio de los 

caracteres cuantitativos (Falconer 1960; Soller y Brody 1976; Tanksley et al. 1982; Edwards et 

al, 1987; Stuber 1992), éstos contintian siendo dificiles de manipular en los programas de 

fitomejoramiento. De discernirse los componentes genéticos individuales, podria ser posible 

manejarles con la eficiencia de los caracteres de genes tnicos. Los marcadores moleculares han 

demostrado ser una de las herramientas que servirian en la solucién de este problema (Ribaut 
et al. 1996; Hoisington et al. 1996; Groh et al. en prensa). 

Los objetivos de investigacion definen la estrategia experimental a seguir en un 
proyecto cartografico, teniendo en consideracién la importancia del caracter, la dificultad y el 
costo del escrutinio del mismo, asi como la ventaja estratégica de utilizar cierto tipo de 

marcadores moleculares en una determinada poblacién a generar. 
Construir un mapa de ligamiento para una especie en particular requiere, 

primeramente, del desarrollo de una poblacién en segregacién® a partir de una cruza entre dos 
plantas genéticamente diferentes para uno o més caracteres de interés, siendo una la fuente del 
caracter deseado (progenitor donador) y otra aquella a mejorar (progenitor recurrente) 
(Tanksley et al. 1989). Ya que una cantidad muy amplia de poblaciones puede generarse, 
escoger el tipo més adecuado dependeré de la resolucion que se desee tener y de la facilidad 
de generarla. Los aspectos esenciales que deben considerarse son: 

I. Polimorfismos moleculares entre progenitores. Es condicién imperativa que existan 

alelos diferenciables entre los progenitores. 

I. Selecci6n de la poblacién segregante. Debe generarse primero la poblacién que 

produciré segregacién en los loci deseados, para después construir el mapa de 

ligamiento. Existen diferentes tipos de poblaciones, cuyo desarrollo dependera del 
objetivo del proyecto: 

  

2 La segregacién genética es la separacién de los pares alélicos entre si, y su distribucién a diferentes 

células, normalmente en la meiosis o mitosis. Slo es observable en genotipos con pares heterocigéticos 

de alelos (Reiter et al. 1976). 
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Retrocruza (BCiF;**). Poblacién generada para recobrar lo mas posible del 
genotipo deseado al progenitor recurrente, luego de la introduccién de el{(los) 
gen(es) de interés del progenitor donador (Fig.7). Luego de varios ciclos de 
retrocruza, se obtienen plantas casi idénticas genéticamente al progenitor 
recurrente, con la excepcion de que los genes para el caracter “objetivo” han sido 
incorporados al genoma (Tanksley et al. 1989). Son utiles al emplearse 
marcadores dominantes (p.e., RAPDs o AFLPs) (Lorieux 1994; Gonzdlez-de- 

Leon et al. 1995). Mediante estas poblaciones, es posible discernir la frecuencia 

de recombinacién individual masculina de la femenina (deteccién de la 
frecuencia de recombinacién para uno solo de los gametofitos) (Lorieux 1994). 
Poblacion segregante filial 2 (F2). Generada por la autofecundacién de la 
generacion filial F; (Fig.7). Brinda informacién correspondiente a todos los 
genotipos segregantes posibles en un locus en particular (Lander et al. 1987; 

Beavis y Grant 1991). De tal suerte, las F; son sumamente informativas cuando 
se analizan con marcadores codominantes (p.e., RFLPs y SSRs), puesto que 
permiten detectar de manera mas acuciosa el ligamiento de los loci y el calculo 
de las recombinaciones totales de las meiosis del microgametofito y del 
macrogametofito (lo que no permitirfa una retrocruza) (Lorieux 1994). 
Lineas endogdmicas recombinantes (RILs*), A partir de ciertos individuos de 
una F2 se deriva una linea poblacional en (por lo menos) 5 a 6 generaciones por 
autofecundaciones sucesivas (Fig.7). Ya que las RIL contienen una combinacién 
diferente de bloques de ligamiento a partir de los progenitores originales, cada 
uno de los bloques ofreceria una base para el andlisis de ligamiento de uno (0 
varios) caracter(es) con uno (o varios) marcador(es). Supuestamente, poseen 
~100% de homocigosis, aunque se ha demostrado que ciertas regiones 
permanecen heterocigotas mayor tiempo del esperado (Burr et al. 1988; Burr y 
Burr 1991); luego de la endogamia de varias generaciones, se tendrian fijados 
pequefios bloques de ligamiento de los alelos del progenitor (Burr e¢ al. 1988). 
Los mapas generados a partir de este tipo de poblaciones poseen mayor 
resoluci6n que aquellos desarrollados por F2 o retrocruzas y permitirian la 
localizacién de loci de caracteres cuantitativos o complejos (QTLs). Revelan 
mayor infomacién que las retrocruzas para el estudio de distancias pequefias 
(<12.5 cM?’), pero no asi para distancias grandes; son utiles cuando se emplean 
mapas saturados (con un distribucion uniforme de grandes nimeros de 
marcadores en todo el genoma a estudiar). Con estas poblaciones es posible 
realizar un gran ntimero de mediciones para determinar caracteres 
cuantitativos, contrariamente a con una F,;—una sola medicién por planta. 
Lineas de haploides duplicados. Un haploide duplicado es definido como un 
organismo cuyas células gaméticas poseen dos conjuntos de cromosomas, 

ambos provenientes de una misma célula madre cuando se aplica un agente 

inductor de la poliploidia?* (p.e., quimicos: colchicina, acenapteno, cloruro de 

etilmercurio o sulfonilamida) a tejido meristemdtico (u otras fases de 

crecimiento de una planta) (Allard 1960). Las lineas derivadas de estos 

En inglés, Backcross. 
% En inglés, Recombinant Inbred Lines. 
6 En inglés, Quantitative Trait Loci. 
” ¢M, centimorgan. 
* Condicién de aquellas células y tejidos somdaticos, asi como individuos, que poseen tres (triploide), 

cuatro (tetraploide), cinco (pentaploide), o més conjuntos cromosémicos en vez de dos (como en los 

diploides) (Reiter et al. 1976). 
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organismos se genera por duplicacién del genoma: son homocigotas que, luego 

de sucesivas replicaciones en el campo, pueden brindar mapas enormemente 

precisos (Murigneux et al. 1993; Gonzélez-de-Leén 1995) (Fig.7). Al analizarse 

con marcadores dominantes, el método del célculo de las frecuencias de 

recombinacién es la misma que en una retrocruza, asi como la precision de tal 

calculo para uno solo de los genotipos a estudiar (Lorieux 1994). 
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BCIF1 
(AB)(BB) (AA)(BB) 

F2 RIL 
(AA)(AB) — (AA) (AB)? 

(BB) (BB)    

Fig.7. Esquema de las poblaciones sujetas a cartografia 

cromosémica, donde se muestran los genotipos (entre 

paréntesis) (Modificacién a Gonzalez-de-Leén et al. 1995). 

Tamajio de poblacion. Determinado por el ntimero de semillas y de marcadores 

disponibles, es importante establecer el nimero minimo de individuos a utilizar para 

conocer la precisién del cdlculo de las frecuencias de recombinaci6n que permitan 

construir un mapa fiable. Para la obtencién de resultados mas precisos, se aconseja 

analizar el mayor namero posible de individuos a fin de reducir el error estandar que se 

derive de las mediciones de los datos analizados (Hanson 1959). Usualmente, la 

progenie a evaluar se constituye de >100 individuos a fin de reducir el error estandar 

(Tanksley et al. 1989), aunque hay autores que consideran suficiente un nimero de 50 

(Helentjaris et al. 1986; Kochert 1989) (Fig.8). 
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Fig.8. Cociente del error estandar de la frecuencia de recombinacién (s,/r) en una 

retrocruza. Para los valores “mas factibles” de r (frecuencia de recombinaci6n), 

se calcula un cociente muy grande (n = 100); se aumenta cuando el tamafio n de 

la poblacion disminuye (# = 50) (Lorieux 1994). 

5.1.3 Analisis del ligamiento genético 
Una unidad de mapa (map unit, m.u.) se concibe como la relacin de la frecuencia de 

recombinacion entre los genes 0 los loci (Watson et al. 1987; Griffiths ef al. 1996); 0, un evento 

de recombinacién con una frecuencia de 1%. De comdn, es posible referir a una unidad de 

mapa como centimorgan (cM) (Haldane 1919; Griffiths ef al. 1996). 

Tedricamente, el grado de ligamiento entre dos loci depende de la frecuencia de 

recombinacién que entre ellos exista. La identificacién o manipulacién de alelos en un “locus 

objetivo” requiere ligamientos con los marcadores del orden de <5 cM y una distribucién 

uniforme de loci marcadores con intervalos de ~20 cM en todo el genoma (Tanksley 1983). 

El andlisis de la eventual cosegregacién entre dos marcadores determinados se realiza 

mediante pruebas estadisticas: la distribuci6n 4? (ji-cuadrada) y el LOD score. 

5.1.3.1 Distribucion x? 

La ji-cuadrada (x2) es una distribucion probabilistica que resulta de la suma de 

cuadrados de variables aleatorias independientes, cada una de las cuales tiene una 

distribucion normal estandar. 

Una variable aleatoria 7? se genera por la suma de variables aleatorias independientes 

normal est4ndar elevadas al cuadrado. Al namero de clases de variables independientes en la 

suma se les denomina grados de libertad, y son el parametro de la distribucién (Lorieux 1994). 

Este concepto resulta, en el andlisis estadistico de resultados experimentales, de relacionar el 

numero total de individuos observados en el experimento con una cantidad esperada. A esta 

cantidad contribuyen las clases componentes en el experimento, algunas de las cuales son 

variables, o libres, con respecto de sus nameros (Strickberger 1976). 

33



Revisién Bibhograftca 

Genéticamente, las clases esperadas 0 calculadas en los loci en segregacién (cocientes 
mendelianos) estarian en funcién del tipo de poblacién sujeta a estudio, asi como de los 
marcadores (codominantes o dominantes) utilizados (Tabla 7). Estas se contrastan con la 
segregacion observada: 

2 (Observado ~— Esperado y 

  
  

2= 1 
x ard Esperado, () 

2 

A IK Observado ~-Esperado ) -1/2| 
2= - - 2 

x x Esperado , 2) 

La ecuacién 1 deberd usarse para todos los grados de libertad mayores a 1, en tanto 

que la ecuacién 2 solamente cuando exista un solo grado de libertad. La reduccién de 1/2 del 

valor absoluto de la desviacién observado-esperado se conoce como la “correccién de Yates”, la 

cual se afade a las determinaciones de x2 cuando el mimero de cualesquiera de las clases 
esperadas es pequefia (Strickberger 1976). 

Una vez que se han verificado los marcadores y determinado los genotipos, se debe 
establecer el ligamiento de tales marcadores. Se calcula la significancia de Ia diferencia de las 
clases en segregaci6n en relacién con los grados de libertad que se contemplaron. Esto es, se 
efecttiia una prueba estadistica “t” de Student (Hayes e Immer 1942; Lorieux 1994). 

Posteriormente, se realiza el cdlculo de la distancia entre los dos loci ligados. El método 

mas simple es contar el ntimero de entrecruzamientos que ocurrieron en tal poblacién. Para 

calcular la distancia de recombinacién, simplemente se divide el ntmero total de 

recombinaciones detectadas por el nimero total de eventos meidticos. 
Tres consideraciones con respecto del uso de los valores de y2en genética (Gonzdlez-de- 

Leén et al. 1995): 

1. Usualmente, s6lo pueden aplicarse a las frecuencias numéricas, no a porcentajes 0 

cocientes derivados de frecuencias. 

2. No pueden ser, normalmente, utilizadas en distribuciones en las que el numero de 

individuos en cualquier clase sea menor a 5 —en cuyo caso, se debe utilizar la prueba de 

Fisher—. 

3. Ya que en la mayoria de los experimentos cartogrdficos se calculan cocientes de 

segregacién para muchos loci en el mismo conjunto de individuos, es necesario realizar 

correcciones para pruebas multiples.
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5.1.3.2 Prueba de LOD score 
E1 LOD score (log of the odds ratio, logaritmo del cociente de las diferencias) se interpreta 

como el logaritmo decimal del cociente de maxima probabilidad de ligamiento de dos 

hipotesis o estimaciones: 

  

Lys 

LOD mex = loss{ e(?) } 
et (fo) 

donde, 

r es el estimador de la probabilidad maxima de r; 

L_ . es la probabilidad logaritimica; 

e'(#) es la probabilidad maxima evaluada para 7; 

e“(ro) es Ja probabilidad evaluada cuando ro= 0,5; 

ro es el valor limite de ¢ para dos marcadores que segreguen independientemente; 

r es la frecuencia de recombinacién gamética. 

El hecho de que se utilice el logaritmo decimal del cociente de las diferencias entre dos 

loci_en particular se explica porque, de esta forma, se permite la simplificacién del calculo. 

El maximo registro LOD para un par de loci es la medida tradicional del ligamiento de 

dos puntos (Morton 1955). 

5.1.4 Andlisis multipuntual 
5.1.4.1 Analisis bipuntual 

El andlisis bipuntual es la determinacién aproximativa del orden lineal de dos 

marcadores heredados de manera conjunta en un grupo de ligamiento; se efectia en funcién 

de la frecuencia de recombinacion existente entre ambos (Lorieux 1994). 

Sise determina que tres loci (A, B y C) se encuentran ligados debido a la _segregacion 

conjunta, restaria establecer el orden que guardarian entre si (Fig.9). Suponiendo que tuviesen 

un orden ABC, se deberia verificar tal en funcién de Ia frecuencia de recombinacion entre los loci 

A-B, A-C y, finalmente, B-C. Cuando se sitta el orden, las distancias que median entre los loci 

deberian ser equivalentes al valor de Ja distancia de los puntos mas distantes entre si (Griffiths 

et al. 1996). 
Este tipo de anélisis presenta algunas limitantes: ‘ 

a) existe un cierto indice de error en la atribucion del orden de los grupos de ligamiento; y, 

b) las estimaciones de las frecuencias de recombinacién no alcanzan la maxima precisi6n 

—son aproximativas—. 
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Mapa basado en fa A B 

recombinacién A-B een amen 

Mapa basado en la A Cc 
recombinacion A-C : 

Mapa basado en la B Cc 
recombinacién B-C 

Mapa combinado Cc A B 

6 BU te I, 
a ,       

Fig.9. Esquema de posibles combinaciones de tres loci (A, B y C). Considerando que 
las distancias de mapa son aditivas, el cdlculo de las distancias A-B, A-C y B-C 

permitiria la posibilidad ejemplificada por la distancia B-C (Griffiths et al. 1996). 

5.1.4.2 Andlisis de tres puntos 
El andlisis de tres puntos aporta informacion suplementaria al ligamiento y orden de 

los loci, puesto que considera las dobles recombinaciones que podrian efectuarse (Lorieux 
1994; Griffiths et al. 1996). 

En supuesto que tres loci (A, B y C) estén ligados, existiria la posibilidad de una doble 
recombinacién: una entre A y B, y una entre B y C. Asi, las hipotesis del orden de los loci serian: 
ABC (0 CBA), ACB (0 BCA), 0 CAB (0 BAC). Luego de los cdlculos de probabilidad maxima de 
cada uno de los érdenes, asi como de las clases de dobles recombinantes y del logaritmo 
decimal del cociente de probabilidad de dos ordenes (LOD score), no es posible favorecer a una 
de las hipdtesis. Morton (1955) establecié la ausencia de superioridad de una hipstesis sobre 
otra, a menos que el LOD score fuese superior o igual a 3. 

5.1.4.3 Analisis de m puntos 
EI anélisis multipunto (o multipuntual o de m puntos) brinda gran precisién al 

establecer el orden global de los loci considerando las recombinaciones miiltiples. Se calculan 
bastantes marcadores al mismo tiempo para recolectar la informacién meiética que aportan 
los marcadores adyacentes en lo que respecta a eventos de recombinacion y establecer el orden 
que guardan entre si (Lorieux 1994). Es evidente que el nimero de clases de segregacién 
aumenta raépidamente con el nimero de marcadores estudiados simulténeamente: para m 
marcadores, existen m!/2 6rdenes posibles (Tabla 7). De aqui la necesidad de utilizar 
herramientas informatico-estadisticas. 
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Tabla 7. Tipos de poblacién, clases de marcadores, cocientes de 
segregacién y clases de ordenes posibles 

Cocientes de segregacién 
  

  

Poblaci6n Marcadores Marcadores Numero de 
codominantes dominantes clases en 

(A: H: B)* (C:D)* segregacion 

BC 0:1:1(€:1) 1:1 Qn 

. F2 1i2:1 3:161:3 gm 

RIL 1:0:10:)) 1:1 Qn 

DH 1:0:1(:1) 1:1 am 
  

* A, progenitor A homocigoto (genotipo AA); B, progenitor B 

homocigoto (genotipo BB); H, heterocigoto (genotipo AB); D, 

marcador dominante, progenitor A (genotipo AA, AB); C, 

marcador dominante, progenitor B (genotipo BB, AB) 
(Lorieux 1994, Gonzélez-de-Leén et al. 1995). 

5.1.5 Funciones cartograficas 
Toda vez que se hayan establecido las frecuencias de recombinaci6n entre los diferentes 

loci, es necesario determinar la influencia de los eventos de entrecruzamiento (crossing-over) 

durante la meiosis con objeto de obtener una medicién mas precisa de la distancia genética 

entre los loci. La distancia genética entre dos loci es el ntimero medio de recombinaciones 

meidticas ocurridas entre tales loci (Lorieux 1994). 

5.1.5.1 Funcién de Haldane 
La funcién de Haldane asume la interferencia negativa —léase, no interferencia— de 

dos loci en el calculo de la distancia de mapa (Haldane y Waddington 1931). En la mayoria de 

los organismos, la existencia de un evento de recombinacién entre dos loci disminuye la 

probabilidad de que suceda otro entrecruzamiento en regiones adyacentes en el mapa de 

ligamiento. Por lo tanto, las frecuencias de recombinacién calculadas para tal par de loci 

adyacentes no sera igual a aqueila calculada para los dos loci distales (Gonzalez-de-Leén et al. 

1995) (Fig.10). 
Contemplando esto, se emplea una funcién cartografica para que el cdlculo de la 

probabilidad de un crossing-over entre dos marcadores sea proporcional a la distancia que les 

separa. Tal es el caso de la funcién de Haldane (Haldane 1919), 

r(x)= (1 -¢**) 

donde, 

x = valor de la distancia cartografica entre dos loci (expresado en centiMorgans), considerando a 

r como la frecuencia de recombinaci6n en la hipétesis de no interferencia. 
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Fig.10. Diagrama que representa la ubicacion hipotética de tres loci. Esto 
es, de cartografiarse tres loci adyacentes A, B y C, el cdlculo de la 
distancia (en funcién de la frecuencia de recombinacién) para el intervalo 
A-B, y de aquel para B-C no sera, generalmente, igual al estimado para A- 
C (Lorieux 1994; Gonzalez-de-Leén et al. 1995). 

5.1.5.2 Funcién de Kosambi 
La interferencia positiva —léase, interferencia— supone que la probabilidad de que 

ocurra un evento de recombinacién en un segmento cualquiera depende de que otro 
entrecruzamiento suceda en otra region. Por consiguiente, es atribuible un valor al coeficiente 
de coincidencia, c. Este es el cociente del mimero real de recombinaciones sobre el namero 
tedrico calculado bajo la hipdtesis de ausencia de interferencia. Si se considera al valor de c 
como proporcional a la frecuencia de recombinaci6n (r) y si se estima que la interferencia varia 
segun la especie, los cromosomas y las regiones cromosémicas, entonces resulta una relacién 
que permite la interferencia nula para r= 0.5.Asi, se tiene la funcién de cartografia de Kosambi: 

~ Ath 
hae = 

14+ 4nr, 

En conclusion, el “nivel de confianza” que se guarde con respecto de la construccién de 
un mapa de ligamiento genético estara determinado por el tamafio y tipo de la poblacién 
sujeta a estudio, por las hipétesis emitidas sobre la genética de la planta, por el ntmero y tipo 
de marcadores utilizados —asi como del modo de segregacién, sea codominante o 
dominante— y, finalmente, por los algoritmos usados en la determinacion del orden de los 
marcadores y de las distancias genéticas relativas (Fig.11). 
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Fig.11. Relacion entre la frecuencia de recombinacién entre dos loci y 
la distancia genética, calculadas con dos de las funciones 
cartograficas mas utilizadas: aquellas de Haldane y Kosambi. La 
funcién de Kosambi brinda un mapa “mas compacto” que el de 
Haldane (Lorieux 1994). 

El uso de tal o cual funcion cartografica dependera de la eleccién del personal, pues no 
existen directrices o razones por las cuales un autor cientifico haya empleado una en 
especifico. Aun més, se ha argitido que éstas conducen a la contraccién o expansién del mapa 
y, por tanto, no debieran usarse (Gonzdlez-de-Leon et al. 1995) (Fig.11). 

Todos los algoritmos actualmente desarrollados estén construidos en el supuesto de 
que los marcadores siguen una segregacién mendeliana. Esto podria conducir a errores cuando 
se analizasen marcadores con segregacién no mendeliana y a distorsiones de segregacién 
(Lorieux 1994), 
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5.2 Diversidad genética del maiz tropical y subtropical 
5.2.1 Consideraciones generales 
5.2.1.1 Maiz (Zea mays, L.) 
EI maiz es el tercer cereal mds importante en el mundo, luego del arroz y el trigo. Aparecié ca. 
9,000 afios en la region definida como Mesoamérica, en un ecosistema de tierras montafiosas 

altas (superior a los 1500 m), con inviernos frios alternados con lluvias veraniegas. Tal regién 
es reconocida como el centro de origen, domesticacién y diversidad genética del maiz 
(Wellhausen ef al. 1951). 

La clasificacién filogenética mas aceptada de la variacién genética en maiz es aquella 
que les divide en razas (Wellhausen et al. 1951; Wellhausen 1988), con nombres mexicanos 
(indigenas y castellanos) comunes en la regién donde se le cultiva. Se considera a una raza 
como un “grupo de individuos relacionados por medio de suficientes caracteristicas en 
comtn, de modo que se les permita reconocer como un grupo” (Wellhausen et al. 1951). 

Los factores involucrados en la tremenda diversidad del maiz en México son: 1) 
presencia actual de razas primitivas o antiguas; 2) influencia de variedades exdticas de paises 
de América del Sur en diferentes épocas de la historia del cultivo; 3) cruzas naturales con el 
teocintle, introduciendo nuevas caracteristicas y variaciones; 4) geografia y orografia; 5) 
selecci6én humana; e, 6) introgresion paulatina (Wellhausen et al. 1951; Castillo-Gonzélez 
1994). 

Aunados a los estudios de diversidad genética se encuentran los del origen y filogenia. 
El proceso evolutivo del maiz no es del todo claro, puesto que no existen formas intermedias 
entre el maiz silvestre y las mds de 50 razas criollas de maiz que han evolucionado bajo 
seleccion dirigida en México durante los ultimos 6,000 afios (Wellhausen et al. 1951; Doebley 
1990b; Castillo-Gonzalez 1994). Las hipétesis mas difundidas del origen son: 
a) procedencia de una forma silvestre de maiz, y 
b) evolucién de una forma silvestre de teocintle o de un ancestro desconocido, 

El maiz es una de la plantas mas utilizadas en investigacién debido a su importancia 
economica, agronémica, modo de reproduccién y por la cantidad de informacién genética 
disponible. Hasta ahora, es una de las plantas mejor caracterizadas desde el punto de vista 
genético y citogénetico. 

5.2.1.2 Teocintle (Zea luxurians, L.) 
Planta sumamente relacionada con el maiz en cuanto a ciertos caracteres se refiere 

—evidenciado especialmente por su habilidad para cruzarse con éste cultivo—, el teocintle 
esta adaptado a regiones elevadas de temporal en México y América Central (Wilkes 1967). El 
nombre Nahuatl teocintle se asocia con la poblacién anual (Zea luxurians, raza Guatemala) que 
crece de manera silvestre en la region suroriental de Guatemala. 

Para propésitos de conservaci6n y utilizacién, las variaciones naturales en el teocintle 
pueden caracterizarse ya sea por descripciones ecogeograficas de razas para poblaciones in 
situ (Wilkes 1967) o por clasificaciones taxonémicas (Wellhausen et al. 1951). Los usos mas 
importantes de esta planta son como cultivo forrajero y en investigaciones sobre la evolucién 
del maiz, aun cuando se ha comprobado que es una fuente de caracteres para el mejoramiento 
del maiz (Goodman 1988; Cohen y Gallinat 1984), 

5.2.2 Estudios de la diversidad genética 
La clasificacion de las plantas cultivadas no ha progresado de igual manera que 

aquella de las especies naturales. Las razones principales estriban en la clase de variacién 
encontrada en las dos categorias de plantas. En la naturaleza, la variacién es generalmente 
discontinua y las especies naturales, por lo regular, han llegado a estar separadas por 
diferencias morfolégicas bien definidas. Por el contrario, en las especies cultivadas una 

variacién discontinua es, mds frecuentemente, la excepcién a la regla. De comtin, no existen 
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lineas definidas de demarcacién entre las variedades o razas que componen un género 

cultivado. Ello ocurre especialmente cuando la variacién es en su totalidad intra-especifica. 

Esto es casi inevitable cuando la especie es ademas de tal naturaleza que se generan 

normalmente cruzamientos naturales acompafiados de un continuo intercambio de plasma 

germinal (Wellhausen e¢ al, 1951). 

5.2.2.1 Marcadores morfolégicos 

Los primeros estudios en maiz se relacionaron con numerosas caracteristicas, 

incluyendo color, textura, y tipo de endospermo, y coloracién de aleurona. Se concluy6 que la 

herencia de caracteres se rige de manera mendeliana (East y Hayes 1911). Las investigaciones 

sobre ligamiento giraron en torno de unos cuantos genes (Collins y Kempton 1920), 

definiéndose el orden lineal y la posicion en un mapa. Posteriormente, se construyeron mapas 

de ligamiento con caracteres morfologicos (Rhoades 1936). Durante décadas, la clasificacion 

de las diferentes razas de maiz y de teocintle se condujeron en funcién de estudios 

taxonomicos (Wellhausen et al. 1951; Bird y Goodman 1978) y geograficos (Brandolint 1968). 

5.2.2.2 Estudios citolégicos 
Los estudios citolégicos proveyeron de un vasto caudal de conocimientos mediante el 

estudio de las diversas fases de la mitosis y la meiosis, mediante numerosas técnicas de 

tincién y microscopia. Se destacan: la individualizacién de los cromosomas de maiz en 

paquiteno y anafase (McClintock 1929); el entrecruzamiento genético (McClintock 1931; 

Creighton y McClintock 1931); translocaciones reciprocas, inversiones y supresiones 

(McClintock 1931); evidencias de los quiasmas como puntos de entrecruzamiento (Beadle 

1932); divisibilidad de los centrémeros (McClintock 1932). Se establecieron mapas citolégicos, 

clasificaciones y constituciones cromosémicas del maiz y teocintle segian el ntimero y 

distribucién de nodos cromosémicos (McClintock 1978; McClintock et al. 1981; Kato 1984). 

5.2.2.3 Marcadores bioquimicos (isoenzimas) 

Las isoenzimas se han utilizado en maiz para estudios de variacién genética, asi como 

en ntimerosos estudios genéticos, evolutivos y taxonémicos (Smith et al. 1985; Doebley et al. 

1984, 1987). Han sido utiles en la identificacién de variedades (Goodman et al. 1980), en la 

determinacién de la composicién genética de poblaciones y en la relacion de loci marcadores 

con caracteres cuantitativos. Sin embargo, este tipo de marcadores no representa a la totalidad 

del genoma del maiz. 

5.2.2.4 Marcadores moleculares 
La cartografia de maiz por marcadores RFLP se ha beneficiado de una enorme 

variacion en el genoma, un gran ntimero de sondas disponibles y de la cartografia comparada 

(Helentjaris 1987; Helentjaris et al. 1986,1988; Burr et al. 1988; Hoisington 1989). 

Los anélisis moleculares por RFLP (Doebley y Stec 1993) muestran una compleja 

relacién en poblaciones F2 provenientes de la cruza entre maiz y teocintle: QTLs mayores en 6 

brazos cromosémicos, numerosos QTLs menores en 5 brazos adicionales, e incremento de 

tendencias maizoides para 8 caracteres por alelos correspondientes al teocintle. En adicién, se 

han realizado estudios de evolucion entre el maiz y el teocintle (Doebley 1990a,b). 

La utilizacion de los RAPD (Welsh y McClelland 1990a,b; Williams et al. 1990) 

principalmente se ha enfocado al estudio dei ligamiento en regiones cromosémicas y de 

cartografia del maiz, y no del teocintle (Tadmor e¢ al. 1995). 
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5.2.2.4.1 Microsatélites 
Actualmente, se ha analizado el grado de variacién en secuencias microsatélites para 

determinar la genealogia entre el maiz y el teocintle, ubicar regiones hipervariables o de alta 

recombinaci6n, y establecer relaciones filolégicas y huellas genéticas (Phelps et al. 1996; Bird et 

al. 1997 Mladenovic-Drinic y Konstantinov 1997; Smith et al. 1997). 

Ensayos de ascendencia en genealogia en secuencias utilizando secuencias 

microsatélites especificos para el locus Adh2 fundamentan el anilisis de diferenciacién 

molecular entre el teocintle (Zea mays ssp. mexicana) y el maiz (Zea mays, L.) (Goloubinoff et al. 

1993). Igualmente, el andlisis conjunto de secuencias en los loci Adh1, Adh2, Sh1 y O2 proveen 

datos para identificar la edad de divergencia para el maiz. 
El andlisis de diversos alelos de maiz y de algunas accesiones de teocintle (Zea 

diploperennis y Zea perennis) demuestra variaciones de numero en secuencias microsatélites 

(CCA)n y en secuencias flanco (Phelps et al. 1996). 

Segiin trabajos recientes sobre la diferenciacién genética del maiz, existen en la 

actualidad alrededor de cuarenta y nueve razas de maiz mexicano, las cuales tienden a 

dividirse en varios grupos (Castillo-Gonzdlez 1994). Algunos de éstos muestran una 
distribucién geografica que coincide con la de ciertos grupos culturales. 

Siendo un complemento a los importantes trabajos de descripcién previos, el empleo de 

técnicas de marcaje molecular permitira conocer con més detalle las relaciones de la formas de 
la diversidad genética del maiz, asi como explicaciones sobre el origen de esa diversidad, al 
brindar informacién indirecta del genoma y permitir, asi, un aprovechamiento mayor de tal 
diversidad.
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Materiales y Métodos 

1- ESTABLECIMIENTO DE LAS CONDICIONES OPTIMAS DE LA REACCION EN 
CADENA DE LA POLIMERASA 
1.1 Determinacién de parametros 
1.1.1 Reaccién en cadena de la polimerasa 

El establecimiento de las cantidades precisas de cada reactivo para la amplificaci6n de 

las regiones de secuencia simple se fundamento en diversas fuentes bibliograficas (Saiki et al. 

1985, 1988; Saiki 1989a,b; Higuchi 1989; Gelfand 1989; Mullis 1989; Newton y Graham 1995), 

a partir de las cuales se realizaron ajustes experimentales de las concentraciones 6ptimas de la 

polimerasa Taq del ADN, iniciadores y cloruro de magnesio para la optimizaci6n de la 

reaccion (Tabla 8). [Nota: para informacién y detalles referentes a las compafifas comerciales 

que manufacturan los reactivos utilizados, asi como los aparatos mencionados, ver Anexo 1] 

Tabla 8. Optimizacion de los parametros de Ja PCR 
  

  

Reactivos Concentraci6n/ Concentracién/cantidad final 
cantidad stock 

ADN genomuco 5ng/pl 20 ng/pl, 25 ng/ ul, 30 ng/ il, 
35 ng/pl, 40 ng/pl 

Iniciadores 2 uM 0.3 uM, 0.4 uM 

Polimerasa Taq del ADN 5U/ul 06U,1U,15U 

Solucién amortiguadora para Taq 10x 1x 
Cloruro de magnesio 50 mM 2.5 mM, 4.5mM, 5 mM, 5.5 mM 

Glicerol 100% 10% 
Desoxioligonucledtidos 10 mM* 50 uM, 100 pM, 200 pM* 

(dATP, dGTP, dCTP, dTTP) 

* Concentraciones correspondientes a cada uno de los dNTPs. 

Inicialmente, se utilizaron muestras de ADN genémico correspondientes a las lineas de 

maiz B73, Mo17, y CML247 en las numerosas evaluaciones para el establecimiento de las 
cantidades y concentraciones de cada reactivo a fin de estandarizar la técnica. 

Distintos volimenes de reaccién se probaron para obtener cantidades totales de 15 pl, 

20 ul, 25 pl. Todas las reacciones fueron preparadas bajo condiciones estériles en una campana 
de flujo laminar. 

Los estudios de polimorfismo en secuencias microsatélites en un’ panel de progenitores 

y en poblaciones en segregacién [ver abajo} se hicieron con reacciones de 20 pl: 5 pl ((25 ng 

final]) de ADN genémico; 3 pl ([0.3 4M final]) de cada iniciador; 0.2 pl ({1U final]) de la 

polimerasa Tag del ADN; 1.6 pl ([0.2 mM _ final]) de cada uno de los cuatro 

desoxioligonuclestidos (dATP, dGTP, dCTP, dTTP); 1.5 wl (Ix final) de solucién 

amortiguadora para la enzima polimerasa Taq del ADN; 0.75 ul ([2.5 mM final]) de cloruro de 

magnesio; 1.5 1] (10% final) de glicerol; 1.53 ul de agua bidestilada; y 15 il de aceite mineral 
para cubrir cada muestra de reacci6n. 

En la exploraci6n de polimorfismo en secuencias microsatélite en maiz tropical y 

subtropical se evalué la separacion y diferenciacién de bandas correspondientes a la mezcla de 

distintos productos de reaccién (bulking) en un solo pozo [ver abajo]. Las reacciones de 30 yl 

comprendieron: 5 il ([25 ng final]) de ADN genémico; 4.5 ll ([0.3 1M final]) de cada iniciador; 

0.2 ul ([1U final]) de polimerasa Taq del ADN; 2.4 pl ({0.2 mM final]) de cada uno de los 

cuatro desoxioligonucleétidos; 3 pl (1x final) de soluci6n amortiguadora para la polimerasa 

Taq del ADN; 1.5 pl ([2.5 mM final]) de cloruro de magnesio; 3 pl (10% final) de glicerol; 5.9 \l 

de agua bidestilada; y 25 yl de aceite mineral para cubrir cada muestra de reacci6n.
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1.1.2 Temperaturas de ensamblaje 
Inicialmente, los disefios de programas para la amplificaci6n por PCR contemplaron 

varias temperaturas de ensamblaje: 55°C, 59°C, 60°C, 62°C, 65°C (Tabla 9). Se utilizaron dos 

termocicladores tipo ERICOMP® TwinBlock®System Easycicler®Series, para todas las PCR. 

Los resultados de amplificacién determinaron usar los programas SSR60 y SSR62, 

cuyas temperaturas de ensamblaje concordaron con aquellos intervalos térmicos publicados. 

Las temperaturas de ensamblaje para el resto de los pares de iniciadores se infiris de la 

longitud similar que guardaban entre si todos los iniciadores. 

Tabla 9. Disefio de programas para la PCR en termociclador ERICOMP® 

PROGRAMAS CICLOS TIEMPO TEMPERATURA 

  

  

  

  

  

(min) CeO) 
SSR 55 1 2 93 

1 93 
30 2 55“ 

2 72 
1 5 72 
1 * 15 

SSR 59 1 2 93 
1 93 

30 2 594 
2 72 

1 5 72 
1 * 15 

SSR 60 1 2 93 
1 93 

30 2 60* 
2 72 

1 5 72 
1 * 15 

SSR 62 1 2 93 
1 93 

30 2 62“ 
2 72 

1 5 72 
1 * 15 

SSR 65 1 2 93 
1 93 

30 2 65“ 
2 72 

1 5 72 
1 * 15 
  

«Temperatura de ensamblaje. 

* Tiempo indefinido, pero menor a 24 h. 

45



iViAieriaes: y iMieroados 

1.1.3 Electroforesis y deteccién 
La electroforesis de los productos de reaccién (10-12 pl de volumen de muestra + 3 ul 

de 5XSGB) y de un marcador referencial estandar (9-12 1 de 6X174/Haelll+ 3 j1l de 5XSGB?9) 

se efectuo en geles de agarosa al 3% (Sambrook et al. 1989; Voet y Voet 1990; Hoisington et al. 

1994) utilizando una proporcién 1:1 de agarosas de alta pureza METAPHOR y SEAKEM LE 

(o NUSIEVE). Los geles se usaron tres veces mediante el procedimiento siguiente: cinco 

lavados con agua destilada (10 minutos cada uno), disolucion por calentamiento; y, ajuste del 

peso con agua destilada hasta igualar al original. 
Los geles de agarosa tuvieron un tamafio aproximado de 25x20 cm (largo x ancho) y 

espesor de 1 cm. Las condiciones de electroforesis fueron: 100-150 mA (90-120 V) iniciales y 

100-200 mA (100-120 V) finales. Los geles se corrieron en 270 mi de solucién amortiguadora 

1X TBE (Saghai-Maroof et al. 1984; Hoisington et al. 1994), por un periodo de 4-6 horas. 

Con objeto de mejorar la resolucién de las bandas de los productos de reaccién (10.0 ul 

de volumen de muestra + 3 pl de 5XSGB) y de un marcador de referencia estandar (9.0-12 ul 

de 6X174/Haelll + 3 pl de 5XSGB), se realizé la electroforesis en geles de poliacrilamida al 6%. 

La proporcion de acrilamida y Bis-acrilamida fue de 19:1 6 29:1, usando como catalizadores 

de la polimerizacién al persulfato de amonio al 25% (p/v) y 65 ul de TEMED (N,N,N’,N'- 

Tetrametiletilenediamina) (Sambrook et al. 1989; Voet y Voet 1990). 

Los geles de poliacrilamida tuvieron un tamafo aproximado de 22x20 cm (largo x 

ancho) y espesor de 0.75 cm. Las condiciones fueron: 30-75 mA (60-100 V) iniciales; 50 6 60- 

120 mA (120-150 V) finales; por un perfodo de 4-7 horas. 

La concentracién apropiada de los geles de agarosa y poliacrilamida para separar los 

productos de la PCR se seleccioné conforme a la Tabla 10. 

Tabla 10, Seleccién de la concentracién en dos sistemas de geles (agarosa 

y poliacrilamida) para la separaci6n de productos de PCR 
  

  

Tamafo de los Concentraci6én de Concentracién de 

fragmentos agarosa* % (p/v) poliacrilamida* % (p/v) 

(pb) (formato horizontal) (formato vertical) 

500-1000 1.8 3.5 

150-700 2.0 4.0 

100-450 3.0 6.0 

70-300 4.0 8.0 

40-130 5.0 * 10.0 
  

*Con amortiguador 1X TBE (Tris base 89 mM; Acido Bérico 89 mM; EDTA 2 mM), pH 8.3. 

Los geles, ya fuesen de agarosa o poliacrilamida, se sometieron a tincion con una 

solucién de bromuro de etidio (1 g/ml) durante 10-30 minutos, y a uno o dos lavados con 

agua destilada (de 10 minutos cada uno). Los fragmentos de ADN se visualizaron con luz 

ultravioleta sobre un transiluminador de luz UV, y se fotografiaron sobre pelicula fotografica 

Polaroid® 667, con una abertura del diafragma de 4.5-5.6, y un tiempo de exposicién de 1.0- 

1.5 segundos (Sambrook et al. 1989; Hoisington et al. 1994). [Nota: para informacion y detalles 

referentes a las compafiias comerciales que manufacturan los reactivos utilizados, asi como 

los aparatos mencionados, ver Anexo 1] 

  

2 En inglés, Sample Gel Buffer: Tris 50mM pH 8.0; EDTA 5 mM pH 8.0; Sacarosa al 25%; 2 mg/ml de sal 

sédica de azul de bromofenol; 2 mg/ml de xilencianol (opcional); y agua destilada (c.b.p. 50 6 100 ml). 

3% 5X TBE: Tris-Borato 0.45 mM; y EDTA 10 mM. 
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2- ANALISIS DE LOS POLIMORFISMOS EN SECUENCIAS MICROSATELITES 
2.1 Cartografia 

Al establecer las condiciones éptimas de la PCR, se utilizaron algunos iniciadores 

microsatélite elegidos de la totalidad del conjunto (Tabla 11), los cuales fueron: gpcl(nc005), 
mz-pdk1 (nc012), niz-glb1, mz-tpid (nc030), mz-adh2n(nc005), mz-gpal, phi001, phi008, phi022, 
phi034, phi064, phi065, pli085, phi096. Se supuso que eran representativos de los demas 
iniciadores, puesto que poseian longitud similar (~20 nucledtidos) y compartian intervalos de 
temperatura para los diferentes ciclos. 

Para la deteccién de polimorfismos en secuencias microsatélites en el panel de 
progenitores, se utilizaron pares de iniciadores cuyas secuencias fueron recientemente 

descubiertas y publicadas (Senior y Heun 1993; Senior y Chin 1995; Taramino y Tingey 1996; 

MaizeDB?! y GenBank*?), Las designaciones de los iniciadores microsatélites, son: nc007, 

nc009, phi001, phi006, phi008, phi0l4, phi015, phi016, phi017, phi022, phi031, phi034, phi056, 
phi057, phi059, phi062, phi063, phi064, phi065, j1i070, phi071, phi072, phi073, phi074, phi075, 
phi077, phi082, phi083, phi084, phi085, phi092, phi095, phi096, phil13, phill4, phil15, mz- 
glbl, mz-gpal, gpel(nc005), mz-pak1 (nc012), mz-tpi4(ne030) y mz-adh2n(nc004). 

Las secuencias, tipo de repeticion, locus — correspondiente a la designacién de los sitios 
en el genoma que se identifica—, bin —localizacién aproximada del marcador en una regién 
del cromosoma de maiz—, y caracteristicas (longitud, peso molecular, temperatura tedrica 

Optima de ensamblaje, longitud hipotética del producto de reaccién) de cada uno de los 

iniciadores se enlistan igualmente en la Tabla 11. 
La herencia de los polimorfismos en las secuencias microsatélites de las poblaciones en 

segregacién se analizé con un grupo especifico de marcadores para cada una. La seleccién de 
los iniciadores se decidié en funcién del polimorfismo que revelaron en el estudio sobre el panel 
de progenitores. 

2.2 Diversidad genética del maiz tropical y el teocintle 
En el examen inicial del estudio de variacién genética en distintas accesiones de maiz 

tropical y subtropical se utiliz6 un conjunto de secuencias microsatélite que fuesen 
representativos (Bird et al. 1997; Robert McK Bird, comunicacién personal). Estas son: phi001, 
phi015, phi022, phi031, phi034, phi064, phi065, yhi072, phi077, rhi083, phi085, phill4, gpcl y 
mz-adh2n. Las condiciones de reaccién se siguieron como aquellas establecidas para el estudio 
cartografico poblacional. 

3! MaizeDB: http:/ /www.agron.missouri.edu/query.html 
2 GenBank: http:/ / www2.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/query_form.html 
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Materiaies y ivietoaos 

3- CARTOGRAFIA 
3.1 Establecimiento del polimorfismo microsatélite 

Las lineas y poblaciones de maiz tropical (Zea mays, L.) utilizadas para el andlisis de 

los polimorfismos en secuencias microsatélites han sido empleados en otros proyectos de 

investigacion en el Laboratorio de Genética Molecular Aplicada del CIMMYT (Tablas 12 y 13). 

Incluyen progenitores de variedades de los estudios de resistencia a los insectos SWCB* y 

SCB34; CML131xCML67 (Groh et al., en prensa) y Ki3xCML139 (Khairallah et al., en prensa); 

en seleccién facilitada por marcadores*® para resistencia a los insectos SWCB y SCB: 
CML67xCML204 (Hoisington ef al. 1996); intervalo antesis-florecimiento masculino 

(estigma)36: Ac7643ssxAc7729/TZRWes (Ribaut et al. 1996); en seleccién facilitada por 

marcadores®” para ASI: Ac7643ssxCML247 (Jean-Marcel Ribaut, comunicaci6n personal); y, en 

resistencia a la pudricién de mazorca causada por Fusarium moniliforme (Programa de Maiz 

del CIMMYT). En adicién, se eligieron variedades élite de maiz clasicos de zona templada 
como testigos (B73 y Mo17) (Beavis y Grant 1991; Senior e¢ al. 1995). 

Aquellos progenitores entre los que se distinguiesen polimorfismos genéticos con 

diversos iniciadores microsatélite serian seleccionados para, posteriormente, evaluar la 

herencia de tales polimorfismos en secuencias microsatélites sobre las correspondientes 
poblaciones en segregacion. 

Las muestras de ADN de los progenitores y de los sujetos de experimentacién de las 
poblaciones segregantes de maiz se encontraban previamente extraidas (Hoisington et al. 

1994), seleccionandose al azar veintisé¢is individuos como muestra de cada poblacién, es decir 
entre el 5 y 14% (Tabla 13). 

3.2 Estudio del polimorfismo de las poblaciones en segregacién 
Previo al andlisis de polimorfismo de secuencias microsatélites, se verificé la calidad de 

las muestras del ADN de los materiales vegetales a emplear. Sélo una de todas las muestras 
poblacionales (CML67xCML204) se encontraba con un severo indice de degradacion del 
material genético, lo que la hacia inservible para cualquier anilisis. 

Las cruzas de progenitores que presentaron el mayor polimorfismo genético y de cuyas 
poblaciones generadas se poseia un mapa de ligamiento genético, fueron: Ac7643s5 x 
Ac7729/TZRWes (P42xP48), Ac7643ssxCML247 (P42xCML247), Ki3xCML139,_ y 
CML131xCML67. 

* En inglés, South Western Corn Borer, barrenador grande del maiz (Diatraea grandiosella). 
4 En inglés, Sugar Cane Borer, barrenador de la cafia de azticar (Diatraea saccharalis). 
% En inglés, MAS: Marker Assisted Selection. 
% En inglés, ASI: Anthesis-Silking Interval. 
37 En inglés, MAS: Marker Assisted Selection. 
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Tabla 12. Resumen de caracteristicas de los progenitores de maiz 
  

  

Progenitores Genealogia (Pedigree) Descripcién 

Ki3 Ki3-7-b1-b1#b1 Tropical tardio, susceptible a 
SWCB! y SCB2 

CML139 Mp78 518-15-b1-b1#b1 Intermedio subtropical, 

resistente a SWCB y SCB 

CML131 P42c4F226-1#2-1-1#b1#bi- — Intermedio subtropical, muy 

3-b1-b1#b1 susceptible a SWCB y SCB 

CML67 [AntGp2-5#1/ Ant38586-1]- Tropical tardio, muy 

: 6-b1-4-2-5-b1-b1#b1 resistente a SWCB y SCB 
CML204 [7794]-SELF-4-1-S9-1-4-7-4- Tropical tardio, muy 

5-b-b susceptible a SWCB 

Ac764355 (P42) Tropical tardio, ASP largo 

Ac7729/TZRWss (P48) teens Tropical tardio, ASI corto 

CML247 (P24F119*P24F54)-6-4-1-1- — Tester4 con gran capacidad 
BB-f combinatoria, altamente 

susceptible a sequia 

3T B.P.R.L. BA90 39-1-2-1-#2-3 Valles altos, resistente a 
Fusarium moniliforme 

5T ((CH88R 296x1297) x 
(BA8785 MH10-1-1-4TL))-1- Idem 
2-B-#1-2 

18B Pob. 800 C5 HC37-2-1-1-2-B Valles altos, susceptible a 

Fusarium moniliforme 

20B Pob. 85 C4 HC 142-5-8-1-2-B Idem 

B73 B73-b1#b1 Cultivar del Corn Belt 

Moi7 Mo17 Cultivar del Corn Belt 
  

1SWCB: South Western Corn Borer, Barrenador grande del maiz (Diatraea grandiosella). 

2SCB: Sugar Cane Borer, Barrenador de la cafia de azticar (Diatraea saccharalis). 

3ASI: Anthesis Silking Interval, Intervalo antesis-florecimiento masculino (estigma). 

4 Cultivar “probador” o control. 

Tabla 13. Relacién del material vegetal utilizado en estudios de polimorfismo en 
secuencias microsatélite entre cruzas seleccionadas 
  

  

Cruzas Tipo de Tamatio de Individuos empleados en los 
Poblacién Poblacion estudios 

RFLP SSR % 

Ac7643g5 x Fa 234 234 26 11 

Ac7729/TZRWs5 

Ac7643s5 x CML247 Fo ~200 ~200 26 ~13 

Ki3xCML139 Fo 475 475 26 5 

CMLI131xCML67 Fy, RIL 190 190 26 ~14 
CML67xCML204 BOF, 200 200 _ _ 
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Con objeto de evaluar la herencia de los polimorfismos en secuencias microsatélite 

sobre las correspondientes poblaciones en segregacion, se seleccioné un grupo de iniciadores 

microsatélites (especificos para cada una) para la amplificaci6n via PCR. Tal seleccién fue 

conducida en funcién de los resultados obtenidos en la criba de polimorfismo de secuencias en 

microsatélites en el panel de progenitores. 

3.3 Construccién de los mapas de ligamiento genético 
Los resultados obtenidos de la segregacién de los polimorfismos en secuencias 

microsatélites en las muestras poblacionales, visualizados en las placas fotograficas, fueron 

introducidos en el programa denominado “Hypercard Map Data” versién 1.5 (Hoisington y 

Gonzalez-de-Leén 1993), a los diferentes archivos de informacién genotipica de cada cruza y 

poblacion de estudio ya existentes. Se les transfiris al programa “MapMaker” versién 2.0 

(Lander et al. 1987), para incorporarles en los mapas de ligamiento correspondientes. Los 
mapas utilizados fueron: 
* P42xP48 (Ribaut et al. 1996) 
¢ P42xCML247 (Jean-Marcel Ribaut, comunicaci6n personal) 
© Ki3xCML139 (http://192.100.189.39/cimmyt/biotechnology/LinkageMaps/www.html) 

¢ CML131xCML67 (http:/ /192.100.189.39/cimmyt/ biotechnology /LinkageMaps/www.html) 

La construccién de los grupos de ligamiento requirié el anéalisis cartografico 

multipuntual con valores LOD2 3.0 y @ (thefa)s 0.4, haciendo uso de la funcién de 
recombinacién de Haldane (Haldane 1919; Haldane y Waddington 1931). 

El orden de los marcadores moleculares se examinéd ensayando todas las 

probabilidades de mapas. Esto confirmé el mejor orden posible, de manera que se 

incrementara aritméticamente en proporcién al aumento del ntimero de loci. 

Una vez establecido el orden més razonable de los grupos de ligamiento, se comparé la 

consistencia de tal orden ensayando todas las posibles alternativas de mapas mediante otro 

algoritmo. Todo lo anterior se Nevé a término en un ordenador Macintosh® modelo IIci, con la 

version pertinente del programa (Scott Tingey, comunicacién personal). 
Los comandos utilizados en el programa MapMaker fueron: 

i. ORDER. Construye érdenes de mapa automaticamente. Realiza lo siguiente: 
1. Trata de encontrar un subgrupo de loci, para el cual se identifica un solo orden con 
mayor probabilidad que cualquier otro mediante un andlisis donde se ensayan todas 
las probabilidades de érdenes posibles. . 
2. Afiade los marcadores restantes, uno a la vez, que pueden ser ubicados en el mapa 

a una posicion tinica. 
3. Finalmente, cualesquier marcadores que no se ubicaron a una posicién tnica en el 
orden, se integran en intervalos multiples. 

ii. SEQUENCE. Selecciona los loci y 6rdenes a analizar. 
iii. GROUP. Separa a los marcadores (enlistados en la secuencia) en diferentes grupos de 

ligamiento. Calcula la distancia de maxima probabilidad y “LOD score” correspondiente 

entre dos marcadores. Se consideran ligados todos los pares de loci que posean una 

distancia menor 0 igual al valor mAximo especifico y un “LOD score” que exceda un valor 
minimo especifico. 

iv. MAP. Calcula y muestra el mapa de madxima probabilidad de el(los) orden(es) de 

marcadores, especificado(s) por la secuencia establecida. Se muestran los nombres de los 

loci, asi como las distancias en cM (Haldane) o la fracci6n de recombinacién. 

v. ASSIGN. Coloca uno o mds marcadores en grupos preasignados a determinados 
cromosomas mediante ligamiento. 

vi. LIST CHROMOSOMES. Muestra Ja relaci6n (en resumen) del n&mero total de marcadores 

asignado a cada cromosoma (de existir marcadores relacionados a los cromosomas). 

vii.SEQUENCE. Selecciona los loci y érdenes a analizar. 
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Vili. LIST STATUS. Muestra una relacidn diferente (en resumen) del nimero total de marcadores 

asignados (0 no) a cromosoma alguno en el mapa. 

ix. LINK. Genera una lista de todos los marcadores en una secuencia establecida que se supone 

se encuentran ligados a: 
a) cualesquier marcadores en el conjunto de datos (sea en ningtin o en cualquier 

cromosoma), 0 

b) cualesquier marcadores asignados al cromosoma especificado. 

x, PLACE/TRY. Inserta un(os) marcador(es) sin asignar en un orden conocido de los loci a los 

cuales se supone/conoce se encuentra(n) ligado(s). Calcula los mapas de maxima 

probabilidad para la secuencia establecida con el(los) nuevo(s) marcador(es) inserto(s) en 

cada intervalo. 

xi. RIPPLE. Evaltia un orden de mapa comparando todas las probabilidades del orden del 

mapa original cuando se permuta el orden de los loci adyacentes. 

4- ESTUDIO DE LA DIVERSIDAD GENETICA DEL MAIZ TROPICAL Y 
SUBTROPICAL 
4.1 Material vegetal 

El anédlisis del polimorfismo con secuencias microsatélites en maiz tropical y 

subtropical requirié de varios individuos pertenecientes a diferentes accesiones de la razas 

Tuxpefio (Zea mays, L.) y dos Teocintles (Zea luxurians, L.); y de las variedades de maiz B73, 

Mo17 y CML247 como testigos (Tabla 14). Tales accesiones —relacionadas filogenéticamente 

por pertenecer al complejo racial Tuxpefio— se seleccionaron a partir de un subconjunto de 80, 

y representan a once distintos conglomerados definidos en un andlisis de 175 miembros 

efectuado por Taba et al. (1994). 
Al pretender analizar Ja diversidad intraaccesién, se utilizaron seis muestras diferentes 

de ADN correspondientes a la accesién Veracruz141. Se efectuaron los experimentos con 

marcadores microsatélites con cada una de ellas como si fuesen una mas de las entidades de 

estudio; la identificacién fue sencilla: 1, 2, 3, ..., 6 (Tabla 14). 
Se incluyeron B73 y Mo17 por ser cultivares endogaémicos del denominado grupo racial 

“Corn Belt” —Faja Maicera”, verbigratia—, de filogenia no directa con el grupo tropical ni con 

el subtropical. Igualmente, la linea endog4mica CML247 fue una suerte.de control por no estar 

relacionada genéticamente con la totalidad de las accesiones. : 

El estudio de diversidad genética comprendié dos muestras de Teocintle. Siendo maiz 

subtropical, se supuso la separacién del conjunto total de maiz tropical. Debido al formato 

experimental (de los geles de poliacrilamida), se hubo de incliir una misma muestra de la 

accesion Zea luxurians Nicaragua en los dos geles; se les denominé “NicaA” y “NicaB” por 

facilidad de manejo. Fungieron como referencia al comparar calidad de banda, migracién y 

numero de alelos amplificados entre ambas muestras. 

El método establecido para la extraccién por fenol-cloroformo (Hoisington et al. 1994) 

se siguié para 71 muestras de ADN de individuos del complejo racial Tuxpefio (de las que se 

utilizaron 17) y de Zea luxurians (una muestra tanto de la raza Nicaragua como de la raza 

Guatemala). 
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4.2 Mezcla (bulking) de muestras 
Se condujo un experimento para analizar la separacién y diferenciacién de bandas de 

amplificacion correspondientes a la mezcla de diferentes muestras de ADN vegetal en un solo 
pozo o carril del gel (sample bulking). Esto, con objeto de disminuir el nimero de muestras 
utilizadas en lcs geles sin perder informacién de la frecuencia alélica. Los tres grupos 
conformados por muestras de la accesion Veracruz141 fueron: a (individuos 1, 2 y 3), B 

(individuos 4, 5 y 6) y x (individuos 1-6). A éste tiltimo, siendo el conjunto total de muestras 
de la accesiOn, se le denominé “Veracruz141B” para efectos del andlisis conjuntamente con las 
demas accesiones (Tabla 14). 

Tabla 14. Mafces tropicales y teocintles (Zea mays, L. y Zea luxurians, L.) 
utilizados en el estudio de polimorfismo en secuencias microsatélites 

Clasificacién de Razas 

  

Accesién* Primaria Secundaria Tipo de Cluster* Numero de 
grano individuos 

(Identificacion) 

Veracruz 141 Tuxpefio tipico Dentado 2 1 (# 286) 
Veracruz 141B  Tuxpefio tipico Dentado 2 6 (# 1-6) 
Nayarit 173 Tuxpefio Vandefio Dentado 3 1 (# 23) 
Veracruz 193 Tepecintle Tuxpefio Dentado 4 1 (# 185) 
Veracruz 207 Tepecintle Tuxpefio Dentado 4 1 (# 161) 
Veracruz 158 Tuxpefio Dentado 5 1 (# 44) 
Veracruz 145 Tuxpefio tipico Dentado 6 1 (# 254) 
Veracruz 223 Tuxpefio Tepecintle Dentado 6 1 (# 208) 
Michoacén 182 Tuxpefio tipico Dentado 6 1 (# 231) 
Sinaloa 95 Vandefio Celaya Dentado 9 1 (# 89) 
Tamaulipas 125 Tuxpefio Dentado 10 1 (# 113) 
Nayarit 284 Tuxpefio Vandefio Dentado 11 1 (# 136) 
Zealuxurians = sence tetas Cristalino a... 1 (# 284) 
(Nicaragua) : 
Zea luxurians Guatemala se nate nate 1 (# 281) 
(Guatemala) 
B73 Reid Yellow Dent Dentado i=... 1 
Mo17 Lancaster Dentado =... 1 

SureCrop 
CML247 Linea Semidentado __...... 1 

endogamica del 
CIMMYT 
  

* EI nombre designa la entidad federativa de México donde se efectué la recoleccién; el nimero que le 
acompafia relaciona el niimero de muestra. 

@ Clasificaci6n numérica del estudio de conglomerados por Taba et al. (1994), al cual pertenece cada 

accesién, 
Modificacién a Taba et al. 1994, y Brown y Goodman 1977. 
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4.3 Lectura de bandas y coeficientes de similaridad 
En primera instancia, se determiné el nimero de bandas (ie., alelos) que fueron 

verificados en los geles de poliacrilamida por cada par de iniciadores (i.e., locus microsatélite) 

con las diferentes accesiones de Tuxpefios y de los testigos. La interpretacién de los multiples 

amplicones en cada experimento se efectué disponiéndoles en diferentes “niveles” horizontales 

con respecto a su longitud y migracién electroforética (teniendo como parametro al marcador 

referencial estandar ($X174/ Haelll, GIBCO BRL). 
Posteriormente, se categoriz6 cualitativamente a las numerosas bandas (por nivel) en 

funcion de la intensidad de amplificacion de la misma; esto es, en cada uno de los niveles de 

bandas se denominéd como “a” a las bandas (alelos) de mayor intensidad, “b” a las de 

mediano grado y “c” a aquellas de menor calidad de amplificacion, por cada locus 

microsatélite. De tal suerte, se conformaron tres diferentes matrices: “abc”, donde (en cada 

nivel de banda) se consideraron las tres intensidades de amplificacién; “ab”, en la que se sdlo 

se consideraron las bandas de mayor y mediano grado; y, “a”, constituida por sdlo las bandas 

de mayor intensidad. De tal suerte, se consider al conjunto de mediciones como datos crudos 

(raw data) en lenguaje binario para cada matriz generada: se tradujo la presencia como “1” 
an 

(uno), la ausencia como “0” (cero) y los datos faltantes con el signo “.” (punto). Los datos 

crudos, en total, conformaron tres matrices (Nxp) de mediciones (X) (Everitt 1980): 

X12 Mp 

%q1%22°° 2p 
x= 

Xvi °° Xnp 

donde, 

p es el registro de las mediciones; 

xij es el intervalo en la variable, cardcter 0 atributo j; 

I es el individuo, entidad u objeto bajo estudio; 

N es el conjunto de entidades con un numero de clases en el que tales 
objetos compartieran similaridades. . 

Una vez establecidas las matrices binarias correspondientes, se transfirieron al 
programa computacional SYSTAT® (Wilkinson 1989), donde se realizaron los aniélisis 
estadisticos para el estudio de la diversidad. Para tal efecto, se calcularon coeficientes de 

similaridad?*, mismos que computaron los valores en un cociente de 0 a 1 —asociaciones de 
we 

ausencia 0 presencia— o con un signo que denotase amplificaci6n nula (”.”), de acuerdo a la 
siguiente tabla: 

0 
b 

  

  

1 

—+ 1 a (atb) 
0 ¢ d (ctd)         

{atc) (b+d) 

* Coeficiente que examina la relacién entre dos individuos, en funcién de los valores de un conjunto de 
mediciones comunes a ambos (Everitt 1980). 
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Siendo la representacién (en férmulas) de los cémputos de los coeficientes de 
similaridad utilizados como sigue (Everitt 1980; Wilkinson 1989): 

3=—— 
at+bt+e 

5-4 
a+2(b+c) 

La eleccién de los mencionados coeficientes obedecié a que: 
>» s3 es una proporcién de pares con ambos valores presentes, donde ocurre uno al menos 

(Coeficiente de Jaccard); no considera la ausencia simult4nea de una banda. 
> s5 es un s3 estandarizado por todos los patrones posibles generados por concordancia e 

inconsistencia (Coeficiente de Anderberg); otorga mayor importancia a las diferencias 
existentes entre las variables. 

Los datos faltantes en las tres matrices se analizaron por separado con las funciones de 
supresion listwise y pairwise. La primera eliminé cualquier observacién o valor faltante de las 
variables incluidas en la totalidad de la matriz. La ultima es una suerte de supresién listwise 
que analiz6 cualquier posible combinacién en pares de variables. 

4.4 Andlisis de conglomerados 
Una vez elaboradas las matrices binarias, se procedié a efectuar el andlisis de 

conglomerados*? (cluster analysis). El desarrollo de las clasificaciones jerérquicas consideré la 

métrica Euclideana, donde la distancia que media entre los puntos i y j, denotada por dj, se 
define como: 

P 1/2 

d, = YX ~ Xq) 
k=l 

donde, 

Xk es el valor de Ja variable k para la entidad i 

Tales clasificaciones jerarquicas se representaron por estructuras de Arbol invertidas 0 
dendrogramas haciendo uso del método de promedio de grupo (Group Average Method), que 
definié la distancia entre los grupos como el promedio de las distancias entre todos los pares 
de objetos en los grupos totales (Everitt 1980; Wilkinson 1989) Se representa en Ja siguiente 

expresion (Krzanowski 1988): 

* Grupo de elementos contiguos de una poblacién estadistica que, al compartir ciertas similaridades, 
definen su exclusién de otros —contemplados en grupos ajenos—. Tales entidades (dentro del grupo) 
pueden definirse como un agregado de puntos en el espacio de prueba tal, que la distancia entre 
cualesquier dos puntos en el grupo es menor a la distancia entre cualquier punto en el grupo y cualquier 
otro punto fuera de él (Everitt 1980). 
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n 
  

nh 

D,, =——D, +, 
4 tr, " ntn, * mvj een 

donde, 

nN es el ntimero de individuos que conforman los grupos de i; 

mh es el niimero de individuos que conforman los grupos de j; 

Diy es la distancia entre cualquier grupo k y la union de los grupos iy J; esto es, el promedio 

de las diferencias nin; entre cada uno de los elementos tanto de i como de fi 

Dy ~ es la distancia entre los grupos 1 y j; 

Dy es la distancia entre los grupos k y j. 

4.5 Analisis de componentes principales (A~_”) 
Los registros —léase, variables— se aefmieron en verbal (texto) y cuantitativo 

(numérico), y se analizaron a partir de las matrices de correlaciones de muestras. Se resumié el 

conjunto total de datos de las variables multiples utilizando cuatro componentes, mismos que 

explicaban la varianza; iteraciones fueron 25, tolerancia 0.001 y valores propios (eigenvalues) 

equivalentes a cero. 
Aquellos componentes o factores que explicaban el mayor porcentaje de la varianza se 

calcularon a partir de las matrices de covarianza de muestras. 

Para el desplegado de los diagramas (representaciones graficas en tres ejes de los 

datos) se ensayaron todas las posibilidades combinatorias de los factores definidos. 

Finalmente, sélo se consideraron aquellos factores —ie., dimensiones— que mejor 

representaban a las entidades en el espacio p-dimensional: Factor 1 versus Factor 2, Factor 1 

versus Factor 3, y Factor 2 versus Factor 3. 
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Resultados 

1- ESTABLECIMIENTO DE LAS CONDICIONES OPTIMAS DE LA REACCION EN 

CADENA DE LA POLIMERASA 

1.1 Determinacién de parametros 

1.1.1 Reaccion en cadena de la polimerasa 

Las modificaciones en la determinacién de las cantidades precisas de los reactivos, 

integradas con los parametros experimentales, condujeron a la optimizacién de la reaccién en 

cadena de la polimerasa, permitiendo obtener los mejores resultados de amplificacién de 

secuencias con los pares de iniciadores utilizados. La concentracién final de los reactivos se 

describe en la Tabla 15. 

Tabla 15. Optimizacion de los parametros de la PCR 
  

  

Reactivos Concentracién/ 
cantidad final 

ADN gendémico 25 ng/pl 
Iniciadores 0.3 uM 

Polimerasa Tag del ADN 1U 

Solucién amortiguadora para Taq 1x 
Cloruro de magnesio 2.5 mM 

Glicerol 10% 
Desoxioligonucledtidos 200 pM* 

(dATP, dGTP, dCTP, dTTP) 

* Concentraciones correspondientes a cada uno de los dNTPs. 

Finalmente, el cdlculo de las reacciones (20 yl total) consistié en: 5 pl ([25 ng final]) de 

ADN genomico; 3 pl ([0.3 UM final]) de cada iniciador; 0.2 pl ((1U final]) de la enzima 

polimerasa Taq del ADN; 1.6 il ([0.2_ mM final]) de cada uno de los cuatro 

desoxioligonuclestidos (dATP, dGTP, dCTP, dTTP); 1.5 pl (ix final) de solucién 

amortiguadora para la enzima polimerasa Taq del ADN; 0.75 ul ([2.5 mM final]) de cloruro de 

magnesio; 1.5 pl (10% final) de glicerol; 1.53 pl de agua bidestilada; y 15 yl de aceite mineral 

para cubrir cada muestra de reacci6n. 

1.1.2 Temperaturas de ensamblaje 
La informacién publicada de los intervalos de las temperaturds de ensamblaje para 

cada uno de los iniciadores fue congruente con lo observado en las evaluaciones con los 

cultivares testigo B73, Mol7 y CML247 (Tabla 16). Las diferentes temperaturas en los 

programas elegidos para las PCR fueron: 59°C, 60°C (modificaci6n a SSR 59 para mejorar la 

calidad de los amplicones) y 62°C. 

1.1.3 Electroforesis y deteccién 
La seleccién de la concentracién de los geles de agarosa y poliacrilamida (3% y 6%, 

respectivamente) fue adecuada para el tamafio de los productos de amplificaci6n (~70 y 280 

pb). 

El uso de las agarosas de alta pureza, la soluci6n amortiguadora y las condiciones bajo 

las cuales se llevaron a efecto las electroforesis, permitieron verificar una buena resolucién de 

los productos de la PCR. 
Los geles-de agarosa de alta resolucién al 3% permitieron distinguir fragmentos de 

~200-2000 pb. En cambio, la electroforesis en gel de poliacrilamida al 6% hizo posible la 

identificacién de fragmentos de ca. 70 y 200 pb, siendo posible separar fragmentos de menor 

longitud. 
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E] utilizar hasta tres veces los geles de agarosa de alta pureza al 3% no impidio distinguir las 

bandas, atin cuando (con cada uso) se disminuy6 paulatinamente ja calidad de resoluci6én de 

los fragmentos amplificados. 

2- CARTOGRAFIA 
2.1 Establecimiento del polimorfismo microsatélite 

En la criba de polimorfismo molecular con los progenitores analizados con cuarenta y 

dos pares de iniciadores microsatélites se observ6 variacién en cuanto a polimorfismo, calidad 

e intensidad de banda, asi como diversos niveles de amplificacién de los amplicones (T: abla 17; 

Figs.12 y 13). 
En general, existid un indice alto de amplificaci6n de la secuencia microsatélite. Del 

total de los iniciadores, 38% presentaron buen polimorfismo; 14% diferenciacién genética 

regular; y, deficiente un 33% y amplificacion nula, 14%. Con respecto de la calidad de banda, 

en conjunto fue buena (9% excelente, 21% buena y 21% mediana). Hubo problemas de 

amplificacién en el 36% de los experimentos con los iniciadores microsatélite; bandas miltiples 

un 60%; y, amplificacion nula en un 5%. 

Un 14% de los iniciadores requirié del ciclo con temperatura de ensamblaje 59-60°C, y 

un 86% aquel de temperatura de ensamblaje 62°C. 

Sustentada la seleccién en criterios de calidad de banda (Tabla 17), en grado de 

polimorfismo microsatélite observado entre los progenitores, y en la preexistencia de mapas de 

ligamiento cromosémico, se decidid continuar la investigacion con los progenitores Ki3, 

CML139, Ac7643ss (P42), Ac7729/TZSRWss (P48), CML247, CML131, y CML67. 

Consecuentemente, las cruzas retenidas fueron: Ac7643s5 x Ac7729/TZSRWss, Ac7643ss x 

CML247, Ki3xCML139 y CML131xCML67. 
Se descartaron las cruzas 3Tx18B, 5Tx18B y 3Tx20B, puesto que se estaba generando 

la poblacion en ese instante y se carecia de mapa de ligamiento genético. 

2.2 Estudio de las poblaciones en segregacion F2 y RIL 

La relacién de las cruzas, los individuos seleccionados al azar y los iniciadores 

microsatélites —elegidos para cada una— usados en el estudio se refieren en la Tabla 18. 

Casualmente, se empleé repetidamente un conjunto de microsatélites en las diferentes 

poblaciones (Tabla 18). Sélo unos cuantos marcadores se utilizaron en una sola ocasién en una 

poblacién en particular: phi077 (P42xP48), phi095 (CML131 x CML67), phi072 (CML131 x 

CML67) y mz-pdk1 (CML131 x CML67) (Tabla 18). 

Muestras de un notable polimorfismo entre los progenitores y los individuos de las 

poblaciones seleccionados son las Figuras 14 a 17. 
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Fig.12. Criba de polimorfismo en panel de progenitores de maiz (Zea mays, L.) 

con iniciadores mz-adh2 y gpcl. Identificacién de carriles: M, ¢X174/Heelll;, 1, 

Ki3; 2, CML139; 3, CML131; 4, CML67; 5, CML204; 6, P42; 7, P48; 8, 

CML247; 9, 3T; 10, 5T; 11, 18B; 12, 20B. 

$910 1112M12 3 45 6789 10 11 12 
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Fig.13. Criba de polimorfismo en panel de progenitores de maiz (Zea mays, L.) 

con iniciadores phi085 y phi075. Identificacién de carriles: M, 0X174/Haelll; 1, 

Ki3; 2, CML139; 3, CML131; 4, CML67; 5, CML204; 6, P42; 7, P48; 8, 

CML247; 9, 3T; 10, 5T; 11, 18B; 12, 20B. 
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Fig.14. Polimorfismo microsatélite en poblacién F, de la cruza P42xP48 de maiz 

(Zea mays, L.), con iniciador phi085. Identificacion de carriles en gel de agarosa al 

3%: M, 0X174/Haelll; A, P42; B, P48; y algunas muestras de la poblacién.     1353 pb | 

310 pb 
281 pb 
271 pb 

234 pb 
194 pb 

118 
72 pI 

MAB. NM 

Fig.15. Polimorfismo microsatélite en poblacién F, de la cruza P42xCML247 de 

maiz (Zea mays, L.), con iniciador phi031. Identificacién de carriles en gel de 

agarosa al 3%: M, $X174/Haelll; A, P42; B, CML247; y algunas muestras de la 
poblacién. 
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Fig.16. Polimorfismo microsatélite en poblacién F, de la cruza Ki3xCML139 de 

maiz (Zea mays, L.), con iniciador phi083. Identificaci6n de carriles en gel de 

poliacrilamida al 6%: M, 6X174/Haelll; A, Ki3; B, CML139; y algunas muestras 

de la poblacién. 

  

MAB 

Fig.17. Polimorfismo microsatélite en poblacién RIL de la cruza CML67XCML131 

de maiz (Zea mays, L.), con iniciador phi082. Identificacién de carriles en gel de 

poliacrilamida al 6%: M, $X174/Haelll; A, CML67; B, CML131; y algunas 
muestras de la poblacién.



Resultados 

Tabla 18. Polimorfismo genético. Cruzas, individuos seleccionados 
e iniciadores microsatélites 
  

  

Cruzas de Individuos seleccionados Designacién de 

progenitores (26 en total) iniciadores 
microsatélites 

5, 6, 9, 15, 18, 21, 22, 23, 27, pin085, phi082, phi083, 
P42xP48 28, 31, 35, 43, 47, 48, 49,50, phi073, phi096, phi077, 

53, 59, 60, 61, 62, 68, 75, 76, phi065, gpcl, 
77 phil15, phio22 

  

227, 228, 229, 230, 231, 232, phill4, phill5, phi022, 
236, 238, 240, 241, 244, 245, phi063, phi001, phi031, 

P42xCML247 246, 249, 250, 251, 252, 255, phi073, ma-glb1, phi075 
256, 258, 260, 261, 262, 264, 
265, 266 
  

361, 362, 363, 371, 379, 381, gpcl, mz-glbl, phi001, 
383, 390, 392, 393, 396, 397, phi065, phi083, phi095 

Ki38xCML139 398, 408, 418, 424, 436, 439, 
446, 448, 456, 474, 475, 480, 
BOL, 553 
  

T61, 165, 175, 190, 200, 205, gpcl, miz-pdk1, phi095, 
216, 220, 222, 224, 231, 248, phi072, phil14, phi022, 

CMLI31xCML67 _-263, 269, 273, 278, 280, 285, phi082, phi031, phi085, 
287, 293, 296, 299, 300, 303, phi001, phi064 
307, 314 

El andlisis de todos los individuos con los marcadores microsatélites revel6 un patron 
de segregacién codominante mendeliana, independientemente del tipo de poblacién estudiada 
(F2 6 RIL). El principio de segregacion mendeliana establece que los alelos no tienen un efecto 
permanente uno sobre el otro cuando se encuentran presentes en la misma planta, y segregan 
con igual frecuencia —transmisién al azar— en diferentes gametos en una poblacién. 
Teéricamente, el cociente de segregacién de los marcadores codominantes en una poblacién F2 
es 1:2:1 (homocigoto dominante : heterocigoto : homocigoto recesivo), en tanto que para una 
RIL es 1:0:1 (6 1:1; homocigoto dominante : homocigoto recesivo) (Strickberger 1976; Welsh 
1981; Gonzalez-de-Leén et al. 1995). 

La eventual segregacién de los marcadores se analiz6 mediante pruebas de x? (Tabla 
19). Para las poblaciones F2 se consideraron dos grados de libertad debido a la existencia de 
tres clases de variables independientes, en tanto que para la poblacién RIL un grado de 
libertad en el supuesto de dos clases. 
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Tabla 19. Segregacion observada y significancia en el andlisis de la distribucién de x2 

para loci microsatélites en poblaciones F2 y RIL de maiz 

Resultados 

  

  

  

      

  

  

  

Designacién Segregacion Segregacion Grados 

A del par de hipotética observada ionifi i 

Poblacion inicindores Locus (AB, A:B)! (A:HB, A:B)! al Significancia hibovad 

microsatélite 

P42 x P48 phi077 csu94(gfu) 6.5:13:6.5 23:0:0 69 99% 2 

(F,) phi0g2 102230(efu) 6.5:13:6.5 5:16:4 2 NS. 2 

phi0s83 prp3 6.5:13:6.5 7:12:5 0 NSS. 2 

phi0ss gin 6.5:13:6.5 4:14:7 1 NS. 2 

phi022 wx 6.5:13:6.5 4:13:9 2 NS. 2 

phi073 gstd 6.5:13:6.5 3:14:8 2 N.S. 2 

phi065 pep 6.5:13:6.5 2:14:10 5 95% 2 

phi096 2p1g9/22 6. 5: 13: 6. 5 0:0:26 78 99% 2 

vn PHHTIS ACEI : 0:0:26 78 99% 2 se 
P42 x CML247 mz-glb1 glbl 6.5:13:6.5 4:17: 8 99% 2 

(F,) phi0ol ts2 6.5:13:6.5 3:9:12 3 NS. 2 

phi073 gst404 6.5:13:6.5 7:15:4 1 NS. 2 

phi031 pli 6.5:13:6.5 9:12:5 1 N.S. 2 

phil14 — oecl7-Z26824 6 ,5:13:6.5 8:11:7 1 NSS. 2 

philis actl+W64 6.5:13:6.5 4:13:8 1 N.S. 2 

_ phi022 ema td nn 713:6.5 310: 2 N.S. 2 

Ki3 x CML139 phidol ts2 6.5:13:6.5 2:16:7 4 95% 2 

(F,) phi06s pepl 6.5:13:6.5 9:11:5 2 N.S. 2 

mz-glb1 glbl 6.5:13:6.5 4:9:8 2 NS. 2 

phi0g3 prp3 6.5:13:6.5 4:13:9 2 N.S. 2 

we BOE ce BOOE ce 6.5:13:6.5 2:13:6 3 90% 2 

CML131x CML67 “phiO72 ‘mill : 6 95% 1 
(RIL) gpel gpel 1 NS. 1 

phi0ol ts2 0 NS. 1 

mz-pdk1 pak 0 NS. 1 

phio9s pl 0 NS. 1 

phi0gs gin4 0 NS. 1 

phill4 oecl7-Z26824 0 N.S. 1 

phi082 102230(gfu) 0 N.S. 1 

phi031 pll 1 N.S. 1 

phi022 wxl 6 95% 1 

  

  

1 Homocigoto dominante : Heterocigoto : Homocigoto recesivo; Homacigoto dominante : Homocigoto recesivo. 

N.S., no significativo. 
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Resultados 

El examen del conjunto de los datos de segregacién revelé que sélo nueve del conjunto 
de marcadores de loci se desviaron de manera significativa de los cocientes de segregacién 
mendeliana: siete loci en poblaciones F2 y dos en la poblacién RIL (Tabla 19). 

En general, los datos de los andlisis de x? indicaron que este grupo de loci detectados 
por los iniciadores microsatélites se heredaron con valores cercanos a los de aquellas 
frecuencias alélicas hipotéticas: 1: 2: 1 (poblacién F2) y 1: 0:1 (poblacién RIL). 

2.3 Construccién de mapas de ligamiento genético 
La incorporacién de los marcadores microsatélites en mapas de _ ligamiento 

cromosémico requirié de los mapas siguientes: 
© P42xP48 (Ribaut et al. 1996) 
© P42xCML247 (Jean-Marcel Ribaut, comunicacién personal) 
e Ki3xCML139 (http:/ /192.100.189.39/ cimmyt/ biotechnology /LinkageMaps/ www.html) 
¢ CML131xCML67 (http://192.100.189.39/cimmyt/ biotechnology / LinkageMaps/ www.html) 

En suma, se localizaron 31 loci microsatélites en los diferentes mapas de ligamiento, de 
un total de 35 identificados en la segregacion en las poblaciones (Tabla 20). Aquellos loci que 
no se ubicaron en los mapas de ligamiento genético fueron: gpcl (con la F2 de la cruza 

P42xP48), phi063 y phi075 (con la F2 de la cruza P42xCML247), y phi064 (con la RIL de la 
cruza CML131xCML67)}. 

Se constituyeron y evaluaron grupos de ligamiento con valores estrictos, resultando en 
la incorporacion casi total en los mapas del conjunto de marcadores microsatélites (Figuras 
18-21). Las regiones cromosémicas en las que se ubicaron los microsatélites en cada uno de los 
mapas eran congruentes con la informacién recabada de las diversas fuentes hemerograficas 
y/o electrénicas (MNL*° 69, 70, 71; GenBank, MaizeDB). 

Los datos del ntimero de loci microsatélite y RFLP, asi como la longitud de los mapas y 
la densidad promedio (resultado de dividir la longitud total del mapa entre el nimero total de 
loci) se presentan en la Tabla 20. 

Tabla 20. Resultados cartograficos RFLP-SSR 
  

  

Cruza de Numero Ni&mero de Longitud Densidad 
progenitores de loci loci SSR total del promedio 

RFLP-SSR mapa (cM) (cM) 
P42 x P48 151 9 1852 . 13 

P42 x CML247 132 7 1903 15 
Ki3 x CML139 134 5 1991 16 

CML131 x CML67 146 10 1569 11 
  

“En inglés, Maize Genetics Cooperation Newsletter. 
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Resultados 

3- ESTUDIO DE LA DIVERSIDAD GENETICA DEL MAIZ TROPICAL Y 

SUBTROPICAL 
La extraccién por fenol:cloroformo (1:1) permitié obtener muestras de ADN de alta 

pureza, pues se dedujo que se encontraban “libres” de cualesquiera trazas de proteinas. Las 

trazas residuales de fenol, que podrian inhibir o interferir con la PCR, se removieron con la 

extraccién subsecuente de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1) y por precipitacién etandlica 

del ADN. 

3.1 Lectura de bandas y polimorfismo 
Del conjunto inicial de microsatélites utilizados para el examen de la variacién 

genética, se descarté a seis (phi022, phi085, phi034, phi064, phi065, phi072) por evaluarse a los 

datos resultantes como ilegibles. 
Un gran nimero de polimorfismos se observaron en todas las muestras de maiz 

tropical y en las accesiones de Zea luxurians cuando hubo amplificacién; ademés, se advirtieron 

bandas multiples. 
Al realizar los andlisis sobre geles de poliacrilamida al 6%, se increment6 en gran 

medida la resolucién, visualizandose al menos dos {y hasta siete) alelos de la secuencia 

amplificada por los microsatélites —p.e., iniciador phi031—. Los productos de reaccién 

tuvieron, en general, una longitud de ~70-220 pb. 

En una primera apreciacién de las fotografias, se consigné la presencia de nutridos 

ntmeros de amplicones por gel. En las tres matrices de datos generadas inicialmente, se 

definieron y eligieron varios niveles/mimeros de bandas (alelos) por locus microsatélite en el 

conjunto de las accesiones evaluadas. El promedio que se establecié para las clases de alelos 

“abe” y “ab” fue de alrededor de 23; y, para la matriz de clase “a”, de ca. 19. 

Luego de la estandarizacién cualitativa de datos —léase, eliminacién selectiva— se 

manifesté un promedio de alelos en el conjunto de las accesiones, de ~22 (matriz “abc’), ~21 

(matriz “ab”) y ~17 (matriz “a”). Esto es, un decremento en el ntimero de bandas a computar 

en el andlisis de las accesiones/lineas. La idea: escoger a los alelos mas informativos por locus. 

Los loci mas informativos (en los geles de agarosa y poliacrilamida) fueron phi001, 

phi015, phi031, phi077, phi083, phil14, gpcl y mz-adh2n (ejemplificado en las Figuras 22-24). 

3.2 Mezcla (bulking) de muestras 
El experimento de mezcla de muestras (Sample Bulking) con los distintos grupos de la 

accesién Veracruz141 (c, B y x) permitié observar que la migracién de las muestras durante la 

electroforesis sobre cualesquier geles era idéntica a la registrada de manera individual. No 

hubo traslape de las bandas, mas fue dificil discernir a cual de las muestras correspondia cual 

alelo (Figs. 22-24). La variacién intraaccesion, representada por Veracruz141B, fue informativa 

en cuanto al registro de bandas adicionales (con respecto a la accesi6n Veracruz141); de aqui 
que se le considerase para los andlisis de conjunto. 
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Resultados 

eb? cme 

ua $6 XY AZ ZaB       ZA 23 44 89 M 136 185 231 286 M 
113 161 208 254    

   

Fig.22. Polimorfismo microsatélite con iniciador mz-adh2. Identificacién de carriles en gel de 
poliacrilamida al 6%: M, ¢X174/Haelll; controles: A, Mo17; B, CML247; C, B73. Zea luxurians: 
Za, NicaraguaA; Zb, NicaraguaB; Zg, Guatemala. Se presentan los ntimeros correspondientes a 
las de muestras de accesiones de maiz tropical y los grupos de Veracruz141: o, By x. 

  

23 89 113 M136 185 231 286 
44 161 208 254 

ac 

Fig.23. Polimorfismo microsatélite con iniciador gpci. Identificacién de carriles en gel de 
poliacrilamida al 6%: M, $X174/Haeelll; controles: A, Mo17; B, CML247; C, B73. Zea luxurians: 
Za, NicaraguaA; Zb NicaraguaB; Zg, Guatemala. Se presentan los ntimeros correspondientes a 
las muestras de accesiones de maiz tropical y los grupos de Veracruz141: «, B y x. 

aX : 286 6231~«4185~=~«d36 MM «134423 C Za 
254 208 161 89 

  

Fig.24. Polimorfismo microsatélite con iniciador phi001. Identificacién de carriles en gel de 
poliacrilamida al 6%: M, 6X174/Haelll; controles: A, Mo17; B, CML247; C, B73. Zea luxurians: 
Za, NicaraguaA; Zb, NicaraguaB; Zg, Guatemala. Se presentan los nimeros correspondientes a 
las muestras de accesiones de maiz tropical y los grupos de Veracruz141: a, B y x. 
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3.3 Coeficientes de similaridad y andlisis de conglomerados 

Alanalizar el encadenamiento completo de las accesiones de maiz tropical, subtropical 

y testigos para las tres matrices de datos “a”, “ab” y “abc”, se consideraron mAs descriptivas a 

las representaciones resultantes del calculo con el coeficiente de similaridades s5 (coeficiente de 

Anderberg) y con las supresiones pairwise de datos faltantes. Las clasificaciones jerarquicas 

aglomerativas —por fusion sucesiva de las entidades en grupos— se representaron por 

estructuras de Arbol invertidas (dendrogramas), en espacios bidimensionales que ilustraran las 

fusiones realizadas en cada etapa sucesiva del anélisis (Fig.25). 

Comparativamente, los patrones estructurales entre los dendrogramas producidos por 

las funciones de similaridades s3 y s5 con supresién pairwise eran muy similares entre si. Se 

eligié a aquellos dendrogramas generados con el coeficiente s5 por tener mayor relacién con la 

informacién morfoagronémica de Taba et al. (1994), que aquellos elaborados mediante 

coeficientes s3 y s5 con supresion listwise. 

El dendrograma del conglomerado de la matriz “a” (Fig.25) muestra, cuando menos, 

cuatro grupos: va 

1. los Zea luxurians Nicaragua (A y B), y las accesiones Tamaulipas125, Meracruzi4t, 

Veracruz207, Veracruz223, el compuesto intraccesién Veracruz 141B, Michoacan182, 

Sinaloa95, Nayarit284 y Veracruz193; 

II. el teocintle Guatemala aislado; 

Ill. las accesiones Veracruz141, Veracruz158, Veracruz145 y Nayaritl73, caracterizados por 

pertenecer a las razas Tuxpefio tipico o Tuxpefio; y, 

IV. las lineas endogdmicas del Corn Belt estadounidense (Mo17 y B73) y el probador CML247. 

La concatenacién en los dendrogramas de los conjuntos matriciales “ab” y “abc” 

(Fig.25) —comparativamente muy similares entre si—, verifica seis grupos: 

I. la accesi6n Nayarit173; 

Il. aquel de las accesiones Veracruz207, Veracruz223, Veracruz141B, Tamaulipas125, 

Veracruzi41, Veracruz158 y Veracruzi45, quienes comparten cualesquiera de los 

germoplasmas Tuxpefio, Tuxpefio tipico o Tepecintle; 

II. las lineas de la denominada “Faja Maicera”; 

IV. las accesiones de razas miscelaneas Veracruz193, Sinaloa95, Nayarit284 y Michoacaén182; 

V. los teocintles (Nicaragua y Guatemala); y, 

VI. el probador CML247. 
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Fig.25. Dendrogramas de los resultados de los andlisis de conglomerados sobre las matrices 

de diferencias calculadas por el coeficiente de similaridad s5, derivadas de comparaciones 

pairwise para los conjuntos matriciales de datos: "a" (1); “ab"(2) y “abc"(3). 
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3.4 Andlisis de componentes principales (ACP) 

Mediante el andlisis de componentes principales (ACP) se estudié a las entidades en 

funcion del coeficiente de similaridad s5 y de la supresion pairwise. Los valores que explican los 

primeros cuatro componentes en cuanto a la varianza total son disimiles cuando se comparan 

las tres matrices de datos. Para el conjunto matricial “a”: 36, 13, lly 6%; para “ab”: 30, 11, 9 

y 6%; y, para la matriz“abc”: 29, 11, 9 y 6%. 

En general, los resultados del ACP (Fig.26) fueron congruentes con aquellos derivados 

de los andlisis de conglomerados. En la figura 25 se aprecia la complicada y no bien definida 

estructura del grupo I, separado del resto por el factor 1 (ACP1); éste y el factor 3 (ACP3), lo 

escinde en tres subgrupos: el de Nayarit284, Sinaloa95, Michoacan182 y Veracruz193; aquel 

de Veracruz 141B, Veracruz223, Veracruz207, Tamaulipas125 y el Zea luxurians Nicaragua (A 

y B); y, aisla al teocintle Guatemala. El factor 2 (ACP2) permite distinguir a estos dos ultimos 

subgrupos. Permanecen iguales los grupos III y IV, sdlo separados por e] ACPI. 

Derivado del estudio de la Figura 26, se establecié la permanencia de los grupos I, Ii y 

Ill, distribuidos por el ACP1; ésto, acorde con lo observado en los dendrogramas 

correspondientes. El ACP1 diferencia a Veracruz 193 del grupo IV, y al Zea luxurians 

Nicaragua (A y B) del V, integrandole al IV —es de notar el hecho de que tal ACP considera a 

A y Bcomo uno solo—. El ACP2 divide al grupo V, confirmando a CML247 en el medio entre 

el teocintle Guatemala y las lineas de la denominada “Faja Maicera”; por otra parte, si 

considera a Veracruz193 como constituyente del grupo IV. En tanto, el ACP3 segrega al 

teocintle Nicaragua de todos los conglomerados. 
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Discusion 

1 - ESTABLECIMIENTO DE LAS CONDICIONES OPTIMAS DE LA REACCION EN 
CADENA DE LA POLIMERASA 
1.1 DETERMINACION DE PARAMETROS 

1.1.1 Reaccién en cadena de la polimerasa y temperaturas de ensamblaje 

Las modificaciones en los calculos de las concentraciones y volumenes de reaccién de 

los reactivos se rigieron por la eficiencia de la polimerizacién del fragmento a obtener. La 

concentracion final de MgCl demostré ser lo suficientemente adecuada para la mayoria de las 

reacciones, teniendo en consideraci6én que forma un complejo soluble con los 

desoxioligonucleétidos, incrementa la interaccion iniciador/ADN patrén y estimula la 

actividad de la polimerasa (Saiki 1989; Newton y Graham 1995). 

_ Determinar la concentracién de los iniciadores requirié analizar el conjunto de las 

secuencias de los iniciadores microsatélites, asi como la cantidad de la muestra de ADN 
vegetal (Saiki 1989b). 

En el disefio de los ciclos térmicos para las PCR se contemplé incubar las muestras a 

las temperaturas definidas. Para tal efecto, fue fundamental considerar la longitud y el 

contenido de guanina y citosina de los iniciadores, asi como la tasa de polimerizaci6n optima 

de la enzima polimerasa Taq del ADN (Wang et al. 1994; Saiki 1989a,b). 
No hubo otra razén en la incorporacion del glicerol, que la de ser un promotor de la 

reaccion. La adicién de aceite mineral previno la evaporacién, evité la contaminacién de 

muestra a muestra, y asegur6 la eficiencia de la PCR. 
El disefio especifico de los pares de iniciadores microsatélites para el ensamblaje de las 

secuencias flanco es, con mucho, uno de los factores mds importantes para la hibridacion con 

el ADN substrato. El otro parametro que abreva en la obtencién de resultados consistentes es 
la temperatura de ensamblaje. 

1.1.2 Electroforesis y deteccion 
La electroforesis de un marcador molecular de bandas restringidas de tamafio estandar 

(0X174/Haelll) adjunto a las muestras analizadas permiti6 una determinacién aproximada 
de la identificacién y tamafio de los amplicones. 

Siendo alternativo y complementario el uso de los geles de poliacrilamida a los de 
agarosa, se incrementé la resolucion de cada uno de los alelos de un locus (Ribaut et al. 1997). 
Se eligiria como soporte electroforético en trabajos rutinarios y de manejo de grandes 

voltmenes de muestras cuando se utilizaran marcadores microsatélites, 
La metodologia de tincién por bromuro de etidio de los fragmentos de amplificacion 

separados en ambos sistemas de geles permitié una manipulacién rapida, al ser un método no 

radioactivo (Hoisington et al. 1994). Deben guardarse las precauciones y cuidados 
convenientes, ya que es un agente quimico altamente mutagénico, teratogénico y cancerigeno 

(Johnson y Grossman 1977; Sambrook et al. 1989; Voet y Voet 1990; Hoisington et al. 1994). 

2- CARTOGRAFIA 
2.1 Estudio del polimorfismo microsatélite en las poblaciones en segregacién F2 y RIL 

En los experimentos, los individuos aleatoriamente escogidos de las poblaciones 

resultantes de las cruzas P42xP48, P42xCML247, Ki3xCML139 y CML131xCML67, 

mostraron amplificaci6n de las secuencias interjacentes —Jléase microsatélites—, con 

permanencia estable de los patrones en las progenies (Saghai-Maroof et al. 1994). 

Aun cuando es factible, para efectos de sondeo, escrutinio y preseleccién, estudiar la 

diferenciaci6n en’ el nivel molecular de una poblacion total con tan sélo una muestra 

representativa (Hoisington ef al. 1989; Burr 1994), es recomendable emplear el mayor numero 

posible de individuos de una poblacién sujeta a estudios cartograficos (Hanson 1959; Ribaut 

et al. 1997). Se reduce el valor del error estandar de la frecuencia de recombinaci6n para 

marcadores codominantes cuanto mayor sea la progenie incluida en el proyecto cartografico 
(Wanous et al. 1997). 
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En efecto, la herencia de los marcadores moleculares microsatélites se revel6 de manera 
codominante mendeliana (Morgante y Olivieri 1993), independientemente del tipo de 
poblacién analizada. En general, los andlisis de x? indicaron una herencia similar a aquella 

calculada con frecuencias alélicas para este tipo de marcadores. Con respecto a las 

poblaciones F2 se heredaron los alelos correspondientes a los progenitores de manera clésica 1 : 

2:1. En tanto que con las RIL, derivadas de plantas F2 a partir de una sola semilla en por lo 

menos 5-6 generaciones y que se supone contienen una diferente combinacién de bloques de 

ligamiento a partir de los progenitores originales, se observé una 1:0: 1,61: 1 (Gonzélez-de- 

Leén et al, 1995). 

La distorsién de segregacién que manifiestan algunos marcadores (de 90, 95 y 99%) 

puede ser el resultado de un registro erréneo de los datos en las fotografias o la asignacion de 
categorias alélicas equivocadas; 0, que los marcadores segreguen de manera no mendeliana, lo 

que derivaria en complejas formulaciones te6ricas que no alcanza a elucidar el que suscribe lo 

presente; 0, que los valores para la interpretacion de los resultados de x? hayan sido muy 

estrictos. 
Exhibido por las diversas muestras de ADN, el polimorfismo se interprets como la 

variacion en el numero de repeticiones en serie presentes en diferentes alelos en el mismo locus 

(Beckmann y Soller 1990). 

2.2 Construccion de los mapas de ligamiento genético 
En la construccion de los mapas de ligamiento genético (conformados originalmente 

por marcadores RFLP) se incorporé a la gran mayoria de los loci encontrados en las posiciones 

cromosémicas previstas (Tabla 11). Al conformar los grupos de ligamiento en los mapas 

cromosémicos, se insertaron en Ja regién cromosémica para la cual se esperaba fuesen 

ubicados (Senior et al. 1995 y 1996; GenBank y Maize DB). Aquellos marcadores que no se 

integraron en orden ni grupo de ligamiento alguno bien fue porque las posiciones asignadas se 
ubicaron a una distancia enorme con respecto del marcador mas cercano, bien porque los 
resultados (visualizados en las fotografias de los geles) se evaluaron como ilegibles. 

Mediante el programa “MapMaker“ version 2.0 (Lander et al. 1987) se desempefio el 
anélisis multipunto: simulténeamente, varios Ordenes posibles fueron determinados 
aprovechando la informacién meidtica que aportaron los marcadores adyacentes en lo que 
respecta a los eventos de recombinacién, asi como el orden que guardan entre st (Hulbert et al. 
1990; Lorieux 1994; Gonzaélez-de-Leon et al. 1995). El orden de los marcadores se modificé por 
la informacion adicional que se introdujo al sistema, y por los posibles errores que devengan 
del célculo de un numero tan reducido de datos. 

El ligamiento de los marcadores se determin6 con valores LOD= 3.0 y @<0.40, haciendo 
uso de la funcién de recombinacion de Haldane (Haldane y Waddington 1931). Esta describe 
los calculos de ligamiento considerando que cualesquier eventos de recombinacién entre dos 

loci disminuyen Ia probabilidad de que suceda otro entrecruzamiento cromosémico en las 
regiones adyacentes en el mapa de ligamiento (Lorieux 1994; Gonzdlez-de-Le6n et al. 1995). 

Comprobar el orden de los grupos de ligamiento y el establecimiento de los mapas de 

ligamiento instrumentando el comando ripple del programa fue concluyente: se le utiliz6 al 

final del andlisis para confirmar el orden correcto de todos los tripletes de marcadores 

adyacentes en el contexto de la secuencia completa de un grupo de ligamiento (ie., un 
cromosoma). 

De la totalidad de los marcadores, sdlo unos cuantos no se localizaron en ningtin 
segmento cromosémico, bien por la no incorporacién en grupo de ligamiento alguno, bien 

porque la posicién asignada en un cromosoma se ubicaba a una distancia enorme con respecto 

del marcador més cercano, imposibilitando concebir un mapa; esto, podria ser consecuencia 
de el ntmero reducido de muestras que derivaria en errores de cAlculo del ligamiento entre los 

marcadores. 
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Los cuatro mapas de ligamiento cromosémico suponen ligamientos sdélidos*! entre los 
loci “objetivo” y los marcadores, teniendo en cuenta que tedricamente (Tanksley 1983; 
Helentjaris et al. 1985), para que todo mapa de ligamiento de maiz posea una confiabilidad 
del 99%, se debe presentar una distribucion uniforme de loci marcadores de ~20 cM en todo el 
genoma. 

3- ESTUDIO DE LA DIVERSIDAD GENETICA DEL MAIZ TROPICAL Y 
SUBTROPICAL 
3.1 Datos, lectura y n@mero de marcadores 

La lectura y comparacién de los patrones de bandas en los geles es subjetiva por 
carecer de par4metros fiables, ademas de exigir un ntimero considerable de horas-hombre. 
Para obviar todo lo anterior y obtener la obligada precisién en los anélisis de diversidad 
genética, se requeriria de la digitalizacién del registro de datos (Gonzalez-de-Leén et al. 1989; 
Hoisington y Gonzalez-de-Leén 1993). 

El andlisis de la diversidad de maiz tropical y subtropical se fundamenté en el nivel de 
polimorfismo detectado en los loci de secuencias simples de repeticién (microsatélites). En 
efecto, se observé una alta variacién alélica cuando se examinaron las accesiones 

pertenecientes al complejo racial Tuxpefio y en los maices subtropicales Zea luxurians. No 
obstante, el ntimero evaluado en este estudio es insuficiente. Se reclama utilizar mayor nimero 

de marcadores microsatélite (~200-300) y una vasta cantidad de accesiones (>200) para 
establecer veraces andlisis de conglomerados y de relaciones filogenéticas (Gonzdlez-de-Le6n et 
al. 1989) en el complejo racial Tuxpefio y en teocintles, que sirvan de paradigma para trabajos 
posteriores. . 

Aqui se analizé6 un ntimero por demas reducido de bandas (alelos) por locus 
microsatélite (nueve en total). Cantidad por demas limitada si se planea la descripcién 
molecular de las diferencias genéticas. El decremento selectivo del ndmero de bandas en las 
matrices de datos finales no fue dirigido con otro objetivo que el de evitar contemplar 
artefactos de amplificaci6én 0 subproductos de reaccién como si fuesen alelos del locus en 
estudio. Enfoque valido, por cuanto se aseguré el manejo de un nimero mds veraz de la 
informacion alélica evidenciada. 

Los patrones complejos de bandas con un solo par de iniciadores sugeriria la 
amplificacion de loci polimérficos, o la existencia de n alelos diferentes en la poza genética 
estudiada (Saghai-Maroof et al. 1994; Ma et al. 1997; Provan et al. 1996; Akagi et al. 1997). El 
hecho de haber registrado numerosos alelos por locus puede ser consecuencia de la condicién 
hipervariable de estas regiones o, de la deteccién de loci relacionados (inespecificidad de la 
PCR o de los oligonucleétidos). 

3.2 Estudios de conglomerados y ACP 
Primordialmente, fueron razones de orden germopldsmico las que se elucidaron en la 

formacién de conglomerados. La clasificacién sistematica del maiz (Wellhausen et al. 1951; 
Wellhausen 1988) ha considerado a las razas Tuxpefio, Tuxpefio tipico, Tepecintle, Vandefio y 
Celaya como estrechamente relacionadas (Brown y Goodman 1977; Taba et al. 1994; Taba 
1995). Especificamente, el Tepecintle, Tuxpefio y Vandefio son razas mestizas prehistéricas, en 
tanto que el Celaya es una raza moderna incipiente; todas, oriundas de varias regiones de 
México. 

EI estudio de conglomerados tuvo como referencia aquel de Taba et al. (1994), 
producido a partir de determinaciones morfoagronémicas. Los conglomerados alli expuestos 
brindaron una idea —por demds vaga— de los ordenamientos que podrian tener las miltiples 
accesiones de maiz tropical. Teniendo en consideracién que cada una de las accesiones 
analizadas correspondian a diferentes conglomerados en ese estudio, fue dificil relacionarles 

| Se establece un ligamiento sélido cuando existen <5cM entre el marcador y el “locus objetivo”. 
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cabalmente. Adicional a ésto, fue Ia ausencia de datos morfoagronémicos con los cuales se 

correlacionaran los moleculares y, asi, profundizar en el estudio. Existen ejemplos del uso de 

marcadores microsatélites en fingerprinting y diversidad genética (Phelps et al. 1996; Bird et al. 

1997; Mladenovic-Drinic y Konstantinov 1997), en donde es toral la correlacién inicial con 

evaluaciones agronémicas para predicciones posteriores derivadas del andlisis molecular. 

Realizar los andlisis de datos con técnicas de variacion miltiple —estudio de 

conglomerados y andlisis de componentes principales—, permitié describir a los objetos como 

un conjunto de mediciones numéricas. Asimismo, permitieron disefiar un esquema de 

clasificacién para el agrupamiento de los objetos en un numero de clases en el que los objetos 

contenidos compartiesen similaridades en un aspecto tal que les diferenciasen de aquellos de 

otras clases. 
Método de descomposicién de una matriz de correlacién o covarianza, el andlisis de 

componentes principales tuvo como objetivo resumir el conjunto de datos de variables 

multiples tan acuciosamente como fuera posible. 

Una vez desarrollado el andlisis del componente principal, se definié el segundo 

componente, perpendicular al primero. Asf, el primero de los componentes resumié lo mas 

posible de la variacién conjunta, el segundo lo restante; el tercero explic6, sucesivamente, el 

valor del resumen residual. Descrito un considerable porcentaje de la varianza total, se decidié 

no establecer mas componentes. 
Emplear a B73 y Mo17 como materiales comparativos consideré su relacién racial 

(Brown y Goodman 1977), lo que permitia preconcebirles dentro de un mismo conglomerado 

—con una localizacién bastante separada entre si—. Se demostré la ubicacién distante con 

respecto de las demas accesiones de maiz. Igualmente, los resultados comprobaron que el 

probador CML247 no posee relacién directa con las accesiones evaluadas (McLean et al. 1997). 

Los resultados del dendrograma 1 en la Figura 25, donde se da cuenta de la separacion 

del grupo I en tres subgrupos, se explicarian por el hecho de que Veracruz 141B, Veracruz207, 

Veracruz223 y Tamaulipas 125 son accesiones que derivan del germoplasma Tuxpefio. Asi, se 

diferencian de los otros dos subgrupos (uno misceldneo y el otro, un Zea luxurians Guatemala). 

El que se haya concebido a las muestras A y B de Zea luxurians Nicaragua como una 

sola, luego de la incorporacién de los datos correspondientes a las bandas de mediana y baja 

intensidad es consecuencia directa de la igual lectura de alelos. De aqui que se haya eliminado 
la muestra B de Jas figuras 25 y 26, a riesgo de crear confusiones. 

La distinta ubicacién de Veracruz 141 y Veracruz141B —el segundo, un compuesto 

intraaccesion del primero— en los estudios de conglomerados y componentes principales [que 

se presentan en el capitulo “Resultados”], es producto de la variacién de alelos registrada por 
la lectura de un numero mayor de muestras. 

La similitud de las concatenaciones de los dendrogramas y de los andlisis de ACP para 

los conjuntos matriciales “ab” y “abc”, definidos por los coeficientes de similaridad s5 y la 

supresién pairwise, es indicativo del valor no definitivo que en este caso aportan los datos 
correspondientes a la mas baja intensidad. 

El anélisis de componentes principales para las matrices de datos “ab” y “abc” 

confirma lo estipulado en el parrafo anterior: las disposiciones espaciales del agrupamiento de 

la denominada "Faja Maicera", el de los teocintles, y del megagrupo conformado por las 

accesiones que comparten un origen germoplasmico Tuxpefio, Tuxpefio tipico o Tepecintle. 

3.3 Mezcla (bulking) de muestras 
Con los resultados de Ja variacién intraccesion en Veracruzl41B queda mds que 

demostrada la valia del estudio intraaccesién. Result6 tan informativa la definicién de las 

variaciones alélicas, que se le consideré como una entidad distinta a la original (Veracruz141) 
para los estudios de conglomerados y ACP. 
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Conclusiones 

Las metodologias de marcaje molecular permiten comprender indirectamente las bases 

genéticas que sustentan numerosos mecanismos que ocurren en el nivel del ADN, y proveen de 

poderosos métodos para la cartografia y manipulacién individual del locus (o de los loct) 

asociado(s) con la expresion de ciertos rasgos o caracteres. El uso efectivo de marcadores 

moleculares aunado a las prdcticas tradicionales, permitira el advenimiento de avances 

significativos en las estrategias de fitomejoramiento y seleccién vegetal. 

Los microsatélites, también denominados secuencias simples de repeticién, se han 

convertido en una fuente importante de marcadores moleculares. Por sus caracteristicas y 

propiedades, se han considerado (algunas) posibilidades de aplicacién téorica y practica en el 

fitomejoramiento: 
1. Investigacion en cartografia cromosémica/ genética. 

2. Integracién y complementaci6n de mapas de ligamiento cromosémico en combinacién con 

otros tipos de marcadores moleculares. 

Establecimiento de mapas de ligamiento de alta densidad. 

Criba rapida y confiable de polimorfismos genéticos en poblaciones. 

Deteccion de marcaje y manipulacion de caracteres cuantitativos. 

Escrutinio de poblaciones en segregacion para seleccién asistida por marcadores. 

Exploracién de variabilidad genética y de conservacién de sitios en los cromosomas de 

diferentes individuos y poblaciones de la misma especie. 

8. Estudios filogenéticos y de huellas genéticas (fingerprinting). 

9, Determinacién de la diversidad genética de accesiones/cultivares de importancia en el 

Fitomejoramiento. 
10. Estudios de heterosis. 
11. Verificacién de sintenia. 

12. Sustento de investigaciones de homeologia cromosémica en distintos taxones o especies. 

13. Analisis de eventos moleculares de mutacién puntual, insercion y supresi6n de secuencias. 

14. Generacién de bases de datos de las secuencias de amplificacién y flancos (adyacentes). 
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En el presente estudio se han evaluado con la metodologia de marcaje molecular 

microsatélite, dos aplicaciones de importancia mayuscula en el estudio de la genética del maiz 

y del teocintle: 
# la cartografia cromosémica, y 
* el estudio de la diversidad genética. 

Teéricamente, la cartografia sustentada en marcadores requiere que posean las 

caracteristicas siguientes: 
i. Polimorfismo verificable. 
ii. Herencia mendeliana. 
iii. Independencia de interacciones genotipo-ambiente. 
iv. Abundancia gendémica. 
v. Distribucién uniforme. 

Luego, cumplen los microsatélites con lo anterior. Resultaron sumamente polimérficos; 

detectan, con alta sensibilidad, variaciones en la secuencia del ADN. 

Experimentalmente, los microsatélites son marcadores codominantes, especificos para 

un solo locus, aun cuando pueden revelar varios alelos por locus, segan 1a técnica de andlisis de 

los productos de reaccién. Detectaron variacién sdlo dentro del fragmento de ADN 

amplificado y en secuencias flanco. 
La herencia de los marcadores moleculares se rigis de manera cldsica mendeliana, 

independientemente de la poblacin en estudio. 
Siendo los microsatélites un sistema de marcadores moleculares que localiz6 un 

enorme nitmero de loci o de grupos de ligamiento a todo lo largo del genoma nuclear, son 

considerados de enorme utilidad en la conformacién de mapas de ligamiento genético. 

  
 



Conclusiones 

Las fluctuaciones ambientales (y la interaccién genotipo-ambiente) no afectaron en 
forma alguna el andlisis molecular. Las interacciones epistaticas desfavorables a menudo 
aparecen entre los loci que codifican para los caracteres morfoldgicos y limitan el nimero de 

marcadores segregantes tolerables o erréneamente registrados en una sola poblacion 

segregante. En contraste, los marcadores moleculares —como los microsatélites— parecieron 
estar libres de efectos epistaticos; por lo tanto, es tedricamente ilimitado el ntmero de loci a 

escrutinio en un sola poblacién. A la estabilidad experimental que demuestra su empleo en 

diferentes progenitores/cultivares, cruzas y poblaciones (como las Fz y RIL aqui analizadas) se 
afiade la particular abundancia, distribucién y conservacién de generacién a generacién de las 
secuencias microsatélites (y flancos), asi como Ia facilidad de manejo, pues son marcadores 
amplificados via reaccién en cadena de la polimerasa. 

Técnica sumamente efectiva bajo condiciones estandarizadas en tanto se realicen los 

ajustes necesarios de los parametros experimentales (concentracién, tiempo y temperatura) 

para incrementar especificidad y rendimiento, la reaccién en cadena de Ja polimerasa es una 

poderosa herramienta de la que se vale el investigador para el andlisis de loci microsatélites. 

Los estudios experimentales llevados a efecto en el presente trabajo demuestran la 

viabilidad y examinacion de los microsatélites como marcadores moleculares de forma répida 
y eficaz. No requieren métodos tan elaborados como otros —marcadores RFLPs—, ni exigen 

costos de aplicacién enormes —salvo los de desarrollo—. No solicitan grandes cantidades de 

ADN genémico y pueden utilizarse sistemas de deteccién poco complejos. Unica limitante 

para este tipo de andlisis molecular es el requerir informacién de secuencia para la sintesis de 

iniciadores, misma que puede obviarse de efectuar consultas en datos de bases publicas u 

otros procedimientos alternos. 
El estudio sobre la diversidad genética de maiz tropical y subtropical indica que el 

analisis con marcadores microsatélites puede usarse para agrupar lineas por los anilisis de 

conglomerados o de componentes principales. Este ultimo, por presentar los datos en forma 

més detallada y distribuirles en funcién de la varianza, result6 ser mas informative. Los 

agrupamientos se infirieron, usualmente, de informacion previa de linaje, relaciones con otros 

estudios de variacion genética intraccesi6n, y origenes del germoplasma. 
Ostinato rigore, lo presentado y considerado en este estudio no fue capaz de distinguir 

grupos realmente verificables dentro de los pardmetros que rigen las investigaciones de 
diversidad genética por marcadores moleculares. Es obligado evaluar un ntiimero mucho 
mayor de accesiones 0 lineas de diferentes megaambientes, en distintas localidades geograficas 
y con variadas condiciones experimentales; utilizar un enorme némero de marcadores 
microsatélite, en combinacién con otras metodologias moleculares (tales como RFLPs y 

AFLPs), integrados los datos mediante interfases computacionales disefiadas ex profeso, y en 

correlacién con datos morfoagronémicos. Asimismo, seria deseable incluir otras accesiones de 

interés (compuestos o poblaciones no clasificadas o documentadas en bases de datos), o 

estudiar variaciones genéticas o patrones de heterosis entre subgrupos intraraciales para la 

eleccién de lineas 0 cultivares como apoyo para en el fitomejoramiento. Consecuentemente, 

solo es informativo de manera cualitativa: un ejemplo explorativo de las amplias 
posibilidades que tienen los marcadores microsatélites per se como herramientas aplicadas a 
problemas agronémicos. 

Ergo, debe ponderarse esta investigaci6n sédlo como una ilustrativa experiencia 
formativa de los conocimientos, metodologia y lineamientos, asi como las complejidades 
téoricas y pr&cticas que involucran los estudios cartograficos y los andlisis de diversidad 

genética, o cualesquiera de este tenor cientifico. 
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Anexo 

ANEXO 

A continuacion se describen pormenorizadamente las concentraciones de los reactivos y 

las caracteristicas de cada uno de los aparatos utilizados en el trabajo experimental. Las 

compaiiias y casas comerciales que les elaboran y/o manufacturan se mencionan de manera 

adjunta. 

REACTIVOS 

Polimerasa Taq del ADN, 500 U (6U/pL) GIBCO BRL® Life Technologies®, Inc. 

Desoxioligonucledtidos (dATP, dGTP, dCTP, dTTP), 10 mM. 

Cloruro de magnesio, 50 mM. 
Solucién tamp6n 10x para la polimerasa Taq del ADN. 

Glicerol 100%, SIGMA® Chemical Co. 

Agua destilada, SIGMA® Chemical Co. 

Aceite mineral, SIGMA® Chemical Co. 

+ Agarosa, METAPHOR®, FMC Bioproducts®, SEAKEM LE®, FMC Bioproducts®, 

NUSIEVE®, FMC Bioproducts®. 

+ Acrilamida, Grado Electroforesis, GIBCO BRL® Life Technologies®, Inc. 

 Bis-acrilamida (N,N'-MetilenBis-Acrilamida), Grado Electroforesis, GIBCO BRL® Life 

Technologies®, Inc. 

% TEMED (N,N,N',N'-Tetrametilenenediamina), SIGMA® Chemical Co. 

* Persulfato de amonio, SIGMA® Chemical Co. 

APARATOS Y EQUIPO 
REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA 

© Pipetman®, 2 uL, 20 nL, 100 pL, 1000 4L; Gilson Laboratories. 

‘+ Tubos para PCR de polipropileno; volumen de 0.2 mL; 8 tubos/serie; incoloros, estériles; 

Robbins Scientific® Corp. 
‘: Tapas para tubos de PCR de polipropileno; 8 tubos/serie; incoloros, estériles; Robbins 

Scientific®, Corp. 

* Jeringas 1.5 mL, NICHIRYO®. 
-# Campana de flujo laminar, modelo "Table Top"; Environmental Air Control, Inc. 

Maquina termocicladora de PCR, ERICOMP©TwinBlock®System Easycicler®Series. 

ELECTROFORESIS 
» Tanque y aparato para electroforesis sobre gel de poliacrilamida, modelo BIORAD 

PROTEAN® IIL xi Cell, BIORAD Laboratories. 

> eines de teflon: 15 dientes, 1.0 mm; 20 dientes, 1.0 mm; 25 dientes, 0.75 mm. 

Separadores: 20 cm x 0.75 mm; 20 cm x 1.0 mm. 

Sistema de electroforesis de tanque horizontal para gel de agarosa, modelo H4, BRL® Life 

Technologies®, inc. 
Peines de teflon: 30 dientes, 1.0 mm. 

Fuentes de Poder, FOTODYNE® y FisherBiotech®. 

Pelicula fotografica, Polaroid® 667. 

Camara fotografica, FOTODYNE® Polaroid® MP4 Land Camera. 

Transiluminador de luz UV, FOTODYNE®. w
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