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USO DE MARCADORES MOLECULARES EN PLANTAS;
APLICACIONES EN FRUTALES DEL TROPICO!

Alvaro Azofeifa-Delgado?

RESUMEN

Uso de marcadores moleculares en plantas; aplica-
ciones en frutales del trépico. En el presente trabajo se rea-
liz6 una revisién bibliogrdfica sobre el uso de marcadores
moleculares en plantas, con énfasis en el uso de los mismos
en especies frutales del trépico. Comprende aspectos relati-
vos al uso e importancia, ventajas, desventajas y caracteristi-
cas, evolucién de las principales metodologias de marcaje a
través del tiempo y una explicacion de las técnicas de uso mds
frecuente. Por ultimo, se presenta una lista de las publicacio-
nes mds relevantes hasta el afio 2005. En ésta se indican los
autores, la especie estudiada, el objetivo del trabajo, la técni-
ca empleada asi como los principales resultados obtenidos.

Palabras clave: Marcadores moleculares, frutales tro-
picales, ADN, andlisis genéticos, variacion genética.

ABSTRACT

Use of molecular markers in plants; application on
tropical fruit trees. In the present work, a literature review
was conducted on the use of molecular markers in plants,
with emphasis on their use in tropical fruit species. Aspects
related to the use and importance, as well as to the
advantages, disadvantages and characteristics of different
markers are included. Moreover, the historical development
of the main methodologies along time and an explanation of
the techniques most frequently used are also considered.
Finally, a list of the most relevant publications until year
2005 is included. This comprises information about authors,
genotypes, the objective of the work, the techniques used,
and the main results obtained.

Key words: Molecular markers, tropical fruits, DNA,
genetic analysis, genetic variation.

INTRODUCCION

Existen dos clases de marcadores genéticos: los
morfolégicos y los moleculares (Tanksley 1983). En
primer orden, la caracterizacion e identificacion tradi-
cional de variedades se ha basado en el empleo de ca-
racteres morfolégicos y/o agrondmicos (Rallo et al.
2002). No obstante, el uso de marcadores morfoldgicos
en las plantas tiene muchas limitantes, pues su expre-
sion puede estar sujeta a factores ambientales o fenold-
gicos; por ejemplo la presencia o ausencia de espinas
en los citricos. Con frecuencia estos marcadores solo es
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posible evaluarlos a nivel de toda la planta y cuando es-
ta llega a su estado adulto. Para la gran mayoria de fru-
tales tropicales esto significa una espera, no deseable,
de varios afios. Ademds, pueden ocurrir cambios epi-
genéticos que limitan el nimero de marcadores que
pueden ser evaluados sin equivocacion en la poblacién
segregante (Powell 1992; Phillips et al. 1995). Por otro
lado, gracias a los avances en la biologia molecular se
han desarrollado métodos de identificacién y caracte-
rizacion basados en el uso de marcadores moleculares
que superan, en la gran mayoria de los casos, las limi-
taciones de los métodos tradicionales.
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Estos marcadores moleculares son fenotipicamen-
te neutros, presentan mayor segregacion o polimorfis-
mo que los morfoldgicos, pueden ser evaluados desde
los primeros estados de desarrollo de las pldntulas, son
aplicables a cualquier tipo de material vegetal, son in-
dependientes de la época del afio en que se realiza el
andlisis, permiten la identificacidn correcta de la varie-
dad sin necesidad de muchos caracteres y estdn libres
de los efectos epistdticos (Tanksley 1983; Powell
1992; Phillips et al. 1995; Rallo et al. 2002).

Dentro de los marcadores moleculares se mencio-
na la existencia de dos tipos: las protefnas (principal-
mente las isoenzimas) y los marcadores de ADN.

DEFINICION

Los marcadores moleculares han sido definidos
como cualquier diferencia notipica controlada genéti-
camente. Se puede considerar que cualquier molécula,
orgdnica o inorgdnica, que sea caracteristica de un or-
ganismo o proceso sea un marcador. Los marcadores
idéneos son los de ADN, siendo vélido cualquier frag-
mento que se encuentre muy cerca del gen o de la se-
cuencia de interés y que ldgicamente no afecte al ca-
rdcter en estudio (SIDTA 1999). Para Valadez y Kahl
(2000) un marcador se refiere a cualquier molécula de
proteina, ARN o ADN de tamaifio o peso molecular co-
nocido que sirve para monitorear o calibrar la separa-
cion de las mismas utilizando electroforesis o croma-
tografia, y un marcador genético como cualquier gen
cuya expresién permite un efecto fenotipico que pue-
de ser detectado facilmente (por ejemplo, un gen que
ocasiona resistencia para algtin antibidtico).

Los marcadores del ADN se basan fundamental-
mente en el andlisis de las diferencias en pequefias se-
cuencias del ADN entre individuos. Las técnicas em-
pleadas para ello son muy diversas y dan el nombre a los
distintos tipos de marcadores, los cuales pueden ser de
cardcter dominante o codominante (Karp y Edwards
1998).

Algunos ejemplos de ellos son: Polimorfismo de
la longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP),
Amplificacién aleatoria del ADN polimérfico
(RAPD), Polimorfismo en la longitud de los fragmen-
tos amplificados (AFLP), Microsatélites o Secuencias
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simples repetidas (SSR), Amplificacion aleatoria del
polimorfismo de microsatélites (RAMPO) etc. (Rallo
et al. 2002).

TIPOS DE MARCADORES
Isoenzimas

Las isoenzimas, o aloenzimas, son las proteinas
mds ampliamente usadas como marcadores molecula-
res y éstas fueron los primeros marcadores molecula-
res usados en genética de plantas (Tanksley et al.
1981). Las isoenzimas son variantes de una misma en-
zima (son formas funcionalmente similares de enzi-
mas), que comparten un sustrato en comtn pero difie-
ren en su movilidad electroforética. Incluyen todos los
polimeros de subunidades producidos por diferentes
loci o por alelos diferentes en el mismo locus. Diferen-
tes individuos en una misma poblacion pueden tener
diferentes formas moleculares de la misma proteina.
Esa variabilidad en cuanto a la estructura de las protei-
nas es producida por factores genéticos o epigenéticos.

Su andlisis se realiza extrayendo la enzima de los
tejidos de la planta, tras lo cual, las variantes son se-
paradas con electroforesis y visualizadas mediante la
tincién del gel con colorantes especificos (Powell
1992; Haines 1994). Entre las variantes enzimadticas
frecuentemente empleadas se mencionan; malato des-
hidrogenasa, fosfoglucomatasa, glutamato oxaloaceta-
to transmitasa, shikimato deshidrogenasa y peroxida-
sas (Jarret y Litz 1986). No obstante, Tanksley (1993)
menciona que el uso de las isoenzimas ha estado muy
limitado por el escaso nimero de colorantes enzimati-
cos disponibles y por la imposibilidad de contar con
suficientes marcadores para cubrir todo un genoma.

Forrest (1994) menciona que las isoenzimas han
probado ser de gran valor en estudios de mejoramien-
to tanto en poblaciones naturales como en plantacio-
nes de drboles y mantienen cierto valor de utilidad, es-
pecialmente en estudios a gran escala de estructura
poblacional y en relacion con la resistencia a plagas y
enfermedades. Por ejemplo, Gonzdlez-Pérez et al.
(2004) realizaron un estudio sobre la estructura pobla-
cional de las palmeras Phoenix canariensis 'y P. dacty-
lifera en Islas Canarias, Espafia. También, Jarret y Litz
(1986) utilizaron los sistemas isoenzimadticos como
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marcadores para discriminar entre varios clones de ba-
nanos y pldtanos.

Marcadores de ADN

Otro grupo de marcadores son los marcadores de
ADN. Segin Karp et al. (1997) dentro de este grupo
se incluyen tres categorias bdsicas. Categoria 1: méto-
dos que no se basan en la reaccién en cadena de la po-
limerasa (PCR). Por ejemplo, RFLP y niimero variable
de repeticiones en tandem (VNTRs). Categoria 2: téc-
nicas que utilizan iniciadores (“primer”) arbitrarios o
semiarbitrarios. Por ejemplo, iniciadores PCR muilti-
ples arbitrarios (MAAP), RAPD, RAMPO. Categoria
3: PCR con sitio “objetivo especifico”. Por ejemplo,
SSR, Inter secuencias simples repetidas (ISSR). Las
categorias 2 y 3 son marcadores basados en la PCR.

Segun se observé en la revision bibliogrdfica, los
investigadores han utilizado mayoritariamente unos
pocos tipos de marcadores para los estudios desarro-
Ilados en especies frutales del trépico. A continuacién
se presentan una breve referencia de cada uno, asi co-
mo ejemplos de los mismos.

I- Polimorfismo de la longitud de los fragmentos de
restriccion (RFLP)

El andlisis RFLP es una técnica usada en los pro-
gramas de investigacién desde los afios 1970. Inicial-
mente fue empleada para el mapeo fisico de los ade-
novirus (Grodzicker et al. 1974) y en la construccion
de un mapa genético de ligamiento para humanos
(Botstein et al. 1980). Paterson (1996) menciona que
a partir de ambas publicaciones, especialmente la de
Botstein et al. (1980), se presentan los principios basi-
cos que sustentan el uso de “Marcadores Moleculares”
y que representan el fundamento de los posteriores
andlisis genético - molecular en plantas y animales.
Valadez y Kahl (2000) definen los RFLPs como la va-
riacion en la longitud de los fragmentos de ADN pro-
ducida por una endonucleasa de restriccién especifica
a partir de ADNs gendmicos de dos o mds individuos
de una especie. Los RFLPs se generan por rearreglos
o mutaciones que dan lugar a la creacion o delecién de
sitios de reconocimiento para las endonucleasas espe-
cificas. Estas variaciones también pueden deberse a la
presencia de ADN repetido con diferente cantidad de
copias sobre una regién cromosomica especifica (por

ISSN: 1021-7444

ejemplo, nimero variable de repeticiones en serie). El
concepto principal fue que la mutacion en el sitio de
restriccién, o la mutacién que altera la distancia entre
los sitios adyacentes de restriccion podria ser visuali-
zada como “Marcadores de ADN”.

Para realizar el andlisis se necesitan las “enzimas
de restriccion”. Paterson (1996) menciona que éstas
actian como “tijeras moleculares” altamente especifi-
cas. Estas enzimas reconocen y cortan el ADN en
sitios especificos. La alta especificidad para reconocer
secuencias es la base para la mayoria de estrategias de
clonaje del ADN. La gran mayoria de las enzimas de
restriccion utilizadas en el clonaje molecular recono-
cen secuencias de cuatro, cinco O seis nucledtidos de
longitud.

Después de la publicacién de Botstein et al. en
1980 los RFLPs han sido ampliamente usados en plan-
tas con diferentes objetivos: caracterizacién de germo-
plasma, estudios filogenéticos, pureza de semillas hi-
bridas, seleccién y/o localizacion de genes especificos
(mediante andlisis de ligamiento) de caracteristicas
agrondémicas importantes, etc. (Phillips ef al. 1995;
Valadez y Kahl 2000).

Los marcadores RFLP se comportan como marca-
dores codominantes, en tanto que los marcadores morfo-
16gicos y los marcadores basados en PCR, poseen alelos
que interactian de manera dominante/recesiva. Ademads,
el nivel de variacién alélica de los marcadores RFLP en
poblaciones naturales de plantas es mayor que con los
marcadores morfoldgicos (Helentjaris et al. 1985).

Los pasos generales para el andlisis RFLP son los
siguientes: Paso 1. Aislamiento del ADN. 2. El ADN
se digiere con endonucleasas de restriccion, que cortan
el ADN en puntos que poseen una secuencia particular
de reconocimiento. 3. Los fragmentos son separados
con base en su tamafio usando electroforesis en gel de
agarosa. 4. Luego se aplica la técnica denominada
“Southern Transfer” (Transferencia de ADN), la cual
involucra la transferencia del patrén de fragmentos de
electroforesis, a un soporte sélido y manipulable, por
ejemplo a una membrana de “nylon”. 5. Luego de la
transferencia, la membrana se expone a una sonda
marcada, que posee una secuencia homéloga a uno o
mds fragmentos o a parte de estos, de tal manera que
se produce la hibridacién del ADN. 6 y 7. La técnica
general para producir la sonda marcada se conoce co-
mo “Nick Traslation” y se basa en la remocion en la
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sonda, de pequefios grupos de nucledtidos (aproxima-
damente 10) con una exonucleasa. Mediante la accion
de la enzima ADN polimerasa I, la cadena se resinte-
tiza a través de la reincorporacién de nucledtidos mar-
cados radioactivamente o por medio de otras técnicas.
8. La deteccion de las bandas de hibridacidn se realiza
por luminiscencia (Phillips et al. 1995).

Uno de los pasos del andlisis RFLP incluye un
procedimiento de electroforesis. En general, la elec-
troforesis es una técnica cominmente empleada para
la separacion, identificacién y purificacion de molécu-
las de 4cidos nucléicos. Se basa en el hecho de que las
moléculas de los 4cidos nucleicos estdn cargadas ne-
gativamente y migran hacia el 4nodo en un campo
eléctrico. La electroforesis del ADN usualmente se
realiza en una matriz de agarosa o poliacrilamida, in-
mersa en un buffer salino que permita el estableci-
miento de un campo eléctrico (Paterson 1996).

Segtin Paterson (1996) el costo, la complejidad téc-
nica y la gran cantidad de ADN que se requiere pueden
ser limitantes para el empleo de los RFLP como técni-
ca de diagndstico. Bernatzky (1988) menciona como
otra limitante, que en algunos casos, aunque la varia-
cion interespecifica es alta, los individuos de una pobla-
cion o los cultivares de una especie muestran una varia-
cion baja, lo cual reduce las posibilidades de encontrar
polimorfismos ttiles. Aunque esto puede ser soluciona-
do usando enzimas que corten el ADN mds frecuente-
mente, o simplemente, evaluando una mayor variedad
de enzimas.

Para Paterson (1996), las limitaciones de los mar-
cadores RFLP mencionadas condujeron a la imple-
mentacidén de nuevas técnicas moleculares. Este mis-
mo autor menciona, que en el caso de las plantas, para
cierto tipo de andlisis, los RFLP contindan teniendo
relativa importancia como técnica molecular.

I1- Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

El andlisis PCR es un procedimiento in vitro para
la sintesis y duplicacion de secuencias especificas de
ADN. Esta tecnologia utiliza secuencias de oligonu-
cledtidos que inician la sintesis de fragmentos de ADN
de longitudes variables, no mayores de 6 Kb en pro-
medio (Valadez y Kahl 2000). Usa, segun la técnica,
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uno o dos oligonucledtidos sintéticos (iniciadores),
generalmente de entre 10 a 30 pares de bases de lon-
gitud y complementarios a la secuencia nucleotidica
de los extremos del ADN blanco y disefiados para hi-
bridar en direccién contraria. El método implica la eje-
cucion de una serie repetitiva de ciclos (conocidos co-
mo ciclos térmicos), cada uno de los cuales involucra
la desnaturalizacién del ADN, la unién del iniciador a
la cadena desnaturalizada y la sintesis, a partir del ini-
ciador, de una doble cadena mediante la accién de la
polimerasa. Lo anterior resulta en una acumulacién
exponencial de un fragmento especifico de ADN (Er-
lich 1989; Valadez y Kahl 2000).

Mayores detalles sobre esta técnica se pueden en-
contrar en Valadez y Kahl (2000).

El andlisis PCR, desde su invencion, por Saiki et
al. (1985), ha sufrido modificaciones y en algunos ca-
sos ha generado incluso nuevas técnicas (Phillips et al.
1995). Rallo et al. (2002) mencionan que la gran ma-
yoria de los marcadores moleculares del ADN, de uso
actual, se basan en la técnica del PCR.

La técnica PCR ha suministrado un conjunto de
marcadores como por ejemplo; los RAPDs, SSR,
AFLPs, regiones amplificadas de secuencias caracteri-
zadas (SCARs), amplificacién selectiva de loci poli-
morficos (SAMPLSs), amplificacion azarosa de las hue-
llas del ADN “ADN Fingerprinting” (RAF) y
amplificacion directa con ADN microsatélites (DAMD)
(SIDTA 1999; Ramage et al. 2004; Saxena et al. 2005).

La ADN polimerasa ADN dependiente es una en-
zima que, en unas condiciones determinadas y en pre-
sencia de una pequefia cadena de ADN, que actda co-
mo cebador, es capaz de producir millones de copias
de determinados fragmentos del ADN. Estos fragmen-
tos se separan posteriormente por peso molecular y
conformacion mediante técnicas electroforéticas, ob-
teniéndose un patrén de bandas especifico que nos
permite diferenciar individuos (Rallo et al. 2002).

III- Amplificacion aleatoria del ADN polimoérfico
(RAPD)

Este andlisis fue descrito por primera vez en 1990
por dos grupos de investigadores independientes
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Williams et al. (1990) y Welsh y McClelland (1990).
Phillips et al. (1995) mencionan que en esencia es la
misma metodologia PCR, por lo que a veces se le re-
fiere con este nombre.

La modificacién que les dio origen consistié en
sustituir en la tecnologia PCR, el uso de un par de ini-
ciadores cuidadosamente disefiados y un poco largos,
por un solo iniciador corto, de alrededor de 10 nucle6-
tidos de longitud y de secuencia arbitraria, con la ca-
pacidad de unirse a regiones especificas en el genoma
(Waugh y Powell 1992; Valadez y Kahl 2000). En el
andlisis PCR los dos iniciadores son usados para am-
plificar una secuencia especifica del genoma, y en el
andlisis RAPD, el iniciador se usa para amplificar
secuencias al azar de un patrén complejo de ADN
(Phillips et al. 1995).

Los polimorfismos producidos con la técnica
RAPD se denominan marcadores RAPD, y pueden re-
sultar de cualquier cambio en la secuencia o sitio de
unién del iniciador (mutacién puntual), lo cual impide
que el iniciador se una a la cadena, o también pueden ser
el producto de cambios que alteren el tamafio o impidan
la exitosa amplificaciéon del ADN molde. Como regla
general, el tamafio de las variantes se detecta muy esca-
samente y los productos de amplificacion individuales
representan un alelo por locus. En los estudios de heren-
cia, los productos de amplificacién se comportan como
marcadores dominantes (Waugh y Powell 1992).

Los RAPDs generan un niimero inmenso de mar-
cadores y, al contrario de los RFLPs, no requieren de
sondas especificas para cada especie y la cantidad de
ADN necesaria para el andlisis es mucho menor (Phi-
llips et al. 1995).

El andlisis RAPD requiere de cinco elementos bé-
sicos: 1). ADN molde: ADN proveniente de la muestra
a analizar. 2). El iniciador: que es un oligonucledtido,
con la propiedad de localizar y unirse a sitios comple-
mentarios del ADN desnaturalizado. Debe tener un con-
tenido de al menos un 50% de guanina-citocina para
funcionar correctamente. 3). Desoxirribonucledtidos: se
requiere de concentraciones adecuadas de dATP, dGTP,
dCTPy de dTTP para la sintesis de la cadena. 4). Solu-
cion buffer. 5). Tag-polimerasa: es una enzima ADN-
polimerasa ADN dependiente termoestable. Tiene la
propiedad de restituir la doble cadena de ADN usando
una cadena simple como molde a partir de un punto
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determinado, fijado en este caso, por el iniciador (Phi-
llips et al. 1995).

Durante el andlisis RAPD se dan una serie de reac-
ciones quimicas en forma ciclica de manera similar a lo
que ocurre en una reaccién PCR pero contemplando la
modificacién mencionada anteriormente.

La eficiencia de los marcadores RAPDs puede es-
tar influenciada por varios factores, entre ellos: El nu-
mero de ciclos de amplificacién, la cantidad de ADN
inicial, la longitud del ADN, el iniciador y la tempera-
tura (Phillips et al. 1995).

IV- Polimorfismo en la longitud de los fragmentos
amplificados (AFLP)

Los AFLPs son considerados marcadores de alta
eficacia, permiten el andlisis de un elevado nimero de
loci por experimento sin requerir informacion previa
sobre su secuencia, son en su mayoria dominantes y
altamente reproducibles. Sin embargo, la técnica es
mds complicada de ejecutar que la de los RAPD y el
SSR, ademds requieren una mayor cantidad de ADN
(Karp et al. 1997; SIDTA 1999). Se pueden emplear,
por ejemplo, en la construccién del armazén de los
mapas genéticos en el que se localizan los marcadores
codominantes, para discriminar entre individuos cer-
canamente relacionados y para localizar genes especi-
ficos en genomas complejos (Valadez y Kahl 2000).

El andlisis AFLP combina la digestién con enzi-
mas de restriccién con el PCR. El primer paso involu-
cra la digestién del ADN con dos enzimas especificas
de restriccion, una de las cuales corta secuencias pre-
cisas y la otra corta mds frecuentemente. Es necesario
agregar adaptadores para que éstos se peguen en los
bordes de los fragmentos recién formados y de esta
manera proveer una secuencia conocida para poder
amplificar mediante PCR. En este paso, también se re-
quiere el uso de ligasas para facilitar la unién entre los
bordes de los fragmentos y las secuencias cortas cono-
cidas. El uso de adaptadores es necesario porque las
secuencias que quedan en los bordes de los fragmen-
tos, luego de ser cortados, no son adecuadas para ac-
tuar como iniciadores (Karp et al. 1997).

Si el primer paso se realizé adecuadamente, todos
los fragmentos de restriccién se amplificarfan mediante
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PCR. Para poder discriminar entre todos los fragmentos
de restriccion que se forman, se disefian los iniciadores
de tal manera que incorporen el adaptador de secuencia
conocida mds uno, dos o tres pares de bases (dejando
por fuera alguna de las cuatro posibles: A, G, Co T). La
amplificacion mediante PCR solo ocurrird en aquellos
fragmentos en donde los iniciadores encuentren las se-
cuencias complementarias tanto para el adaptador como
para los pares de base adicionales. En este caso, los pa-
res de bases adicionados actian como nucledtidos se-
lectivos. Si solamente se utiliza uno de estos nucle6ti-
dos se amplificardn mds fragmentos de los que se
podrian amplificar si se utilizaran dos nucledtidos. Del
mismo modo, si se utilizan tres nucledtidos se obten-
drfan menos fragmentos amplificados. Por alguna razén
técnica, la adicion de mds de tres nucledtidos selectivos
al iniciador resulta en una amplificacion PCR no espe-
cifica (Karp et al. 1997).

Durante el PCR normalmente se realizan dos ci-
clos térmicos selectivos. En el primero se utiliza un
dnico nucledtido selectivo, en el segundo ciclo térmi-
co, se utiliza el anterior nucleétido mds uno o dos nu-
cledtidos selectivos adicionales. Los fragmentos am-
plificados de esta forma pueden ser luego separados
en un gel de poliacrilamida mediante electroforesis y
los productos de la amplificacién pueden ser visuali-
zados mediante fluorescencia (Karp et al. 1997).

Mayores detalles sobre la técnica se pueden en-
contrar en Valadez y Kahl (2000).

Valadez y Kahl (2000) mencionan que los AFLPs
surgen a partir de: A) Polimorfismos en los sitios de
restriccién, en donde una secuencia especifica para el
reconocimiento de una endonucleasa de restriccion,
estd presente o ausente. B) Polimorfismos en la longi-
tud de la secuencia, donde el nimero de las secuencias
repetidas arregladas en serie (“tandem”) tienen sitios
variables. C) Cambios en los pares de bases de ADN
no asociados con sitios de restriccion.

V- Microsatélites o secuencias simples repetidas
(SSR; MP-PCR)

Los microsatélites o secuencias simples repetidas
(SSR) son regiones de secuencias pequefias (dos a 10
pares de bases) repetidas, arregladas en serie, las cua-
les se asume que estdn distribuidas azarosamente por
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todo el ADN. Son secuencias de ADN altamente varia-
bles dispersas a través de los genomas de hongos,
plantas y animales, los cuales pueden o no estar aso-
ciadas con genes, son loci altamente mutables que
pueden estar presentes en muchos sitios del genoma.
Dado que, la repeticion por si misma no codifica para
formar ninguna proteina, y debido a que las secuencias
de ADN repetitivo pueden recombinarse y expandirse
mds frecuentemente que otros tipos de secuencias, es-
tas regiones son a menudo altamente variables y con-
secuentemente ltiles para medir el polimorfismo entre
especies o variedades muy relacionadas (Phillips et al.
1995; Valadez y Kahl 2000).

Los tipos de repeticiones que ocurren en los SSR
varian entre las especies. Las repeticiones mads
frecuentes en las plantas son (AA)n y (AT)n (Lager-
crantz et al. 1993). Estas repeticiones estdn concentra-
das en secciones grandes del ADN que no codifican
para genes conocidos y que se han llamado macrosa-
télites, por lo que probablemente no son ttiles como
aquellos marcadores que estdn distribuidos al azar
(Phillips et al. 1995). Por el contrario, Wu y Tanksley
(1993) encontraron que las secuencias (GA)n y (GT)n
y sus complementos (CT)n y (CA)n se presentan con
mds frecuencia y estdn aleatoriamente espaciadas en
el genoma de maiz. También observaron que estos lo-
ci son altamente polimérficos entre variedades de
arroz, por lo que son utiles como herramientas de ma-
peo y para estudios de polimorfismos intraespecificos.
Los SSRs representan un nivel adicional de informa-
cién gendémica que se puede usar para los estudios de
mapeo y para la determinacién de polimorfismos
(Phillips et al. 1995).

El desarrollo de marcadores SSR es muy laborioso
debido a que deben identificarse y secuenciarse regiones
gendmicas concretas (bordes del microsatélite), aunque
una vez conseguido presenta un sistema muy informati-
vo. Al respecto, Cervera et al. (2002) mencionan que
aunque los microsatélites permiten analizar sélo un lo-
cus por experimento son bastante informativos ya que
dejan diferenciar las variantes alélicas de los loci anali-
zados y por lo tanto identificar grupos de ligamiento en-
tre diferentes mapas genéticos. Sin embargo, para su de-
sarrollo se precisa conocer la secuencia y, por lo tanto,
son menos numerosos que otros marcadores dominantes.

Estos marcadores son ideales para el estudio de li-
gamiento genético en plantas y el mapeo fisico, los
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estudios poblacionales y la identificacion de varieda-
des (SIDTA 1999).

La tecnologia para el andlisis de microsatélites es
similar a la utilizada para el andlisis RAPD, con la adi-
cion de una evaluacion y secuenciacion previa para de-
terminar los iniciadores. La deteccidn del polimorfismo
SSR se realiza mediante un PCR y la separacion de los
productos mediante electroforesis en geles de agarosa,
poliacrilamida o geles de secuenciacién. Las variacio-
nes detectadas por los SSR son el resultado de cambios
en el nimero de unidades repetidas (Lowe et al. 2004).

Una técnica derivada de la anterior se conoce co-
mo “PCR iniciada con microsatélites anclados (AMP-
PCR)” la cual emplea iniciadores con “anclas” en sus
extremos 3”0 5”. Esta clase de iniciadores consiste de
una, dos o tres bases adicionales al microsatélite, por
ejemplo; C(CT)g, CA(CT)g, CAC(CT)g o (CT)gC,
(CT)sCA y (CT)gCAC, y sirven para seleccionar
aquellas islas de microsatélites en el genoma que estdn
flanqueandos con el complemento de bases especifi-
cas, por ejemplo; T(TA)g, GT(GA)g, GTG(GA)g o
(GA)gG, (GA)gGT y (GA)gGTG, por lo que se incre-
menta su especificidad (Valadez y Kahl 2000). Gene-
ralmente esta técnica es mds eficiente que las técnicas
SSR 0 RAPDs, ya que ha demostrado detectar mds va-
riabilidad genética (Salimath et al. 1996).

En el Cuadro 1, se presenta un resumen con las prin-
cipales caracteristicas de los marcadores mencionados.

EJEMPLOS Y USOS

A continuacion se presenta una serie de ejemplos
generales del uso de marcadores moleculares en

especies vegetales. Posteriormente se ofrece una revi-
sién sobre el uso de los mismos en especies frutales
del trépico.

Los marcadores moleculares han sido usados con
varios fines. En el Cuadro 2 se presentan ejemplos re-
portados en la literatura sobre el uso de los mismos en
especies frutales del trépico. Como se aprecia, los
usos mds frecuentes corresponden a la estimacion de
la diversidad genética intra e inter poblacional, sea en
especies cultivadas o silvestres, en el desarrollo de
mapas de ligamiento, para estudio de las relaciones fi-
logenéticas entre especies, también como herramienta
para determinar la mejor estrategia de conservacion de
recursos genéticos por ejemplo en la formacion de co-
lecciones nucleares, en la identificacién de duplica-
dos, entre otros. En relacidn, Sanchez (2002) mencio-
na que los marcadores moleculares son la principal
herramienta utilizada hoy en dfa en microorganismos,
plantas y animales para: caracterizacion de germo-
plasma, identificacién de genotipos, determinacion de
pureza, andlisis de diversidad genética, mejoramiento
genético asistido por marcadores, aislamiento y carac-
terizacion de genes especificos para usar en transfor-
macién genética, construccion de mapas de ligamien-
to, en la identificacion de transformantes individuales
0 su progenie, entre otros.

Ejemplo de isoenzimas

Harris et al. (1994), evaluaron la variabilidad ge-
nética de Leucaena leucocephala (Lam.) en 24 pobla-
ciones de diferentes paises, mediante un andlisis de
isoenzimas. Con la utilizacion de tres sistemas de
isoenzimas (aspartato aminotransferasa, peroxidasa y
glucosa-6-phosphato isomerasa) se pudo identificar

Cuadro 1. Resumen de las principales caracteristicas de los marcadores: Isoenzimas, RFLP, RAPD, AFLP y SSR.

Caracteristica Isoenzimas RFLP RAPD AFLP SSR
Nivel de polimorfismo que detecta Bajo Medio Medio Medio Alto
Dominancia Usualmente Codominante Dominante Codominante / Codominante
codominante dominante
Numero de loci Multiloci Multiloci Multiloci Multiloci Multiloci
Abundancia en el genoma Baja Media Muy alta Alta Media
Numero de citas* 7 33 13 21

* Se refiere al nimero de veces citado en el Cuadro 2.
Tomado de Lowe et al. (2004); Becerra y Paredes (2000).
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Cuadro 2. Especies frutales del trépico mostrando ejemplos de la utilidad y aplicaciones de los marcadores moleculares.

Autor Especie Objetivo Técnicas Comentario/Resultado
Albany et al. Psidium spp. | Determinar la aplicabilidad del andli-| Jsoenzimas |El andlisis de conglomerado complementé el
(1998) sis de conglomerado para complemen- estudio de zimograma y permitié diferenciar entre
tar el estudio de patrones electroforé- las especies P. guajava y P. friedrichsthalianum.
rico.
Aradhya et al. Género Andlisis de las relaciones filogenéticos RFLP Se confirmd la estrecha relacion entre las especies
(1999) Caricaceae silvestres de Sur América. Se pudo dilucidar dos
linajes evolutivos bdsicos en el género; uno
definido por la C. papaya cultivada y el otro por
las especies silvestres de Sur América.
Archak et al. Anacardium | Comparar tres tipos de marcadores en | RAPD, ISSR, | Se estudid la eficiencia y utilidad de las tres técnicas
(2003) occidentale L. |banco de germoplasma. AFLP en la deteccion de variaciones entre plantas. Todas
las técnicas pudieron discriminar entre los distintos
materiales. Pero, los AFLP exhiben el mayor poder
de discriminacion, por lo que es recomendado para
realizar los andlisis genéticos.
Ashworth y Andlisis de las relaciones genéticas| SSR, RFLP |Los marcadores permitieron la separacion de los
Clegg (2003) | persea americana|€ntre materiales. materiales en tres grupos que corresponden a las
L. razas mexicana, guatemalteca y antillana. Se
encontré una considerable diversidad entre los
materiales procedentes de Guatemala. El andlisis
de la poblacién con marcadores SSR detecté un
mayor nivel de heterocigosis respecto del
resultado de los RFLP.
Aukar et al. Pasiflora spp. |Evaluacién de la variabilidad RAPD Estimaron tasas de similaridad entre las diferentes
(2002) genética. especie. Dentro de P. edulis detectaron una alta
variabilidad genética.
Billotte et al. Bactris gasipaes |Identificar secuencias marcadoras. SSR Se determinaron 18 secuencias marcadoras. Las
(2004) Kunth. cuales se pueden utilizar en especies del género
Bactris asi como de los géneros Astrocaryum 'y
Elaeis.
Billotte et al. | Elaeis guineensis |Desarrollo de mapa de ligamiento. SSR, AFLP |Desarrollo de mapa de ligamiento de alta densidad.
(2005) Jacq. Los 944 marcadores empleados se distribuyen en
16 grupos de ligamiento independientes entre si.
Cada grupo encaja en uno de los pares de
cromosomas homdlogos de la especie.
Birnbaum et al. |Persea americana|Evaluar herramientas que permitan SSR Los resultados apoyan la factibilidad de la
(2003) L. medir la diversidad genética en conservacion en la plantacion. No obstante, la
plantaciones a través de los afios. simulacion de datos sugiere que puede ocurrir un
fuerte flujo de genes, que puede conllevar a una
pérdida de diversidad genética.
Brown et al. Annona muricata |Determinar variabilidad genética entre RAPD Identificaron 14 fragmentos RAPD polimdrficos.
(2003) L. materiales. Con el empleo de los mismos determinaron una
alta variabilidad genética. Ademds, identificaron
dos grupos de materiales: los de origen
Venezolano y los de Brasil.
Cardefia et al. |Cocos nucifera L. |Identificar marcadores adecuados para| Isoenzimas |Se discute la aplicacion de los marcadores en los
(1998) el mejoramiento de la especie. programas de mejoramiento y estudios
filogenéticos.
Cardoso et al. Euterpe edulis | Andlisis de la diversidad genética. AFLP La estructura genética poblacional se estudi6 reali-

(2000)

Mart.

zado un andlisis de variancia molecular (AMOVA)
a la informacién generada de 429 marcadores. El
resultado revela una moderada variacién genética
dentro de las poblaciones, y que la diferenciacion
genética entre poblaciones correlaciona positiva-
mente con la distancia geografica.
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Autor Especie Objetivo Técnicas Comentario/Resultado
Carreel et al. Musa spp. Determinacion del linaje de plantas. RFLP Los resultados permiten entender mejor las
(2002) relaciones en y entre las accesiones, asi como los
origenes del complejo Musa. También sugieren
que el primer centro de domesticacion fue en
Filipinas, en el drea de Nueva Guinea.
Clement et al Bactris gasipaes. | Andlisis genético entre materiales. AFLP Establecieron las relaciones filogenéticas entre
(2002) materiales. En donde determinaron dos grupos
principales, cada grupo subdividido en dos
subgrupos.
Crouch et al. Musa spp. Andlisis de diversidad genética. RAPD Determinaron una buena correlacién (R2=0,78)
(2000a) Comparacion de la clasificacion entre los estimados de diversidad genética
tradicional respecto de la mediada basados en 76 y 164 bandas RAPDs, pero la
por marcadores RAPDs. correlacion fue pobre entre estos y los indices
fenotipicos basados en caracteres agrondmicos.
Estos resultados sugieren que la clasificacion
tradicional, basada en los morfotipos, no
corresponde a la diversidad genética existente.
Crouzillat et al. | Theobroma cacao | Determinar los componentes| RFLP, RAPD y [Los marcadores solos o en combinacién con los
(2000a) L. genéticos que controlan la produccion AFLP fenotipos permitieron una seleccién temprana de
en la F1 de cruces entre clones de los drboles mds productivos. Desarrollo de mapas
Catongo y Pound 12. genéticos.
Crouzillat et al. | Theobroma cacao | Posible uso de marcadores relacionados| RFLP, RAPD y [Desarrollo de mapa genético.
(2000Db). L. a resistencia de enfermedades. AFLP
Decker-Walters | Cucumis melo | Definir origen y afinidad de los mate-| RAPD, SSR |(El andlisis con marcadores RAPDs y SSRs, as{
et al. (2002) riales silvestres en Norte América. como el uso de caracteres morfolégicos y fisiold-
gicos permitié entender mejor las relaciones en y
entre las accesiones. Los datos sugieren que las
poblaciones de Norte América son distintas, y pue-
den ser clasificadas como una especie diferente.
Dias et al. Theobroma cacao | Determinar la distancia genética RAPD Utilizaron 130 marcadores RAPD y datos de pro-
(2003) L. entre materiales. duccidén. Los autores sugieren que con ambos
elementos se pueden elegir los mejores indivi-
duos para realizar los cruces.
Dillon et al. Vasconcellea spp. | Desarrollo mapa de ligamiento que RAF Desarrollo de mapas de ligamiento discretos para
(2005) comprenda caracteristicas ligadas a la ambas especies los cuales son titiles para futuros
resistencia del virus PRSV-P. estudios de las caracteristicas de resistencia identi-
ficadas.
Duval et al. Ananas 'y Andlisis de la diversidad genética. RFLP Determinaron que el mayor polimorfismo ocurre
(2001) Pseudananas a nivel intraespecifco, especialmente en A. ana-
nassoides y en A. parguazensis. A. comosus se
presenta relativamente homogénea. A pesar de la
creencia, los resultados no muestran la existencia
de barreras reproductivas entre los materiales,
mds bien, indican la existencia de un flujo géni-
co, realzando el papel efectivo de la reproduccion
sexual en un género que predominantemente.
Fauré et al. Musa spp. Construccion mapa de ligamiento. RFLP, RAPD, |Desarrollo parcial del mapa. Se detectaron un total
(1993) Isoenzimas |de 90 loci, de los cuales 77 se colocaron en 15 gru-
pos de ligamiento y 13 segregaron independiente-
mente.
Feuser et al. Ananas comosus | Deteccion de variantes en plantas cul-| Isoenzimas, |Ninguno de los dos marcadores, por si solo, detec-
(2003) tivadas in vitro, ya sea, en un sistema RAPD t6 diferencias significativas entre las plantas propa-

de inmersion temporal o en uno esta-
cionario.

gadas en los dos sistemas de cultivo. Pero cuando
se combind el uso de marcadores se detectaron
mds variantes en el sistema estacionario. En todos
los casos los RAPDs revelaron mds variantes que
las isoenzimas.
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Autor Especie Objetivo Técnicas Comentario/Resultado
Fiedler et al. Persea americana | Determinar las relaciones filogenéti- RAPD Determinaron marcadores potenciales especificos
(1998) Mill. cas para cada una de las razas. Desarrollaron un den-
drograma que muestran las relaciones filogenéticas.
Ge et al. (2005) Musa spp. Andlisis de la estructura poblacional. | SSR, RFLP | Determinaron las relaciones genéticas entre los
materiales.
Gonzalo et al. Cucumis melo L. | Construccién de mapa. SSR, RFLP | Construccién de mapa con una longitud de
(2005) 1.021cM. Distribuido en 12 grupos de ligamiento
y una densidad de 3,11 cM/marcador. Los
marcadores SSR cubren aproximadamente el 80
% de la longitud total del mapa.
Graham y Rubus spp. Medir la habilidad del marcador para RAPD La técnica fue muy ttil para discriminar entre los
McNcol (1995) determinar las relaciones genéticas. materiales. Todos los marcadores estudiados son
idoneos, pues son polimoérficos y detectan
diferencias en los materiales emparentados como
en los no emparentados.
Grosser et al. Rutaceas Confirmaciéon de hibridos allotetra- RAPD Confirmacién de hibridos.
(1996) ploides formados.
Heaton et al. Manilkara zapota | Comparar la diversidad morfoldgica RAPD El andlisis con los marcadores moleculares no
(1999) (L.) P.Royen |de la genética en cuatro poblaciones. muestra una diferencia genética significativa entre
las poblaciones. Lo que puede inferir que no existe
un componente genético en la variacién morfoldgi-
ca observada (la cual puede deberse mds bien a un
factor ambiental), o a una falta de correlacion entre
los loci RAPD vy las caracteristicas adaptativas.
Hemanth e al. | Mangifera indica | Andlisis de la diversidad genética en RAPD La técnica permiti6 la discriminacién entre los ge-
(2001) L. plantacién comercial. notipos estudiados. Se recalca la utilidad de los
marcadores empleados para fines de fitomejora-
miento y manejo del germoplasma de la plantacion.
Honsho et al. Mangifera indica | Aislamiento y caracterizacion de mi- SSR Aislaron seis microsatélites marcadores de loci
(2005) crosatélites con sus respectivos juegos de iniciadores.
Los marcadores fueron capaces de discriminar la
composicion genética de la mayoria de los geno-
tipos en estudio. Los resultados sugieren el poten-
cial de la técnica para la identificacion de los cul-
tivares de mango.
Kaemmer et al. Musa spp. Valorar el uso de la tecnologia del SSR, PCR  |Idoneidad de los SSR para estudios de genética
(1997) Polimorfismo de Marcadores de en Musdceas.
Secuencias Especificas Vecinas a
Microsatélites (STMS).
Kahangi et al. Musa spp. Determinacion de plantas “fiel al RAPD 10 de los iniciadores utilizados generaron 69 se-
(2002) tipo” cultivadas in vitro. cuencias marcadoras que permiten la identifica-
cién de los materiales.
Kanashiro et al. Bertholletia Andlisis de la diversidad genética. RAPD Determinaron las relaciones filogenéticas entre
(1997) excelsa Humb. & los materiales. Encontraron mayor variabilidad
Bonpl. genética dentro de una poblacién que entre las
(Nuez del brasil) poblaciones.
Kashkush et al. | Mangifera indica |ldentificacion de materiales vy AFLP Desarrollo de mapa preliminar de ligamiento,
(2001) desarrollo de mapa de ligamiento definido por 34 marcadores, el cual consta de 13
genético. grupos de ligamiento.
Kato et al. Ananas comosus | Andlisis de la diversidad genética. AFLP Los marcadores revelaron un alto grado de varia-
(2005) cién genética en la especie. No obstante, la técnica

no pudo discriminar entre los principales grupos de
la especie; Cayenne, Espafiola y Queen. El uso de
marcadores AFLP revel6 un mayor grado de diver-
sidad genética respecto de valores informados pre-
viamente en estudios realizados con isoenzimas.
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Autor Especie Objetivo Técnicas Comentario/Resultado
Krueger y Citrus spp. Desarrollo de técnica y busqueda de ISSR Caracterizaciéon de materiales, mejorfa en el
Roose (2003) marcadores para caracterizar embrio- manejo y orden de la coleccion.
nes cigotico y nucelares.
Lanaud et al. | Theobroma cacao | Mapeo genético y caracterizacion de PCR Secuenciacion de genes relacionados a la defensa
(2004) L. gen candidato. y resistencia contra Phytophthora.
Lebrun et al. Cocos nucifera L | Andlisis de la diversidad genética. RFLP Determinan el posible centro de origen, y las re-
(1998) laciones filogenéticas de los materiales.
Lee et al. Citrullus lanatus | Andlisis de la diversidad genética. RAPD La técnica permitié la discriminacion entre los
(1996) (Thunb.) Mansf. genotipos estudiados.
Sandia
Lerceteau et Theobroma cacao |Andlisis de la diversidad genética. RFLP La técnica permitié la discriminacion entre los
al. (1997) L. genotipos estudiados.
Levi et al. Citrullus lanatus y| Andlisis de la diversidad genética. RAPD Se pudo determinar las relaciones filogenéticas en-
(2001) C. colocynthis. tre los materiales vegetales, los cuales se agruparon
en tres conglomerados. Desarrollo de dendrograma.
Lowe et al. Irvingia Determinacion de la variacion genéti- RAPD Los resultados permitieron comprender mejor el
(2000) gabonensis, I. | ca nivel de relacion genética entre las dos especie,
wombolu entre individuos de la misma especie y parte del
proceso de domesticacion.
Macedo et al. Carica papaya |Determinacion del sexo en pldntulas RAPD Determinaron que el marcador BC210438 es
(2002) de tres cultivares comerciales. capas de identificar los individuos hermafroditas
en todos los cultivares.
Mayes et al. Elaeis guineensis | Evaluacion de la diversidad genética. RFLP Estimacion de las distancias genéticas entre los
(2000) materiales.
Uso de marcadores moleculares en programas de
mejoramiento.
Mhameed et al. | Persea americana | Andlisis de la diversidad genética. Minisatélites, | Se logré identificar las relaciones filogenéticos
(1997) Mill. SSR, ADN | entre los materiales en estudio. Se observé una
fingerpring | alta variacién entre los cultivares de la especie y
entre diferentes especies del género Persea.
Moore et al. Phoenix Determinar la presencia de los hongos| Amplificacion | Determinaron la presencia positiva de ambos
(2002) dactylifera Cladosporium  cladosporioides y| de fragmentos | hongos en las partes comestibles del fruto.

Sporobolomyces roseus.

mediante PCR

N"Goran et al. | Theobroma cacao | Andlisis de la variabilidad genética. RFLP Encontraron una alta diversidad genética. La cual

(2000) L. es mayor dentro de las poblaciones que entre las
poblaciones. Detectaron una deficiente heteroci-
gosis en todas las poblaciones. El nimero de ale-
los por locus nunca fue superior de cuatro.

Oliver et al. Cucumis melo L. | Construccién mapa de ligamiento. RFLP, AFLP, | Desarrollo parcial del mapa. De un total de 411

(2001) RAPD, SSR, | loci, 391 se colocan en 12 grupos de ligamiento y

Isoenzimas | 21 segregaron independientemente. Un 66% de

los marcadores fueron codominantes (RFLP, SSR
e isoenzimas).

Parasnis et al. Carica papaya | Identificacion del sexo en pldntulas. SSR La prueba (GATA)4 mostré ser indicativa segtin

(1999) el sexo.

Pillay et al. Musa spp. Identificar marcadores ligados a los RAPD Desarrollaron tres iniciadores para detectar

(2000) genomas A 'y B. fragmentos especificos del genoma en las dos
especies. Los marcadores fueron capaces de
aclarar rdpidamente la composicién genética de
todos los genotipos, facilitando la caracterizacion
y manipulacién de lineas en programas de
mejoramiento.

Prakash et al. Psidium spp. Andlisis de la diversidad genética. RAPD Se utilizaron un total de ocho iniciadores con los

(2002) cuales se pudo amplificar 93 fragmentos polimodr-

ficos. Los marcadores utilizados indican una di-
versidad de baja a moderada entre los materiales.

ISSN: 1021-7444

Continiia...

AGRONOMIA MESOAMERICANA 17(2): 221-242. 2006




232

AZOFEIFA: USO DE MARCADORES MOLECULARES EN FRUTALES TROPICALES

Continuacion Cuadro 2...

(1996)

Autor Especie Objetivo Técnicas Comentario/Resultado
Pugh et al. Theobroma cacao |Desarrollo e integracion de nuevos | SSR, RFLP, | Desarrollo de mapa de ligamiento, mds detallado,
(2004) L. marcadores microsatélites a mapa de Isoenzimas | basado en marcadores codominantes. El nuevo mapa
ligamiento. consta de 465 marcadores; 268 SSRs, 176 RFLPs,
cinco isoenzimas y 16 Rgenes-RFLP dispuestos en
10 grupos de ligamiento que corresponden al
nimero haploide de cromosomas de la especie.
Raboin et al. Musa spp. Investigar origen del banano comer- RFLP Del andlisis sugieren el posible ancestro comun,
(2005) cial cultivado. para los cultivares de los subgrupos Cavendish y
Gros Michel, que contribuyé a la formacién de
los cultivares triploides.
Ramage et al. Garcinia Andlisis de diversidad genética. RAF Aunque se cree que el mangostan se reproduce
(2004) mangostana L. y exclusivamente por apomixis, los resultados
Garcinia spp. muestran una considerable diversidad genética
dentro de la especie y entre las especies.
Risterucci et Theobroma cacao|Mejorar mapa de ligamiento. Isoenzimas, | Desarrollo de mapa de alta densidad. Comprende
al. (2000) L. RFLP, RAPD, | el uso de 424 marcadores, los cuales se distribuye-
AFLPy SSR | ron en 10 grupos de ligamiento y cubren 8854
cM, con un promedio de espaciamiento entre mar-
cadores de 2,1 ¢cM. La mdxima distancia observa-
da entre marcadores adyacentes fue de 16,2 cM.
Risterucci et Psidium guajava |Caracterizacion de microsatélites SSR Primer reporte y caracterizacion de 23 SSR gend-
al. (2005) L. micos en la especie. Se indican que son altamen-
te polimdrficas.
Ruas et al. Ananas y Andlisis de la diversidad genética. RAPD El 89 % de los marcadores empleados fueron
(2001) Pseudananas. polimorficos. El andlisis filogenético estima poca
diferencia en las accesiones de una misma especie
y una moderada variacion interespecifica.
Ruiz et al. Citrus spp. Desarrollar metodologia alterna a las SSR En la mayorfa de los casos los SSR son mds efi-
(2000) isoenzimas, para discriminar entre cientes que las isoenzimas en la identificacion del
materiales desarrollados a partir de origen sexual o no de los materiales. Ademds, los
embriones cigdticos de los nucelares. SSR detectaron un mayor nivel de polimorfismo
respecto del escaso nimero de enzimas polimor-
ficas detectadas mediante la técnica de isoenzi-
mas para algunas de las poblaciones estudiadas.
Saxena et al. Carica papaya |Medicién de la diversidad genética de | RAPD, ISSR, | Todas las técnicas permitieron determinar las
(2005) 10 cultivares comerciales. DAMD relaciones genéticas en el germoplasma.
Determinaron que el mejor método para el
andlisis es con ISSR.
Schnell et al. | Persea americana|Determinar variacion genética en Yy SSR Identificacion de materiales. No determinaron
(2003) Mill. entre razas horticolas de aguacate. marcadores Utiles, asociados a alelos tnicos, para
separar entre razas. La agrupacién horticola de
las razas es congruente con la agrupacion
generada por los marcadores.
Sharon et al. Persea americana|Deteccién de probables loci de| SSR, RAPD y | Encontraron que seis caracteristicas se asocian
(1998) Mill. caracteristicas cuantitativas. ADN con al menos uno de los 90 marcadores
fingerprint | evaluados.
Sondur et al. Carica papaya |Desarrollo de mapa de ligamiento. RAPD Desarrollo de mapa de ligamiento. Detectaron 96

marcadores polimdrficos, 62 de los cuales se distri-
buyen en 11 grupos de ligamiento. El 80% de los
marcadores segrega en proporcién Mendeliana. Ade-
mds se logré mapear el locus que determina el sexo
en las plantas, a 14 cM de la region flanqueada por
los marcadores RAPDs. Los resultados demuestran
la utilidad de la técnica para el desarrollo de mapas
bdsicos de ligamiento genético en la especie.

ISSN: 1021-7444

Continua...

AGRONOMIA MESOAMERICANA 17(2): 221-242. 2006




AZOFEIFA: USO DE MARCADORES MOLECULARES EN FRUTALES TROPICALES

233

Continuacion Cuadro 2...

Autor Especie Objetivo Técnicas Comentario/Resultado
Sripaoraya et Ananas comosus |Andlisis de las relaciones genéticas. RAPD Se determinaron las relaciones filogenéticas entre
al. (2001) L. los materiales. Los resultados indican que la clasi-
ficacion generada por los marcadores moleculares
es muy similar a la clasificacion morfoldgica.
Staub et al. Cucumis melo L. | Andlisis de la diversidad genética. SSR Desarrollo de dendrograma y andlisis de las
(2000) relaciones filogenéticas entre los materiales.
Syed et al. Anacardium Ensayar el uso de SSAP. Amplificacién | Aislaron dos secuencias de Repeticiones
(2005) occidentale L. Polimdrfica de | Terminales Largas (LTR) del genoma y las
Secuencias Espe utilizaron exitosamente para desarrollar los SSAP.
cificas (SSAP)
Tenkouano et Musa spp. Comparar mediante marcadores del | Polimorfismo | permitié determinar la relacién genealGgica entre
al. (1999) ADN el comportamiento de la |€n la Longitud |Jos individuos estudiados. Asi como, una baja
descendencia triploide originada de |de las Secuen- | heredabilidad y una herencia no aditiva para varios
varios cruces entre di y tetraploides. | cias Simples | caracteres en estudio.
Repetidas
(SSRLP)
Ude et al. Musa Anilisis de la diversidad genética. AFLP, RAPD |Los AFLP permitieron mayor discriminacién de
(2003) (Pldtanos) los materiales que los RAPD. Los AFLP son una
herramienta poderosa para detectar polimorfis-
mos en los materiales.
Uma et al. Musa balbisiana | Determinar centro de origen y RAPD Determinan las relaciones filogenéticas. Distin-
(2005) diversidad de la especie. guen dos grupos: las accesiones con origen en In-
dia y con origen en las Islas Andaman y Nicobar.
Proponen que M. balbisiana se origina en las tie-
rras del NE de India.
Urasaki et al. Carica papaya |Determinacion del sexo en plantulas. RAPD Determinaron un fragmento de 450 bp que existe
(2002) tanto en plantas masculinas como hermafroditas.
A partir de este fragmento desarrollaron un
marcador SCAR que sirve para determinar el
sexo en las plantulas.
Van Carica papaya, |Andlisis de las relaciones genéticas AFLP El poder de resolucidn de la técnica permitio se-
Droogenbroeck | Vasconcella spp., |entre materiales. parar claramente las especies en los tres géneros.
et al. (2002) Jacaratia spp. Las relaciones filogenéticas determinadas con los
marcadores AFLPs corresponden fielmente a la
clasificacion taxonémica y son consistentes con
otros estudios basados en RAPDs, isoenzimas y
cpDNA. También, los marcadores AFLPs em-
pleados confirman la reciente separacion de Vas-
concella como un grupo de Carica para formar
un nuevo género.
Van Género Andlisis de las relaciones genéticas RFLP Detectaron un alto nivel de variacién
Droogenbroeck Caricaceae entre materiales. interespecifica mediante la comparacién de las
et al. (2004) regiones mtDNA y cpDNA estudiadas. Andlisis
de las relaciones filogenéticas y desarrollo de un
dendrograma.
Viruel y Litchi chinensis | Identificacion de secuencias marca- SSR Se determinaron 12 secuencias marcadoras
Hormaza Sonn. doras. enriquecidas en repeticiones CT. Los micro-
(2004) satélites desarrollados permitieron discriminar
adecuadamente los materiales en estudio.
Viruel et al. Mangifera indica | Identificacion de genotipos de SSR Los resultados demuestran la utilidad de los SSR
(2005) L. mango. en estudios de identificacién, variabilidad,
conservacion y manejo de germoplasma y
domesticacion.
Zerega et al. Artocarpus altilis | Determinar relacion con las especies AFLP Identificaron marcadores especificos para las

(2004)

(Fruta de pan)

emparentadas; A. camansi 'y A. ma-
riannensis.

especies. Determinaron el posible origen del fruta
de pan cultivado actualmente.
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fenotipos multienzima y de esta manera fue posible
identificar dos subespecies de L. leucocephala, ade-
mds de diferenciar las poblaciones.

Hawkins et al. (2001) utilizaron el andlisis de
isoenzimas, RAPD y SSR para construir un mapa de
ligamiento para poblaciones F2 y F3 de sandia (Citru-
llus lanatus) derivadas a partir del cultivar New
Hampshire Midget, que es susceptible a Fusarium
oxysporum, y el cultivar resistente PI 296341-FR.

Ejemplos de RFLP

Los RFLP han sido utilizados como marcadores de
caracteres agronomicos de gran interés en especies de
gramineas y leguminosas, en el estudio de ligamientos
e incompatibilidades de polen y estilo en especies como
manzano, cerezo y en la identificacion de resistencia a
enfermedades en cebada, maiz, etc. (SIDTA 1999).

Lashermes et al. (1999) utilizaron marcadores
RFLP, en combinacion con hibridacién gendmica in
situ, para investigar el origen de la especie allotetra-
ploide Coffea arabica (2n=44). Mediante la compara-
cion de los patrones RFLP de especies diploides po-
tencialmente progenitoras de C. arabica fueron
identificadas las fuentes de los dos genomas combina-
dos en C. arabica. La organizacion del genoma de C.
arabica fue confirmada mediante hibridacién genémi-
ca in situ usando simultdneamente un marcaje total del
ADN gendmico de las especies donadoras putativas.
El resultado claramente sugiere que C. arabica es un
anfidiploide formado por la hibridacidn entre C. euge-
nioides y C. canephora, o por ecotipos relacionados a
estas especies. También, los resultados indican poca
divergencia entre los dos genomas constitutivos de C.
arabica respecto a los genomas de sus progenitores,
sugiriendo que la formacién de C. arabica como espe-
cie fue relativamente reciente. La precisa localizacion
de Africa Central como el lugar de formacién de la es-
pecie se basa en la presente distribucidn geogréfica de
las especies actuales de Coffea.

Mayes et al. (2000) utilizaron marcadores RFLP,
para tasar la diversidad genética dentro de 54 palmas
aceiteras. Estas palmas representan la mayoria de los
padres en los cruces realizados en los programas de
mejoramiento. Se obtuvo un total de 157 bandas a par-
tir de las cuales se calculd la distancia genética entre
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las palmeras. El andlisis molecular corresponde co-
rrectamente con el origen y el pedigree esperado. Es-
tos autores resaltan el potencial de los marcadores en
programas de mejoramiento, a través del examen de
la estructura genética de un grupo de plantas para es-
timar los cruces que se pueden realizar con mayor o
menor éxito. También mencionan, que permite cono-
cer el pool genético de los padres que son cruzados y
estimar el de la descendencia. Asi como, evaluar la fi-
delidad genética de la descendencia.

También, N-Goran et al. (2000), mediante la uti-
lizacion de marcadores RFLP, analizaron la estructura
genética de 175 genotipos de Theobroma cacao L.
procedentes de Centro y Sur América. Este andlisis les
permitié determinar: una alta diversidad genética entre
los materiales, que el nimero de alelos por locus nun-
ca fue mayor de cuatro, que los genotipos de Centro
América son distintos a los de Sur América y por tlti-
mo, determinaron que dentro de una poblacién la di-
versidad de genes es alta.

Por su parte, Alston y Batlle (1992) utilizaron
marcadores RFLP para realizar una seleccion tempra-
na de arboles de manzana en semillero, esto con el fin
de acortar el tiempo y reducir los costos en los
programas de mejoramiento genético. Si la seleccion
de los arboles se realizara de manera tradicional, es
decir, esperando a que los mismos que expresen la ca-
racteristica buscada (por ejemplo sabor de fruto) todos
los materiales se deberian mantener en el tiempo y en
el espacio necesarios hasta las evaluaciones y selec-
cién, lo que implicarfa un gasto, no necesariamente
una inversion, de una gran cantidad de recursos en ar-
boles que probablemente no serdn seleccionados para
continuar con el programa de mejoramiento.

Ejemplos de RAPD

Mediante el uso de la técnica RAPD se evalué la
estabilidad genética de las selecciones regeneradas in
vitro de Annona cherimola y A. muricata. 29 iniciado-
res fueron evaluados, de ellos seis fueron selecciona-
dos por su patrén de repeticion en ambas especies y se-
lecciones. Los resultados confirmaron la estabilidad
genética de las plantas micropropagadas de acuerdo
con los iniciadores seleccionados. Esta investigacion
presenta por primera vez, hasta donde es conocido, un
protocolo que permite la propagacion clonal in vitro de
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A. cherimola y A. muricata, el cual es confirmado por
la técnica molecular RAPD. Con este protocolo se pue-
den regenerar y propagar drboles selectos de A. cheri-
mola y A. muricata y conservando la estabilidad gené-
tica de los mismos, por lo que se puede garantizar que
el material propagado es “fiel al tipo” (Bridg 2001).

Se utiliz6 la tecnologia RAPD para estudiar la va-
riabilidad existente en un banco de germoplasma de
guisante, con objeto de establecer una coleccién nu-
clear, ademds para la identificacion de genes de inte-
rés agronomico, los cuales serdn utilizados en los pro-
gramas de mejora (SIDTA 1999).

Con el uso de los marcadores RAPD fue posible
caracterizar los genotipos de cacao pertenecientes a la
coleccién 95 de la Estacion Experimental de Ocuma-
re de la Costa, Aragua, Venezuela. Los resultados per-
mitieron la clasificacion de los drboles de cacao en dos
grandes grupos; cacaos criollos antiguos y cacaos
criollos actuales. Ademds, se evidencié que los mate-
riales que provienen de la misma localidad presentan
patrones de banda similares y conforman grupo loca-
les, posiblemente por presentar un origen comun (Sa-
lazar y Efrain 2002).

Para extraer el ADN y poder caracterizar la pobla-
cion de drboles de cacao, utilizaron diferentes tipos de
tejido foliar; tierno y fresco, sazon y fresco, tierno y
almacenado en congelacién y sazon y almacenado en
congelacién. Determinaron que el tejido idéneo para
realizar la extraccion es el tejido joven y fresco, ya que
presentd menos problemas de oxidacién y contenido de
mucilago en las muestras procesadas, lo que favorece el
proceso de extraccion de los dcidos nucleicos. También
encontraron que concentraciones de ADN por encima de
25 ng/ul resultan inhibitorias para el proceso de amplifi-
cacion al azar del ADN y que los geles de agarosa al 2%
permiten la mejor separacion de los productos de ampli-
ficacion asi como una mayor resolucién de los mismos.
De los iniciadores evaluados, tres fueron los que produ-
jeron la mayor cantidad de fragmentos amplificados, po-
limorficos y reproducibles (Salazar y Efrain 2002).

La técnica de RAPD es efectiva para caracterizar
genotipicamente variedades de mango. Para la extrac-
cion del ADN, en mango, fue preferible usar el tejido
foliar proveniente de hojas verdes con textura suave y
tierna, evitando las de color bronce o rojizas. Las con-
centraciones de ADN gendmico por debajo de 20 ng/ul

ISSN: 1021-7444

y por encima de 25 ng/ul resultaron ser inhibitorias pa-
ra la amplificacién mediante PCR. Los iniciadores que
produjeron mayor cantidad de fragmentos polimdrfi-
cos fueron OPA-04, OPA-15, OPB-06, OPB-07 y
OPM-05. Para lograr una mejor resolucién y defini-
cion de las bandas se usé un gel de agarosa al 1,4% con
el bromuro de etidio incluido en concentraciones de
0,1-0,5 pg/ml. Cada uno de los genotipos estudiados
presentd un conjunto de patrones de bandas RAPD que
le son caracteristicos y permite su identificacion. A pe-
sar de la gran uniformidad morfolégica que se observé
en la poblacion de drboles, con solo el uso de los ini-
ciadores mencionados se logré separar genotipica los
materiales de la coleccion, lo que demuestra el poder
de resolucidn de la técnica para discriminar, a nivel de
variedad, en esta especie (Salazar y Efrain 2002).

Galderisi et al. (1999) utilizaron RAPD para dis-
tinguir entre varios clones de seis cultivares de Ficus
carica. La utilizacién de los marcadores moleculares
permitid la identificacidn exacta, luego se estimé la re-
lacion genética entre los cultivares y sus clones.

Ejemplos de AFLP

Eiadthong et al. (2000) analizaron la relacion fi-
logenética entre 14 especies de Mangifera, incluyendo
tres de importancia econémica (mango comun; M. in-
dica, mango caballo; M. foetida y mango kwini; M.
odorata) la relacion la efectuaron comparando 217
marcadores AFLP. Para el andlisis utilizaron los
métodos UPGMA (unweighted pair grouping method
using arithmetic averages) y NJ (neighbour-joining).
Ademds se incluyeron el maraiién (Anacardium occi-
dentale) y la gandaria (Bouea macrophylla) como
grupos externos. Encontraron: que el mango comiin
estd cercanamente relacionado con M. sylvatica, M.
laurina y M. oblongifolia. La variacion intraespecifi-
ca entre siete cultivares de mango comtin fue mads pe-
quefia que la variacion interespecifica y estos cultiva-
res fueron incluidos en un mismo grupo de M. indica
en ambos métodos usados. M. macrocarpa, M. foetida
y M. odorata también estdn bastante relacionadas con
M. indica segin UPGMA y NJ. No obstante, estas tres
especies son clasificadas en un subgénero diferente
(subgénero Limus) y M. indica pertenece al subgénero
Mangifera. La técnica AFLP fue confirmada como de
mucha utilidad en los andlisis filogenéticos.
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Garcia-Mas et al. (2000) evaluaron tres tipos de
marcadores moleculares; AFLP, RAPD y RFLP para
medir la diversidad genética entre seis variedades de
melones (Piel de sapo, Ogen, PI161375, PI414723,
Agrestis y C105). El andlisis de los grupos (“cluster’)
realizado usando los tres tipos de marcadores, separan
los genotipos en dos grupos principales: (1) los de ti-
po dulce, que son los melones cultivados (Piel de sapo
y Ogen) y (2) los exdticos, tipos no cultivados (resto
de genotipos). Con los datos obtenidos se sugiere que
los tres tipos de marcadores utilizados son informati-
vos. El marcador AFLP da la mayor eficiencia en la
deteccion del polimorfismo.

Ejemplos de SSR

Crouch et al. (2000b) construyeron iniciadores a
partir de las regiones gendmicas que bordean varios mi-
crosatélites de Musa con la idea de detectar polimorfis-
mo en los materiales de la coleccién. Con la especifici-
dad de los iniciadores desarrollados se logré distinguir
entre los diversos materiales del germoplasma; por
ejemplo, hibridos triploides y tetraploides de familias
hibridas de pldtanos. Aun mds, los marcadores permitie-
ron demostrar la ocurrencia de recombinacion durante
la formacién de gametos 2n a partir de pldtanos triploi-
des y la heterocigoticidad de una accesion de banano co-
munmente utilizada como un genotipo “fiel al tipo” en
estudios genéticos y programas de mejoramiento.

Lavi et al. (1994) generaron un SSR til como
marcador del ADN. Para la construccion se utilizé una
librerfa gendmica de ADN para aguacate (Persea ame-
ricana). Para la creacion de la libreria se realizaron
cuatro pruebas con los dinucleétidos (AG), (AT), (GC)
y (CA). Luego, los clones positivos fueron secuencia-
dos para validar la presencia de los SSRs y para gene-
rar los iniciadores PCR basados en las secuencias sim-
ples repetidas de los flancos. Se sintetizaron 26 pares
de iniciadores que generaron productos PCR en el pri-
mer tamizado. E1 SSR A1E11 tiene 11 alelos y el A3F8
tiene ocho. Los SSRs fueron heredados en distribucion
Mendeliana.

Lai et al. (2001) analizaron 37 muestras de té (Ca-
mellia sinensis) procedentes de China, Assam y Tai-
wan, mediante microsatélites. Con la informacién ob-
tenida determinaron que la diversidad de genes
intrapoblacion es mayor que la interpoblacion y que la

ISSN: 1021-7444

mayor diversidad dentro de una poblacién ocurre en
los materiales silvestres de Taiwdn. Ademds desarro-
llaron un dendrograma, en éste se aprecia que el té na-
tivo de Taiwdn se une cercanamente con los materia-
les de Assam, luego con los materiales de China y por
dltimo con los hibridos de Taiwdn.
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