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ABSTRACT

In the past decade there has been a remarkable increase in the use of genetic markers to
characterize genetic diversity in different species. Some of these genetic markers have a
different molecular basis, but all of them are focused to understand the organization of
genetic structure of natural and cultivated populations. In addition, these markers have been
used to determine the genetic similarity among and within populations avoiding environ-
mental influence. Knowing the similarity between individuals and populations is of great
utility in genetic improvement programs, because it allows the organization of material for
the adequate selection of superior genotypes and the completion with phenotypic and
agronomic data for the development of improved populations. This paper reviews the
background of these markers based on their methodologies, and discusses their principal
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INTRODUCCION

La conservacion y utilizacion de los recursos
genéticos es de importancia estratégica para la
humanidad. Las regiones centroy sud americana
son consideradas como los centros de mayor
diversidad bioldgica del mundo; de hecho varias
especies de importanciaagricola, agroindustrial,
medicinal y farmacol6gica se han originado en
estas regiones.

Desde siempre, las diferentes especies vegetales
han estado sometidas a una activa interaccion
con el medio ambiente, lo cual ha generado un

gran namero de genotipos adaptados a diferentes
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condiciones locales, ampliando la diversidad
genética. Sin embargo, en las Gltimas décadas
estadiversidad genética se ha visto severamente
reducida por las exigencias del mercado y la
disminucion de los suelos cultivados. Ante esta
situacion, uno de los desafios actuales es buscar
la manera de incentivar la conservacién y uso
racional de los recursos genéticos.

Actualmente existe un gran nimero de coleccio-
nes de germoplasma que contienen genotipos
con un alto valor agronémico, susceptible de
ser usado en los programas de mejoramiento
genético. Sin embargo, en muchas ocasiones el
conocimiento de la organizacion genética y la
relacidn existente entre el material disponible
es escaso, lo que impide su utilizacion en fitome-
joramiento. Inclusive dentro de estas coleccio-
nes existen materiales ingresados como accesio-
nes diferentes que resultan ser duplicaciones
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del mismo material, lo cual conlleva a una so-
breestimacion de la diversidad existente.

Histéricamente, los estudios relacionados con
diversidad genética en plantas han estado rela-
cionados con datos arqueoldgicos, botanicos,
lingiiisticos, histéricos y morfoldgicos. Vale
decir, desde el punto de vista agrondémico y co-

mercial, la caracterizacion del germoplasma se

ha basado fundamentalmente en caracteristicas
dealtay de bajaheredabilidad, medidas através
del fenotipo. Sin embargo, las principales limi-
tantes de esta caracterizacion son la influencia
ambiental, el tiempo requerido para colectar los
datos y el reducido nimero de genes involucra-
dos en este proceso.

Enladécadade los 50 la electroforesis comenzd
aserutilizada en estudios de diversidad genética.
Béasicamente la electroforesis es una técnica
que separa moléculas por su movilidad dife-
rencial a través de un solvente en un campo
eléctrico.

Actualmente, los avances en biologia molecular
han incorporado nuevos marcadores, de natura-
leza molecular y de mayor sensibilidad para de-
tectar cambios en el genotipo de los individuos,
situacion que ha permitido grandes avances en
este tipo de estudios.

Los objetivos del presente articulo son describir
las principales técnicas bioquimicas y molecu-
lares usadas en estudios de diversidad genética,
y analizar sus principales ventajasy desventajas.

I. MARCADORES BIOQUIMICOS
a) Proteinas de reserva en semilla

Enla actualidad existen diversos métodos anali-
ticos para el estudio de las proteinas de reserva
tales como: centrifugacion, cromatografia, ana-
lisis de amino acidos y electroforesis. A su vez,
la electroforesis ha sido desarrollada en geles
de almidén de una dimensidn, en geles de polia-
crilamida con o sin Sodium Dodecil Sulfate

(PAGE), punto isoeléctrico (IEF) y poliacrila-
mida de dos dimensiones. Entre estas formas, la
de mayor uso en estudios de diversidad ha sido
la electroforesis en poliacrilamida vertical
(PAGE-SDS) por presentar una buena resolu-
cion de las proteinas.

Eluso de proteinas de almacenamiento en siste-
maticay diversidad genética se basa en el hecho
que las proteinas de diferentes individuos, pobla-
ciones y especies son homologas, y que al sepa-
rarse en-un gel produciran bandas similares o
diferentes. Debido a que las proteinas de reserva
carecen de actividad enzimatica, ellas son detec-
tadas en el gel por medio de técnicas generales
de tefiido.

Estudios genéticos han demostrado que los pa-
trones de bandas de las proteinas de reserva son
heredados como caracteristicas discretas y en
forma codominante, observandose en algunos
casos un efecto maternal (Leonard et al., 1988).
El nimero de genes que controlan estas carac-
teristicas es reducido y varia de acuerdo a la es-
pecie (Gepts, 1990). Como marcador bioquimico
las proteinas de reserva tienen una baja influen-
cia ambiental, aunque se han reportado algunas
excepciones (Gayler y Sykes, 1985) ademas,
permite un analisis rapido de decenas de mues-
tras por ser un método simple y de bajo costo
comparado con otras técnicas.

Sin embargo, los distintos patrones electroforéti-
cosdetectados pueden tener una base molecular

.compleja que puede incluir sustituciones, inser-

ciones y pérdidas nucleotidicas. También las
diferencias pueden ser causadas por modifica-
ciones pre y post transcripcion y/o traduccién.
Hasta ahoraha sido dificil relacionar los cambios
fenotipicos de los patrones de bandas con el
tipo de cambio a nivel molecular. Por otro lado,
la cantidad de diversidad genética mediante po-
limorfismo proteico puede ser subestimada por
la no deteccion de mutaciones silenciosas.

El polimorfismo de las proteinas de reserva en
semillas ha sido utilizado para identificary dis-
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tinguir genotipos cultivados y silvestres en nu-
merosas especies, tales como: frejoles (Phaseo-
lus vulgaris) (Gepts y Bliss, 1986), trigo (T7iti-
cum aestivum) (Meachman et al., 1978), cebada
(Hordeum vulgare) (Nebo et al., 1983), arveja
(Pisum sativum) (Casey et al., 1986) y maiz
(Zeamays) (Wilson, 1985). Enalgunas especies,
como es el caso del frejol, esta técnica fue tan
eficaz que mediante el estudio de un locus fue
posible determinar por primera vez la organi-
zacion de la diversidad genética de la especie
(Gepts, 1990), situacion que hasido comprobada
mastarde conel usode isoenzimasy Fragmentos
de Restriccion polimorficos (RFLP) (Koenigy
Gepts, 1989; Becerrra y Gepts, 1994).

b) Isoenzimas

Con el avance tecnologico ocurrido en los afios
70, eluso de geles de almidon y latincion histo-
quimica de las proteinas, se demostro6 dentro de
un organismo la existencia de las isoenzimas,
formas moleculares maltiples dentro de un orga-
nismo que catalizan una misma reaccion. El
efecto de una modificacion alélica puede ser
detectado con certeza, debido a un cambio de
movilidad electroforética. Esta sensibilidad
electroforética hizo que la técnica haya revo-
lucionado los estudios de diversidad genética
en diversas especies.

Para estos estudios se han utilizado varias estruc-
turas de la planta, tales como hojas, raices o bo-
tones florales, de las cuales se obtiene un ex-
tracto crudo proteico. La técnica consiste en la
separacion de las enzimas del extracto crudo,
en un soporte permeable (almidén, PAGE) bajo
laaccion de un campo eléctrico y seguido de un
teflido histoquimico. La separacion se realiza
mediante la carga eléctrica neta, peso molecular,
punto isoeléctrico y/o combinacién de estos
criterios (separacion multidimensional). De este
modo se separan enzimas codificadas por genes
diferentes o productos de diferentes alelos de
un mismo gen.
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Las principales caracteristicas de las isoenzimas
incluyen la simplicidad, minima cantidad del
material en estudio, bajo costo y una cobertura
del genoma de 10-20 Joci por especie, ausencia
de epistasis e influencias ambientales. La expre-
sion alélica es de tipo codominante, lo que per-
mite establecer comparaciones entre especies,
poblaciones de una misma especie, y detectar la
presencia de hibridos e introgresidon de genes
(Paredes y Gepts, 1995).

Entre sus desventajas se incluye un nivel bajo
de polimorfismo al presentar pocos alelos por
locus, especialmente cuando la base genética es
estrecha. Por ejemplo, en lechuga (Lactucasp.)
el namero de polimorfismos fue tan bajo que no
permitié diferenciar entre cultivares (Kesseli et
al., 1991). Otro aspecto a considerar es que las
proteinas, siendo un producto del ADN, pueden
ser afectadas cualitativay cuantitativamente en
su nivel de expresion por factores ambientales.
Para aumentar la eficiencia de la técnica ante
este factor, deben ser identificados los estados
de desarrollo de la planta durante los cuales la
proteina es estable. Ademas, al igual que con
las proteinas de reserva, las isoenzimas pueden
o no reflejar los cambios genéticos que ocurren
en el ADN, ademas s6lo un set de genes estruc-
turales estan representados en estas proteinas,
vale decir, sélo parte del genoma se puede
evaluar.

Las isoenzimas han sido usadas a menudo para
investigar problemas de sistematica, evolucion
o para medir los niveles de variacion genética
entre y dentro de las poblaciones (Paredes y
Gepts, 1995), en la identificacion de cultivares
(Arulsekar et al., 1985). Varios estudios de di-
versidad genética se han realizado en diferentes
especies de cultivos anuales y perennes, tales
como lentejas (Lens culinaris) (Rodriguez et
al., 1999), frejoles (P. vulgaris) (Paredes y
Gepts, 1995), nogal (Junglans regia) (Arulzekar
et al., 1985) y vid (Vitis sp.) (Arulsekar y
Parfitt, 1986).
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II. MARCADORES MOLECULARES

Elpolimorfismo basado en proteinas ha sido de
gran utilidad en las investigaciones realizadas
en plantas, pero con el desarrollo de las tecno-
logias basadas en ADN, la investigacion en esta
arease ha visto favorecida con la disponibilidad
de una mayor cantidad de marcadores, aquellos
basados en Fragmentos de Restriccién Polimér-
ficos (RFLP) y en la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR). Ambas técnicas han derivado
en miltiples técnicas como son la Amplificacién
de ADN al Azar (RAPD), Fragmentos Polimor-
ficos de ADN Amplificados (AFLP), minisa-
télites (VNTR) y microsatélites (SSR), entre
otros.

a) Fragmentos de Restriccion Polimérficos
(RFLP)

Los RFLPs permiten estudiar el genoma con
una mayor cobertura al incluir secuencias codi-
ficadoras y no-codificadoras del ADN (exones
¢ intrones). Esto permite detectar con mayor
eficienciacambios genéticos puntuales, compa-
rado con las proteinas (Wang ez al., 1992). Las
principales ventajas de los RFLPs radican en la
presencia de un numero ilimitado de ellos, no
son afectados pcr el medio ambiente, no pre-
sentan efectos pleiotrépicos y pueden ser eva-
luados en cualquier etapa de desarrollo de la
planta.

Latécnica estd basada en la digestion del ADN
total de un individuo con diferentes enzimas de
restriccion. Esta restriccion produce cantidades
equimolares de fragmentos para una molécula
de ADN dada. Los fragmentos resultantes son
separados por electroforesis en geles de agarosa
y transferidos por capilaridad a una membrana
de nylon (Southern Blot). Esta membrana es
hibridada con una sonda (radioactiva o no). El
producto de la hibridacion es visualizado por
medio de una autoradiografia de rayos-X, de
acuerdo al peso molecular de la banda.

Basicamente, los RFLPs son causados por re-
arreglos del ADN, tales como pérdidas, inser-
ciones o sustituciones de secuencias o nucles-
tidos Gnicos, lo que significa la ganancia o pér-
dida de sitios de restriccion. Esto es detectado
a través de diferencias en el peso molecular de
los fragmentos homoélogos de restriccion del
ADN genoémico al hibridar con la sonda selec-
cionada.

Los RFLPs se heredan en forma Mendeliana
simple, y si la sonda empleada representa una
copia Unica, ella es considerada como un locus
y las variaciones en patrones son analizados co-
mo alelos (bialélicos o multialélicos) (Doebley
y Wendel, 1989). La expresion de estos marca-
dores es codominante, vale decir, todas las for-
mas alélicas del gen son distinguibles, permitien-
dodetectar los hibridos y estudiar el flujo de ge-
nes entre poblaciones. El nivel de polimorfismo
que estatécnica puede detectar depende en gran
medida de la naturaleza de las sondas empleadas,
enzimas de restriccion utilizadasy de lacomple-
Jjidad en cuanto al tamaiio del genoma de la es-
pecie en estudio.

Dentro de las principales desventajas de los
RFLP estan la clonacion de las sondas, deteccién
de RFLP en las membranas y el uso de radio-
actividad; tareas consideradas laboriosas, lentas
y caras. Aunque ultimamente, el desarrollo de
la técnica no-radioactiva ha simplificado esta
metodologia (Foolad et al., 1995).

El uso de los RFLP en plantas representa una
buena alternativa para realizar diversos estudios
relacionados con los tres genomas que existen
en ellas, el nuclear (ADNn), mitocondrial
(ADNmt)y el de cloroplasto (ADNcp). La apli-
cacion de esta técnica ha sido de gran utilidad
en estudios filogenéticos, diversidad genética
(Becerray Gepts, 1994) e identificacion de cul-
tivares con propdsitos de proteccion varietal.

El uso de uno u otro genoma dependera de los
propdsitos del estudio. El ADN nuclear ha sido
mayormente usado para estudios de diversidad
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genética de individuos emparentados por su
mayor tasa de mutacion en comparacién al
ADN mitocondrial y el de cloroplasto.

Es asi como el ADNmt ha sido usado mayor-
mente en estudios de filogenia en animales. En
plantas, el uso de este genoma en estudios filo-
genéticos es discutido debido a la presencia de
rearreglos del ADN y a la detecciéon de ADN
foraneo dentro de sus secuencias nucleotidicas
(Palmer, 1992). Sin embargo, en maizeste ADN
ha sido usado, detectandose una variabilidad
considerable (Weissinger ez al., 1983). Debido
a su alta tasa de rearreglos este organelo pare-
ciera ser mas util que el uso del cloroplasto para
estudiar diversidad en las especies.

Por otro lado, se ha detectado diversidad de
ADNcp entre especies, por lo que el uso de este
organelo es importante en estudios de filogenia
(Palmer et al., 1983). Durante la evolucion del
cloroplasto han ocurrido considerables sustitu-
ciones de bases, lo que ha producido cambios
enlossitios de restriccion, en lugar de rearreglos
dentro del genoma como ha ocurrido con las mi-
tocondrias. Dentro de las especies el ADNcp ha
sido usado principalmente para comparar entre
genotipos cultivados y silvestres. En algunos
casos, el uso de este ADN ha sido bastante exi-
toso, como es el caso de la cebada (Hordeum
vulgare) (Clegg et al., 1984), maiz (Zea mays)
(Doebley, 1992) y cebolla (Allium sativum)
(Havey, 1991). Sin embargo, en otras especies
no ha sido eficiente, como es en el caso del sor-
go (Sorghum sp.).

b) Fragmentos polimérficos de ADN Ampli-
ficados al Azar (RAPD)

Recientemente, se ha desarrollado una serie de
técnicas basadas en la Reaccionen Cadenadela
Polimerasa (PCR) (White et al., 1989). El prin-
cipio de esta técnica se basa en la amplificacién
al azar de fragmentos de ADN usando un parti-
dor, ADN gendémico molde, nucledtidos, cloruro
de magnesio y Tag ADN polimerasa. Esta reac-
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cion es sometida a diferentes condiciones cicli-
cas de temperatura, lo que permite la amplifi-
cacién in vitro de multiples fragmentos de ADN
a partir de una cadena molde. Estos productos
son polimérficos cuando se ha producido una
pérdida, insercion o cambio de un solo nucleé-
tido en la cadena molde (ADN gendmico).

A partir del PCR se han generado una serie de
técnicas, tales como la de Fragmentos Polimér-
ficos de ADN Amplificado al Azar (RAPD).
Esta técnica usa partidores aleatorios de 10
mers (Williams et al., 1990) para amplificar el
ADN. Los productos de la amplificacion son
separados mediante electroforesis, y las bandas
visualizadas de diferente peso molecular repre-
sentan diferentes /oci. En algunas especies, la
técnicadalaopcionde usar dos o mas partidores
dentro de la misma reaccién para aumentar el
namero de bandas, logrando una mayor cantidad
de informacién por reaccion.

Los productos de la reaccion dependeran del
genoma en estudio, del partidor y de las condi-
ciones de la reaccion. Los resultados de RAPD
obtenidos en plantas indican su herencia domi-
nante, su habilidad para detectar regiones de
ADN altamente variables (5-10 loci por par-
tidor), su tremenda potencialidad en el mapeo
de genes, identificacidon de razas, estudios de
hibridacidn inter e intraespecificay en el estudio
de la variacion genética en poblaciones alta-
mente emparentadas.

Las principales ventajas de esta técnica son la
rapidez en la obtencion de resultados, el costo,
el no uso de radioactividad, menor inversidn en
equipos y la cantidad reducida de ADN reque-
rida. Sin embargo, como desventaja aparece la
inconsistencia de los datos. Diferentes condicio-
nes de laboratorios con pequefias alteraciones
en los parametros de amplificacion, pueden dar
origen a resultados diferentes. Esta desventaja
se puede reducir logrando un alto grado de es-
tandarizacién de las condiciones de reaccion y
de amplificacion, usando un control interno pa-
raasegurar lareproducibilidad de los productos
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de la amplificacidn, ademads del registro de las
bandas nitidas y consistentes.

Latécnicadel PCR también hasido ampliamente
usada para estudiar diversidad genética de
cultivares y su relacion con sus ancestros sil-
vestres (Demeke etal., 1992; Vierlingy Nguyen,
1992; Sharma et al., 1995)..

¢) Fragmentos Polimérficos de ADN Ampli-
ficados (AFLP)

Recientemente otratécnica basada en el método
de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)
ha sido desarrollada (Vos et al., 1995). En esta
técnica se combinan los principios de los RFLP
y PCR, donde una submuestra de fragmentos
producidos por la restriccion del ADN bajo es-
tudio son amplificados selectivamente en casca-
da. Los AFLPs usan como partidores oligonu-
cledtidos complementarios a las secuencias que
han sido ligadas a cada extremo del ADN dige-
rido. El polimorfismo es detectado por la presen-
cia o ausencia de fragmentos y son normalmen-
te, al igual que RAPD, de herencia dominante.

Con esta técnica se puede detectar una variacion
considerable del genoma, lo cual sereflejaen el
nimero de productos amplificados con unasola
combinacidn de partidores. La eficiencia en de-
tectar polimorfismo puede ser varias veces ma-
yor que la obtenida con RAPD y RFLP. Esta
metodologia ha sido ampliamente usada en di-
versas especies para medir diversidad genética,
tales como: lechuga (Lactuca sativa) (Hill et
al., 1996) y lenteja (Lens culinaris) (Sharma et
al., 1996) entre otras. En el futuro esta técnica
tendra una gran utilizacidn en la saturacion de
mapas gendmicosy en la identificacion de frag-
mentos ligados a genes de interés comercial
(Colwin et al., 1995).

El procedimiento comienza con la digestion del
ADN genomico de los individuos con enzimas
de restriccion que reconocen 4 y 6 bases de
reconocimiento, lo cual genera fragmentos de
tamafio preferentemente pequefio. Luego se

ligan adaptadores de secuencia conocida a cada
extremo y para el proceso de amplificacion se
usan partidores complementarios a estos adap-
tadores, manteniendo el sitio de restricciéon mas
un cierto nimero de nucleétidos (3 generalmen-
te) que deben agregarse al extremo 3°. Finalmen-
te, el proceso implica dos alternativas de detec-
cion de las bandas, la primera es la marcacion
radioactiva de los productos amplificados en la
Giltima etapa de amplificacion, su separacioén en
geles de poliacrilamida, secado del gel y su vi-
sualizacion en autoradiografias. La segunda al-
ternativa usa la tincién directa del gel con ni-
trato de plata. Los resultados entre ambas alter-
nativas son comparables, siendo esta ultima de
menor costo y facil aplicacién. Una de las ma-
yores ventajas de esta técnica es que en una sola
reaccion se puede identificar alrededor de 50
loci en un tiempo corto (Tohme et al., 1996).

Se han realizado comparaciones de los diversos
marcadores utilizados a medida que se han ido
desarrollando. Por ejemplo: al comparar resul-
tados de este marcador con RFLPs y otros mar-
cadores en lechuga (Lactuca sativa) (Hill et al.,
1996) los genotipos fueron agrupados en forma
similar. En soya (Glycine max) los AFLPs de-
tectaron alrededor de 12 veces el nimero de
loci polimérficos (Voguel et al., 1994) compa-
rados con RAPDs. Es asi como en el caso pun-
tual de estudios de diversidad genética del frejol,
la técnica de AFLP detectd una diversidad de
0,31 (1 =igualdad genética) entre genotipos sil-
vestres y cultivados (Tohme et al., 1996), mayor
a la detectada por isoenzimas en los mismos ge-
notipos (Singh ez al., 1991). Sin embargo, los
resultados de diversidad genética obtenidos
fueron similares con los AFLP y RFLP.

Una de las desventajas para la interpretacion de
los datos es el tiempo necesario para el analisis
cuando se realiza en forma no automatizada
(visual). Por otro lado, los loci de AFLP son tan
reproducibles como los RFLPs, pues son prac-
ticamente insensibles a las condiciones de la
reaccion (Tohme et al., 1996), aunque ambas
técnicas requieren de una buena calidad de
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ADN para el proceso de digestion con enzimas
de restricciéon. Comparativamente, estas dos
técnicas son de mayor precision que los RAPDs,
susceptibles a una falta de estandarizacion del
proceso de amplificacion.

d) Minisatélites y Microsatélites

Las secuencias de ADN de mini (VNTR) y mi-
crosatélites (SSR) son dos categorias de se-
cuencias repetidas que se presentan en euca-
riontes. Ellas se encuentran repetidas en tandem
y dispersas a través del genoma representando
muchos Joci. Cada locus tiene distinto nimero
de repeticiones variable, asociandose de esta
maneraaalelos especificos de alta variabilidad.
A través del uso de estos marcadores se han
obtenido patrones complejos de ADN en anima-
les, plantas, y microorganismos.

Dentro de la primera categoria, los minisatélites
son usados como sondas de secuencias simples re-
petidas. Las secuencias repetidas de estos minisa-
télites son mondmeros que generalmente tienen
15-35 pares de bases, y han sido aislados de mami-
feros, plantas y del genoma del bacteriéfago M13.
Una combinacién de una enzima de restriccion
conlasondade M13 puede generar un alto nimero
de bandas, lo cual produce una gran informacién,
comparada con los RFLPs. Al igual que éstos, la
técnicaes de altareproducibilidad, aunque requiere
de un proceso de clonacién previo de la sonda hi-
pervariable, ademas de un ADN de alta calidad
para el proceso de restriccion y transferencia
(Southern blot), e hibridacién con la sonda, gene-
ralmente marcada radioactivamente, y finalmente
de laexposicién aunapeliculade rayos X. Actual-
mente este polimorfismo puede ser detectado
mediante PCR, mediante el uso de partidores que
reconocen secuencias externas que rodean a las
secuenciasrepetidas (Heat ez al., 1993). Este poli-
morfismo identifica un Jocus que resulta ser multi-
alélico debido a un elevado nimero de unidades
repetidas, que corresponden a muchos alelos.

Los minisatélites han sido usados para estudiar
diversidad genética y realizar la identificacion

AGRICULTURA TECNICA - VOL. 60 - N2 3 - 2000

de individuos (“fingerprinting”) en diversas es-
pecies (Stockton et al., 1990; Ramakrishna et
al., 1995).

La segunda categoria de secuencias repetidas
son los microsatélites; ellos son secuencias de
1 a5 nucleétidos repetidas en tandem y existen
en forma abundante en plantas (Condit y
Hubbell, 1991). Mediante los microsatélites se
puede medir la diversidad entre genotipos ampli-
ficando mediante PCR la region del ADN gené-
mico que contiene estas secuencias repetidas.
Eluso de microsatélites ha ido aumentando me-
diante la produccién de bibliotecas de partidores
y la secuenciacion automatica fluorescente que
permiten el disefio de los partidores que rodean
los microsatélites (Brondani et al., 1998). Los
fragmentos generados son separados en geles
denaturantes de poliacrilamida y visualizados
radioactivamente o por tincién con nitrato de
plata. '

Los microsatélites son muy atractivos para los
genetistas pues combinan varias ventajas como
son su codominancia, multialelismo y su alta
heterocigosidad. El alto nivel de polimorfismo
que detecta permite una discriminacidn precisa
entre individuos altamente emparentados. Ade-
mas de ser altamente polimorficos, los microsa-
télites usan cantidades minimas de ADN, equi-
valentes a las que se usan en RAPD. Las con-
diciones de amplificacion y de reaccién son
especie-especificosy lavariaciénen el largo de
los productos amplificados mediante PCR es
funcion del nimero de unidades repetidas.

En general, la amplificacion de microsatélites
ha demostrado que éstos son mas variables que
isoenzimas, RFLP, AFLP y RAPD. Porejemplo,
en Cucumis, 29 isoenzimas no mostraron poli-
morfismo entre dos genotipos comerciales (Perl-
Treves et al., 1985). Dentro del mismo género
RAPD detect6 un 38% de polimorfismo, mien-
tras que los microsatélites detectaron un 71%, e
incluso detectaron diferencias genéticas entre
cultivares altamente emparentados que mediante
otras técnicas no habian podido ser distinguidos
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(Katzir et al., 1996). Es asi como se ha compro-
bado, en diversas especies, la complementarie-
dad de todas las técnicas mencionadas anterior-

mente en el estudio global de la organizacion.

genética del germoplasma.

Una de las desventajas de los microsatélites es
el tiempo y costo involucrado en el proceso del
disefio de cada partidor, sin embargo, existe la
posibilidad de usar los mismos partidores en
mas de una especie. Esto es debido, a que existe
un grado de conservacion de los microsatélites
entre genomas de especies tan distantes como
son algunos mamiferos, plantas anuales y peren-
nes. Esto no es generalizado en todas las espe-
cies, puesto que al comparar entre cereales de
grano pequefio como trigo, cebaday centeno, se
ha detectado una limitada conservacion de las
secuencias microsatelitales.

Los microsatélites han sido también utilizados
paramedir diversidad genética de diversas espe-
cies anuales como: soya (Glycine max) (Akkaya
et al., 1992), arroz (Oryza sativa) (Wu y Tans-
kley, 1993), maiz (Zea mays) (Senior y Heum,
1995), cebada (Hordeum vulgare) (Becker y
Heun, 1995), trigo (Triticum aestivum) (Roder
etal., 1995) y raps (Brassica sp.) (Lagercrantz
et al., 1993).

Hasta ahora también se han desarrollado micro-
satélites en especies perennes, aunque el nimero
de ellos ha sido escaso (Brondani et al., 1998).
En el caso de Eucaliptus los microsatélites han
sido transferidos entre poblaciones y especies
del mismo género. En forma adicional, la estima-
cion de heterocigosidad que este marcador pue-
den entregar presenta una gran ventaja en el
mapeo de caracteristicas cuantitativas (QTLs),
comparacion de mapas que incluyen QTL y es-
tudios de flujo genético en arboles.

Aunque el uso de marcadores bioquimicos y
moleculares en estudios de germoplasmay diver-
sidad genética es limitado por el costo de los re-
activos, y en algunos casos por el elevado costo
de los equipos, los avances técnicos que estas
tecnologias han alcanzado en los ultimos afios,
los hacen mas accesibles a los genetistas y a los
programas de mejoramiento. Ambos tipos de
analisis son complementarios en la caracteriza-
cion morfolégicay agronémica del germoplas-
may en el entendimiento de la diversidad y es-
tructura genética de las poblaciones, especies y
taxas.

La eleccion del marcador a usar dependera de
los objetivos del estudio, del costo y de las
caracteristicas que cada uno de ellos presentan
(Cuadro 1).

Cuadro 1. Caracteristicas generales de los marcadores genéticos

Table 1. General characteristics of genetic markers

Caracteristica Proteinas Isoenzima RFLP RAPD VNTR AFLP SSR
Polimorfismo Alto Bajo Bajo- Medio- Medio- Medio- Alto
alto alto alto alto

Estabilidad ambiental ~ Alta Moderada Alta Alta Alta Alta Alta

Nuamero de loci Bajo Medio Alto Alto Alto Alto Alto

Reproducibilidad Alta Moderada- Alta Moderada-  Alta Alta Alta

alta alta

Aplicacién Répida- Rapida- Lenta- Rapida- Intermedia  Lenta- Lenta-

barata barata cara cara cara cara

RFLP: Fragmentos de restriccién polimérficos. RAPD: Amplificacion de ADN al azar. VNTR: Nimero variable de
repeticiones en tandem. AFLP: Amplificacién de fragmentos polimérficos. SSR: Secuencias simples repetidas.
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RESUMEN

En las altimas décadas ha habido un notorio
aumento en los marcadores genéticos disponi-
bles para estudios de diversidad genética. Algu-
nosdeellostienen diferentes bases moleculares,
pero todos estan enfocados a determinar la or-
ganizacion de la estructura genética en las po-
blaciones naturalesy cultivadas. Ademas, ellos
muestran la similitud entre y dentro de las po-
blaciones evitando el efecto ambiental. Conocer
la similitud entre los individuos y las poblacio-
nes es de gran utilidad en los programas de me-

joramiento genético, pues permite, ademas de
la organizacion del material, la seleccién ade-
cuada de los genotipos superiores y la comple-
mentacion con datos fenotipicos y agrondmicos
para el desarrollo de una poblacién mejorada.
Este articulo revisa algunos antecedentes de
estos marcadores basados en su metodologia,
ventajas y desventajas de su uso.

Palabras claves: biotecnologia, diversidad
genética, polimorfismo.
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