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RESUMEN

Los marcadores moleculares son secuencias de ADN que se pueden utilizar para detectar variaciones genéticas asociadas
con rasgos econdémicamente importantes en la agricultura, de modo que pueden ser empleados por los fitomejoradores como
herramientas de seleccion, aumentando la eficiencia del proceso tradicional, ya que se analiza el genotipo de los individuos
morfolégicamente similares excluyendo la influencia del ambiente. Los marcadores moleculares se han identificado como una
herramienta Util en la seleccion de genotipos superiores; se han usado extensamente en el mapeo de genes, tanto para rasgos
cualitativos como cuantitativos y también son Utiles, para identificar los rasgos econdmicamente importantes en la poblacion
reproductora y su posterior manipulacidn en poco tiempo. El fitomejoramiento a través de la seleccidn asistida por marcadores
(MAS) tiene un enorme potencial para mejorar la eficiencia de los métodos convencionales. La biotecnologia agricola permite
establecer una aproximacion entre el fenotipo y el genotipo de los individuos, permitiendo el estudio de la variabilidad existente
en los materiales genéticos y el avance sostenido en el mejoramiento genético de plantas. Se exploran las ventajas de las
diferentes formas disponibles de marcadores moleculares y sus aplicaciones.

Palabras clave: seleccién asistida por marcadores, marcadores genéticos, mapas genéticos, PCR, variabilidad.

ABSTRACT

Molecular markers are DNA sequences that can be used to detect genetic variations associated with economically important
traits in agriculture, so that they can be used by plant breeders as selection tools, increasing the efficiency of the traditional
process, since the genotype of morphologically similar individuals excluding the influence of the environment. Molecular
markers have been identified as a useful tool in the selection of superior genotypes; they have been used extensively in gene
mapping, both for qualitative and quantitative traits and are also useful, to identify economically important traits in the breeding
population and their subsequent manipulation in a short time. Plant breeding through marker assisted selection (MAS) has
enormous potential to improve the efficiency of conventional methods. Agricultural biotechnology allows establishing an
approximation between the phenotype and the genotype of individuals, allowing the study of the existing variability in genetic
materials and sustained progress in the genetic improvement of plants. The advantages of the different available forms of
molecular markers and their applications are explored.
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I. INTRODUCCION

a alimentacién de la humanidad depende de la capacidad

de producir alimentos de origen vegetal, cubiertas desde
hace miles de afios por la agricultura; la cual produce
alimentos y piensos, ademas de fibras textiles, insumos
farmacoldgicos, cosmetolégicos e industriales, vy
biocombustibles.

Con una poblacion creciente que sobrepasa los 7.8 billones
de personas (UNFPA, 2021), se necesitan variedades
vegetales mas productivas y adaptadas a entornos mas
marginales, el cambio climatico, fendémenos meteoroldgicos
extremos asociados, limitada productividad agricola,
restricciones en la cantidad de tierra cultivable y agua que se
dedica a la agricultura; asi como escenarios de aumento de la
presién demografica, y efectos de la pandemia por la COVID-
19.

La agricultura sostenible intenta cumplir con la demanda
siempre creciente de los productos, lo cual requiere una
gestion integrada, con un enfoque diversificado y précticas
sustentables y sostenibles de los recursos genéticos haciendo
énfasis en la preservacion del ambiente, mantenimiento de la
calidad, disminucion del uso de insumos agricolas y el logro
de la viabilidad econdmica (Anderson et al. 2016).

El mejoramiento genético de plantas se define como el
conjunto de procedimientos que buscan maximizar los
beneficios asociados a los cultivos y su consumo; es una
practica que acomparfia a la humanidad desde hace miles de
afios (Acquaah, 2012). Pretende desarrollar variedades de alto
rendimiento y buen comportamiento agrondmico resistentes
a estreses bidticos y abioticos, con productos finales de buena
calidad (Acquaah, 2012; Cobb et al. 2019). Implica la
seleccion por parte de los seres humanos de determinadas
variantes de unas pocas especies de plantas elegidas de
acuerdo con su idoneidad para la explotacién, ya sea como
recursos comestibles o no comestibles.

Los dos requisitos clave previos tanto para el mejoramiento
como para la evolucién son la variacion y la seleccion
(Acquaah, 2012; Snowdon et al. 2021). Si no existen, es
posible que el ser humano pueda promover variacion genética
a través de procesos como mutagénesis inducida, hibridacion,
0 por introgresién controlada de rasgos de diversas
poblaciones de la misma o diferentes especies, y la
transgénesis (Acquaah, 2012).

MARCADORES APLICADOS AL MEJORAMIENTO
VEGETAL

Generalmente, el proceso de seleccion de genotipos con
caracteristicas agrondmicamente deseables se realiza en base
a la informacion fenotipica de los individuos, la cual esta muy
influenciada por interacciones ambientales en la expresion
del fenotipo, especialmente para caracteres con baja
heredabilidad, controlados por un gran nimero de genes
(Acquaah, 2012).

Marcadores morfolégicos
En general como marcadores morfolégicos se toman
caracteres 0 caracteristicas  fenotipicas  facilmente

Attribution-NonCommercial 4.0 International (CC BY-NC 4.0)

Revista de Investigacion Cientifica Tayacaja

Universidad Nacional Auténoma de Tayacaja Daniel Hernandez Morillo, Peru

Volumen 4 NUmero 2 - 2021

visualizables, que se puedan detectar expeditamente, como
por ejemplo enanismo, deficiencia de clorofila, color de
pétalos o morfologia de hojas, rugosidad de granos (Ferreira
y Grattapaglia, 1998).

La evaluacién se concentra en los rasgos morfoldgicos,
agronémicos y fisiologicos, es decir, en aquellas
caracteristicas que definen la forma, apariencia, componentes
del rendimiento y funciones fisiol6gicas de un conjunto de
individuos (De Vicente et al. 2004). Estas caracteristicas
tienen una cantidad limitada de descriptores morfolégicos
(aproximadamente 50); son de polimorfismo bajo, con poco
nivel informativo, de expresion dominante o recesivo y su
evaluacion requiere el estudio de todas las fases fisiologicas
de la planta, hasta el estado adulto (Acquaah, 2012). Su
expresién puede estar influenciada por la accién de
dominancia genética, por pleiotropia y epistasis, ademas de
factores ambientales (De Vicente et al. 2004; Acquaah,
2012).

Como ventajas se puede mencionar que estan facilmente
disponibles; su evaluacion requiere usar equipo sencillo
generalmente (0 ninguno); y constituyen la medida mas
directa del fenotipo. Como desventajas tenemos que
requieren un conocimiento practico del cultivo o de la especie
vegetal; estan sujetos a influencias ambientales, interaccién
(GxA); y su nimero es limitado (De Vicente et al. 2004).

Marcadores proteicos (0 bioquimicos)

Se basan en las propiedades de migracion de las proteinas,
las cuales permiten separarlas mediante electroforesis, y se
pueden detectar mediante ensayos histoquimicos especificos.
Tienen algunas ventajas como requerir de un equipo de
laboratorio relativamente sencillo y que representan un
valioso complemento de la evaluacion morfologica. Como
desventajas podemos citar que estan sujetos a la influencia
ambiental y a la etapa fisiologica del tejido; ademas su
namero es limitado (De Vicente et al. 2004; Acquaah, 2012).

Marcadores de ADN (o0 moleculares)

Los marcadores moleculares son secuencias o segmentos
de ADN hereditarias e identificables que se encuentran en
ubicaciones especificas dentro del genoma y estan ligados
fisicamente a loci que determinan caracteristicas de interés.
Se pueden usar para detectar polimorfismos de ADN y tienen
un valor considerable para los recursos fitogenéticos en la
definicidn de estrategias de conservacion, estudios de anélisis
de brechas y desarrollo de estrategias de muestreo para
bancos de genes con el fin de priorizar poblaciones para la
conservacion (Griffiths et al. 2000; De Vicente et al. 2004;
Acquaah, 2012). Segin Da Costa et al. (2017) incluye
cualquier diferencia fenotipica controlada genéticamente y
utilizada en el analisis genético. Por tanto, un marcador
genético es un locus marcador que tiene que ser polimérfico
y emplearse con una doble finalidad, para marcar o sefialar el
locus que controla la diferencia fenotipica y/o para marcar
otro locus préximo (ligado) que controla el caracter de
interés.

Los atributos ideales de un marcador genético para estos
autores son: (a) polimérfico (multialélico); (b) codominante;
(c) no epistéatico, es decir, se puede leer el genotipo a partir
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(d) neutro, las sustituciones alélicas no tienen otros efectos
fenotipicos y (e) insensible al ambiente, es decir, el genotipo
se infiere a partir del fenotipo, independientemente del medio
(De Vicente et al. 2004; Acquaah, 2012).

La evaluacidn de la variacién genotipica se hace al nivel de
la molécula de ADN, que es la responsable de la transmision
de la informacion genética, no es afectada por el ambiente, es
decir, sin interaccion (GxA); tiene un nimero y cantidad
ilimitada de informacion polimorfica, una amplia cobertura
del genoma; un mayor nivel informativo que los descriptores
morfoagrondémicos, su expresién es dominante, recesiva o
codominante; pueden ser evaluados desde la semilla, granos
y en plantulas de pocos dias después de su germinacion y sus
resultados son rapidos y objetivos (De Vicente et al. 2004).

Los marcadores genéticos se han empleado en diferentes
fases de la mejora de las plantas: el pre-mejoramiento
(conservacion y uso de los recursos genéticos, conocimiento
y uso del sistema reproductivo, caracterizacion y pureza de
cultivares para emplearlos como progenitores); el
mejoramiento (seleccidn de progenitores y monitoreo en los
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hibridos, seleccién asistida para caracteres cualitativos y
cuantitativos, introgresion de genes desde especies silvestres)
y el post-mejoramiento (caracterizacion y pureza de
cultivares en los lotes de semilla, desarrollo e identificacion
de Organismos Genéticamente Modificados (OGM), entre
otros).

Estas herramientas moleculares tienen un impacto cada vez
mayor en el estudio y la gestion de los recursos genéticos. Se
han usado, también con éxito, en otras lineas de investigacion
en plantas, tales como la filogenia, el diagnéstico de
patdgenos, y la agroindustria (Borém et al. 2014; Lateef et al.
2015; Da Costa et al. 2017). Dentro de las ventajas se puede
mencionar que su ndmero es potencialmente ilimitado; no
estan sujetos a influencias ambientales (sin interaccion GxA);
constituyen una medida objetiva de la variacion. La
desventaja principal es que necesitan de un equipo
técnicamente mas complejo y los costos de adquisicion,
mantenimiento y calibracién son elevados, sin embargo, se
han hecho mas asequibles con el tiempo (Figuras 1y 2;
Tanksley, 1983; Rallo et al. 2002).

» Caracteres
morfoldgicos,
agronomicos,
fisiologicos

» Afectados porlos
factores
ambientales y
fenoldgicos

¢ Se evaluan en todo
el individuo y en
estado adulto

* Establecer

fenotipos

MORFOLOGICOS

MARCADORES |

GENETICOS

diferencias entre
individuos,
variedades,

(Tanksley 1983;
Rallo et al., 2002)

* Fenotipicamente
neutros

* Segregacion y
polimorfismo

* Independientes de
la épocas, estacion
del afio

* Se evaluan en
etapas tempranas

* Identificacion exacta
del material

S

Figura 1.

Comparacién entre la evaluacién de la variacion fenotipica y genotipica, mediante marcadores morfolégicos y moleculares

(Tanksley 1983; Rallo et al. 2002).

e
TIPOS DE MARCADORES

POSTRANSCRIPCIONALES

INDIRECTOS
Bioqul’ny
—
| I

Proteinas

totales

. RAPD, SSR,
Isoenzimas ISTR.SNP.

PRETRANSCRIPCIONALES
DIRECTOS
ADN

RFLP, AFLP,

Figura 2.

Clasificacion de los marcadores de acuerdo al flujo de la informacién genética del Dogma Central de la Biologia.
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Los marcadores se pueden clasificar en dos categorias: los
que incluyen las técnicas basadas en hibridacion y los basados
en la PCR (Karlik y Tombuloglu, 2016; De Vicente et al.
2004). En la primera categoria encontramos el Polimorfismo
en la Longitud de los Fragmentos de Restriccion (RFLP),
fundamentados en la hibridacidn y las enzimas de restriccion;
y en la segunda categoria existe una amplia variedad, los mas
utilizados son Polimorfismo en la Longitud de los
Fragmentos Amplificados (AFLP), ADN amplificado al azar
(RAPD), Secuencias Simples Repetidas (SSR), Repeticiones
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de Secuencias Interespecificas (ISSR), Amplificacion de
Regiones en Secuencias Caracterizadas (SCAR), Secuencias
Polimérficas Amplificadas Escindidas (CAPS),
Polimorfismo de Amplificacion de la Regién Obijetivo
(TRAP) y el Polimorfismo de un Simple Nucleétido (SNP)
(Karlik y Tombuloglu, 2016). Entre sus variaciones se
mencionan NBS (Sitio de Union de Nucle6tidos) y DArT
(Tecnologia de Matrices de Diversidad) (Hailu y Asfere,
2020) (Figura 3; Diola et al. 2014).

RFLP SNPs
Karl Sax (Botstein et (Cho et al., 1999)
(1923):QTL al., 1980) RAPD =
Seleccion (Rafalski et al., 1990)
inconsciente — I NBS_
(<1900) Clonacion de VNTR CAPS (Van Der Linden
endonucleasas Jeffrey (Konieczny et etal., 2003)
(1970) (1985) al., 1993)

N-Iarca’\dc-)res PCR (Mullis y AFLP (Vos et DART
(1900) bl(quImICOS Faloona, 1987) al., 1995) (Wenzel et
L3 IR Huntery
P d al., 2004)
"g':,'fé"t‘i’csa " Markert, 1957) :

30% Polimorfismo SSR (Litty SCAR (Parany I
bioquimicos (Hubby y Luty, 1989) Michelmore, TRAP (Huy
Markert, 1966) 1993) Vick, 2003)

Figura 3.

Principales metodologias de la genética, los marcadores moleculares e investigadores que contribuyeron a la generacion de
nuevas tecnologias con aplicacion en el fitomejoramiento (Diola et al. 2014).

En la mayoria de los estudios realizados en el &rea agricola,
durante los altimos quince afios, se han utilizado numerosos
sistemas de marcadores para evaluar y caracterizar la
diversidad genética de las bases del ADN en diferentes
cultivos. La estrategia de los marcadores moleculares ha
permitido mejorar la eficacia de los programas de
mejoramiento genético en la obtencion de cultivares nuevos,
en términos de tiempo y costo (Ahmad et al. 2021).
Generalmente, todos los marcadores moleculares revelan
informacion atil sobre el polimorfismo del ADN y se han
utilizado para analizar la estructura genética de las plantas
cultivadas, su base genética (amplia o estrecha), nivel de
heterocigosis, el equilibrio genético, las frecuencias alélicas
y los indices de fijacion. La biotecnologia es una herramienta
importante en la construccién de mapas de marcadores
moleculares de alta densidad (Ahmad et al. 2021, Lateef et al.
2015).

Uso de los marcadores moleculares en la caracterizacion
de Recursos Fitogenéticos

La caracterizacidn es un requisito previo para identificar y
priorizar los recursos genéticos que se conservaran y es

Attribution-NonCommercial 4.0 International (CC BY-NC 4.0)

fundamental para optimizar la asignacion de fondos adecuada
a los programas de conservacion cuando los recursos son
limitados (Boettcher et al. 2010). Vincula la conservacion y
la utilizacién, ya que permite la identificacion de rasgos
Unicos y valiosos de los recursos genéticos, tanto in situ como
ex situ, para su incorporacion a los programas de
mejoramiento, con el reto de producir cultivos de corta
duracién con caracteristicas especificas. Adicionalmente
permite asegurar la propiedad, realizar bioprospeccion y
evitar la biopirateria (Ruane y Sonnino, 2011).

Se ha utilizado ampliamente en fitomejoramiento para
caracterizar bancos de germoplasma, andlisis de la diversidad
genética, piramidacion de genes, introgresion de rasgos
maltiples y estudios de la pureza genética, en cereales,
leguminosas, oleaginosas, cultivos de fibra, frutales, entre
otros (Lateef et al. 2015). Los estudios de mapeo genético y
de asociacion entre marcadores moleculares y caracteristicas
fenotipicas o loci de caracteres cuantitativos (QTL), han
permitido asociar varios marcadores moleculares, con
algunos caracteres: componentes de rendimiento, tolerancia
al estrés hidrico y resistencia a plagas o enfermedades, en
diferentes especies de cultivos, muy importante para acelerar
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los programas de mejoramiento de cultivos y su uso potencial
en el fitomejoramiento (Lateef et al. 2015; Kumawat et al.
2020).

El mejoramiento asistido por marcadores (MAS) puede
aumentar la eficiencia para introducir genes de resistencia, ya
que nos permite seguir el gen o los genes bajo seleccién a
través de las generaciones, sin tener que esperar la expresion
fenotipica de estos, ademas de conocer la base molecular de
la(s) resistencia(s) (Barone y Fruciante 2007). MAS ha sido
usado amplia y exitosamente identificando marcadores que
estdn ligados a genes, gen o alelo especificos, o
combinaciones de multiples genes o alelos (Foolad y Sharma
2005; Foolad 2007; Ibitoye y Akin-ldowu, 2010).

Fortalecimiento a los Programas de Mejoramiento
Vegetal

La biotecnologia apoya la obtencion de nuevos materiales,
ya que proporciona métodos innovadores que les permiten
seguir siendo competitivos a nivel mundial; establece una
aproximacion entre el fenotipo y el genotipo de los
individuos, permitiendo el estudio de la variabilidad existente
en los materiales genéticos y el avance sostenido en el
mejoramiento genético de plantas (Acquaah, 2012). Como
herramienta en los programas de fitomejoramiento genético,
su importancia radica en resaltar la utilizacién combinada de
mejoramiento clasico y mejoramiento asistido, mediante
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marcadores moleculares, para lograr la disminucién del
tiempo requerido para la obtencién de cultivares (Diola et al.
2014; Garrido-Cérdenas et al. 2018).

El fitomejoramiento requiere persistencia, porque
generalmente se necesiten entre 8 a 12 afios para crear un
nuevo cultivar, para los procesos involucrados: cruzamientos
y la eleccion del método de mejoramiento, como la linea pura,
obtencién de hibridos, seleccién masal, retrocruza (RC), entre
otros (Diola et al. 2014; Garrido-Cardenas et al. 2018). Las
herramientas biotecnoldgicas permiten reducir el periodo de
seleccion de lineas y realizar la seleccién mediante el
genotipo. De aqui la importancia en la integracion del
mejoramiento clésicos con las herramientas biotecnoldgicas,
por ejemplo, el método biotecnoldgico de la transformacion
genética, para obtener cultivos genéticamente modificados,
las lineas obtenidas pueden ser utilizadas como progenitores
en los programas convencionales (Garrido-Cérdenas et al.
2018).

Se realiza la evaluacion de las lineas en el programa de
mejoramiento, mediante la seleccion de homocigotos vy
establecer la estabilidad genética de los cultivares mejorados.
Al utilizar la seleccién asistida el proceso puede lograrse mas
facilmente con marcadores moleculares codominantes y
disminuir el tiempo requerido, para desarrollar nuevos
cultivares (Figura 4) (Sharma et al. 2002; Borém et al. 2014).

E.species L, | Lineas |, , Linea cc')n.una o' e Lineas |, | Cultivo
silvestres dlites caracteristicade élites celular
. l l interés |
Cultivode 7
tejidos Fy F Padre F Nueva
Obte'.‘dén de 2 X recurrente ! tranSfOrmadén
embriones
L l Regeneracion 1
RC,F, RC,F, F, Caracterizacion
Seleccion 1 Evaluacion EioseRy) 1
fenotipica RC,. agronémica T,-T5,
— / 35 | 1 13 5
Linea
* | mejorada Transgen
l estable
\
Variedades con Evaluacién
caracteres especificos agrondmica
7 a 10 aios 3 a6 anos 12 a 20 afios 4 a6 anos
Figura 4.

Esquema de mejoramiento genético combinado: Mejoramiento genético clasico y biotecnologia (Adaptado de Sharma et al.

2002; Borém et al. 2014).
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La baja aceptacion publica de los organismos
genéticamente modificados (OGM) ha ocasionado que los
centros de investigacion internacional buscaran otro enfoque
para el mejoramiento de cultivos y el aumento de su valor
nutricional, desarrollando la estrategia de biofortificacion
(Pérez-Almeida, 2019). Las herramientas genomicas
avanzadas pueden desempefiar un papel importante en la
aceleracion del mejoramiento genético de estas vitaminas y
minerales a través de la biofortificacion en los principales
cereales y alimentos basicos (Ashokkumar et al. 2020). Es
necesaria la coordinacion de la investigacién entre los
expertos en los campos de agricultura y nutricion para
fortalecer el nivel objetivo de carotenoides y folatos, su
retencion después de la coccién, almacenamiento,
procesamiento y consumo de concentraciones prospectivas
en la poblacion objetivo (Ashokkumar et al. 2020).

Ademas de la creciente poblacion mundial a la cual hay
que alimentar, vestir y mantener, el segundo gran desafio es
el cambio climatico, que afecta a la frecuencia de eventos
climaticos extremos, altera patrones de crecimiento de
cultivos, asi como la distribucion de plagas, malezas y
enfermedades que amenazan los cultivos y el ganado. Se
espera que los impactos generales del cambio climético en la
agricultura y la seguridad alimentaria tiendan a ser cada vez
mas negativos, especialmente en areas ya vulnerables a
desastres relacionados con el clima y la inseguridad
alimentaria (Pérez-Almeida, 2019). A todo este panorama se
ha sumado la incidencia de la COVID-19 en la poblacién y el
dia a dia.

Il. CONCLUSIONES

En el pasado, el mejoramiento tradicional ha sido utilizado
para seleccionar variedades cultivadas con caracteristicas
mejoradas; la biotecnologia moderna representa un conjunto
de herramientas moleculares para disminuir el tiempo para
desarrollar y liberar nuevas variedades, logrando avances
eficientes y rapidos, asi como para mejorar la sostenibilidad
agricolay la seguridad alimentaria. Los marcadores de ADN,
especialmente aquellos basados en la reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR) han generado un gran avance en la
investigacién genética de cultivos de importancia para la
alimentacion.
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