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Introduccion

El incremento de nuevos cultivares desarrollados por mejoramiento genetico
demanda de nuevas tecnologias para una identificacion objetiva, eficiente,
practica y rapida de los mismos. Hasta mediados de los sesenta, la
informacion mas cercana acerca de la constitucion genética de cualquier
cultivo se obtenia s6lo analizando sus caracteres morfologicos, basados en el
uso de descriptores. Para mejorar la precisién en la caracterizacién genética
de los individuos, surgen las técnicas de electroforesis, ganando popularidad
para su uso en muchos cultivos. Dentro de las técnicas electroforéticas, los
marcadores isoenzimaticos ofrecen ampliar la informacidon genética
disponible para diversas aplicaciones, con la ventaja de ser técnicas de
relativo bajo costo y accesibles para la evaluacion molecular. A pesar de que
es limitado el nimero de isoenzimas para la caracterizacion de genotipos,
distintos loci enzimaticos pueden ser analizados rapida y simultaneamente.

Especificamente para el cultivo de la yuca (Manihot esculenta Crantz),
existen experiencias tales como las de Hussain y col. (1987), De Oliveira y
col. (1992) y Lefevre y Charrier (1993 a y b) quienes han caracterizado
enzimaticamente cultivares mediante el uso del sistema  -esterasas. En
estudios de caracterizacion de bancos de germoplasmas de yuca mediante
los sistemas peroxidasas, -esterasas y proteinas totales (Schmidt, 2000).
Han detectado variabilidad genética mediante el estudio electroforetico de
esterasas, peroxidasas y proteinas totales, evaluado variacion somaclonal
inducida mediante cultivo in vitro (Gonzalez y col., 2002). También han
desarrollado estudios de tolerancia al estrés hidrico haciendo uso de
electroforesis de esterasas para conocer su base molecular (Lokko
y col., 2007).

El objetivo de este trabajo radica en poner a la disposicion de los usuarios
un documento de féacil acceso y comprension sobre la técnica de
electroforesis de isoenzimas haciendo énfasis en el cultivo de la yuca.

La técnica de electroforesis

Definicion, principio y utilidad

El término electroforesis fue creado por Michaelis en el 1909, para describir
la migracién de los iones por la influencia de un campo eléctrico, ya que se
cumple con un principio simple “las moléculas con carga negativa migran
para el polo positivo, y las de carga positiva al polo negativo” (Brune y
Alfenas, 1998a).

La electroforesis es una técnica relativamente simple, rapida y de alto valor
informativo. Su aplicacion en la identificacion de proteinas ha sido aplicada

en estudios de taxonomia, fisiologia y genética de plantas, animales y
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microorganismos. La electroféresis también puede ser empleada en la
determinacion de pesos moleculares de proteinas y en la caracterizacion de
moléculas como los acidos nucleicos DNA y RNA (Alfenas y col., 1991).

En el caso de las isoenzimas de plantas, la técnica es una herramienta
analitica, que consiste en colocar un extracto proteico de tejido de en un
medio de soporte (papel, almidén, poliacrilamida, etc.) sometido a un
campo eléctrico durante varias horas; el campo eléctrico provoca que las
diferentes isoenzimas migren en el medio segun sus cargas eléctricas.
Después de esta operacion, el gel se incuba en una solucion que contiene
tanto el sustrato, sobre el cual actua la enzima que se desea separar, como
los cofactores necesarios, mas un tinte que se acopla al producto de la
reaccion. La isoenzima se visualizan como bandas de color que aparecen en
el gel (Quiroz, 1991).

Principios basicos fisicos-quimicos

La intensidad del campo eléctrico depende de la diferencia de potencial
entre los polos negativo y positivo del campo, diferencia que se genera por
la aplicacion de un voltaje determinado al sistema, teniéndose que a mayor
voltaje, existird una mayor diferencia de potencial, y por ende, una mayor
intensidad del campo eléctrico (leyes fundamentales de electricidad).

En forma general se ha establecido la convencion de que la primera
magnitud de la fuerza de migracion va a ser establecida por la corriente
eléctrica medida en voltaje. De forma tal que, manteniendo todas las
condiciones, a mayor voltaje mayor fuerza eléctrica, por ende mayor
velocidad de migraciéon de las particulas (Salazar, s.f.). Al acoplar esta
informacion con la electroforesis de proteinas, algunos aminoacidos que la
constituyen pueden estar ionizados (cargas positivas 0 negativas),
dependiendo de la suma de cargas parciales de los aminoacidos presentes
en ella (carga eléctrica bruta o carga total) y del pH del medio donde se
encuentran (Lehninger, 1972; Gontijo y Césare, 1995). Durante Ila
electroforesis se deben tomar en cuenta otros tipos de factores, tales como
la densidad o concentracion del gel y el tamafio de la particula o sustancia
migratoria (Salazar, s.f.).

La electroforesis puede ser desarrollada con un voltaje (V), en la mayoria de
los casos es constante, una intensidad de corriente (mA) y/o una potencia
(W) constantes, facilitado por una fuente de poder adecuada (Gontijo y
Césare, 1995).

Ya que el calor es un factor de suma importancia para el desarrollo de la
electroforesis, se debe tener en cuenta la definicion de formas eficientes de
disiparlo, sin provocar cambios térmicos desiguales en la matriz de
migracion.
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Especificamente para el caso de yuca se han utilizado las siguientes
condiciones eléctricas 50 V durante los primeros 20 minutos de corrida, con
libre intensidad y poder; y luego 15 mA por gel con corriente de 10 a 30 Vy
poder libre 0,2 a 2 W. Variando el tiempo de corrida entre 5 y 6 horas
(Fuenmayor y col., 2001).

Extraccion: Seleccion del tejido y de la solucion tampdén
a. El tejido

Una de las principales caracteristicas que permite el uso de las
isoenzimas para evaluacion de materiales genéticos, son las multiples
formas de enzimas detectadas con especificidad por tejido o por
célula. La abundancia de isoenzimas es diferente para las distintas
células, segun el estado de diferenciacion (Markert, 1977). Asi, que se
debe garantizar que la molécula se encuentre en concentracion
adecuada para que sea detectada por la electroforesis. El sistema de
aislamiento de la muestra debe ser efectivo, se debe escoger el tejido
y la solucidon de extraccién adecuada, para aislar la sustancia deseada
y evitar su descomposicion (Salazar, s.f). La mayoria de los tejidos
vivos de las plantas pueden ser usados para el analisis de proteinas e
isoenzimas; sin embargo, tejidos tales como hojas, polen, raices y
semillas han sido preferidos por su facilidad de obtencién y extraccion.
El tejido es preferiblemente que esté fresco, sean muestras de campo
o invernadero (Wendel y Weeden, 1989). Cualquiera que sea el tejido,
es fundamental que se encuentre en la misma condicion fisiolégica y
ontogénica, para lograr comparaciones valederas. La seleccion del
material siempre dependera de los objetivos de estudio y de la
facilidad de obtencidn, maceracion y extraccion de las proteinas, para
lograr actividad enziméatica detectable (Alfenas vy col., 1998; Peters,
1998).

Entre los problemas durante la extraccion de proteinas y enzimas se
cuenta la presencia de compuestos fendlicos, los cuales son oxidados a
quinonas por enzimas de las plantas (polifenoloxidasas vy
peroxidadas). En yuca se han utilizado tejido foliar y raices de plantas
jovenes (Hussain y col., 1987, Ramirez y col., 1987, Schmidt, 2000) y
también se han realizado analisis de tejido foliar de plantas adultas y
raices reservantes (Polanco, 1998).

b. La solucion tampon de extraccion
El objetivo principal de la extraccién es la ruptura de la célula en la
menor cantidad de tiempo posible, sin deterioro excesivo. La
preparacion de una muestra proteica es delicada, debido a todas las
interacciones gque existen entre las proteinas y los constituyentes
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celulares (Diaz, 1997). Durante el proceso de extraccion, el
rompimiento de las células y de sus compartimientos impone a las
enzimas a ambientes fisico-quimicos capaces de inactivarlas, tales
como variaciones de pH, oxidaciones y formaciones de complejos con
otros compuestos celulares, estos factores deben ser controlados
mediante el uso de soluciones tampones, existiendo una gran gama de
soluciones estudiadas (Peters, 1998).

Son frecuentes las soluciones tamponadoras (por ejemplo Tris HCI,
Tris Borato, etc.) que evitan cambios violentos de pH, junto con
estabilizadores osmoéticos (por ejemplo, sacarosa, manitol,),
antioxidantes (p.ej. -mercaptoetanol, polivinil pirrolidona) y cualquier
otra sustancia que mantenga estable a las moléculas (p.ej., glutation).
Algunas veces se requiere ruptura de enlaces lipoproteicos o enlaces
proteina-proteina, para ello se usan detergentes no idénicos (p.ej.
Tween-20 o Tritdbn X-100) (Salazar, s.f.). Para evitar la oxidacion se
usan compuestos antioxidantes en la solucion de extraccibn como
polivinil pirrolidona 40.000 o -mercaptoetanol (Alfenas y col. 1998;
Anderson, 1968; Kephart, 1990; Diaz, 1997).

Otros aspectos importantes a considerar en el proceso de extraccidén son:

a) La temperatura del procesamiento, generalmente deben
mantenerse por debajo de los 4°C, para evitar la desnaturalizacion
de proteinas y pérdida de actividad enzimatica;

b) La proporcion de soluciobn de extraccion:tejido, la cual debe
garantizar la actividad enzimatica, empleando un maximo de
solucion de extraccion por un minimo de tejido.

c) La composicion de la solucion de extraccidon puede variar con la
especie y el tipo de tejido, la cual sélo puede ser determinada
experimentalmente (Alfenas y col., 1998).

d) La centrifugacion del extracto para evitar sedimentos que puedan
puede taponar la matriz de migracion (Salazar, s.f).

En el caso de yuca se han probado diferentes soluciones tampén para la
extraccion de proteinas e isoenzimas tal como el Tris (1,125M)-Borato
(0,019M) a pH 8,3 (Husain y col.,1987) Tris HCI 0,05M pH8,3 modificado
(Husain y col.,1987), Tris (1,125M)-Borato (0,019M) (Polanco, 1998), Tris
Base pH 8,3 (Schmidt, 2000), de los cuales Tris HCI pH 8,3 da las mejores
resoluciones de bandas cuando se utilizan muestras de hojas y raices de
plantas jovenes (Hussain y col., 1987; Schmidt, 2000)

Localizacion subcelular de las enzimas
En la especificidad de las isoenzimas esta implicito el aspecto de que cada

isoenzima tiene una particular y muy diferente funcibn metabdlica en la
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fisiologia de la célula. Tal funcidn es obvia cuando las isoenzimas ocupan
diferentes localizaciones topograficas dentro de la célula. Un ejemplo que se
presenta es la malato-deshidrogenasa (MDH), la cual posee una isoenzima
ubicada en la mitocondria y otra en el citosol. Aunque estas isoenzimas
catalizan la misma reaccion, obviamente, estan en diferentes localizaciones,
participando en diferentes vias metabdlicas (Markert, 1977).

Weeden y Wendel (1989) comentan que las dos caracteristicas mas
importantes de todo sistema isoenzimatico son la estabilidad en el numero
de locus que intervienen en su presencia y la localizacion subcelular del
sistema. Resaltan el aspecto de que para enzimas con funciones bioquimicas
bien definidas, y en especial las que actiuan en las vias del metabolismo
primario, como por ejemplo Embden-Meyerhof y la via de la pentosa
fosfatasa, los ciclos de Krebs y Calvin, y las biosintesis de aminoacidos,
presentan aspectos tales como numero de locis predecible, conservacion de
la localizacion subcelular y de la subunidad estructural. Mientras que
sistemas tales como la fosfatasa acida, NAD(P)H, diaforasa, esterasa,
peptidasa y peroxidasa muestran una considerable variacion en el numero
total de enzimas que se expresan, en el numero de enzimas por
compartimiento subcelular y el nimero de subunidades por enzima.

Los sistemas enzimaticos se clasifican segun el nivel de variabilidad genética
presente en ellos en: las enzimas del grupo I, las cuales actuan sobre un
sustrato fisiologico uUnico, son enzimas reguladoras, y la mayoria estan
relacionadas con el metabolismo intermediario, en la glicdlisis o en el ciclo
de Krebs; mientras que las del grupo IlI, como las esterasas, fosfatasas,
peroxidasas, alcohol-deshidrogenasa y aldehido-deshidrogenasa, son
enzimas que utilizan sustratos multiples, frecuentemente de origen externo,
y que responden directamente a la variabilidad ambiental, y son menos
numerosas que las del grupo I, porque tienen funciones mas generalizadas
en las células (Peters, 1998). La variabilidad genética en el grupo | es mas
baja y los sustratos utilizados son, generalmente, producidos dentro de la
célula, mantenidos mas estables y equitativamente por los procesos que
controlan la homeostacis™ en el organismo.

En el caso de yuca se han estudiado diferentes sistemas isoenzimaticos,
tales como los que se muestran en el Cuadro 1. Trabajos publicados por
Hussain y col., 1987, Schmidt, 2000 y Gonzalez, 2002, donde coinciden en
que las esterasas y las peroxidasas son los sistemas mas adecuados para
detectar variabilidad entre los clones de éste cultivo.

Ademas, dicho efecto no necesariamente seria uniforme para cada
sustancia, por consiguiente surge la necesidad de emplearse soluciones

" Ver definicion en glosario.
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tampones entre los electrodos para evitar variaciones bruscas en el pH del
medio electroforético (Salazar, s.f). De todo ello, Alfenas y Brune (1998)
recomiendan que la uUnica manera de seleccionar la solucion tampoén y el
respectivo valor de pH, es de forma experimental.

La combinacion de la soluciéon tamponadora gel-electrodo utilizada para la
corrida electroforética de extractos de hojas y raices de plantas jovenes es
la recomendada por Alfenas y Brune (1998), la cual es Tris HCI pH 8,3 para
el gel y Tris Glicina pH 8,3 para el electrodo (Polanco, 1998; Schmidt,
2000).

Componentes y funciones de las soluciones tamponadoras

en el proceso electroforético

Durante esta fase es de suma importancia contar con unas condiciones
equilibradas del campo eléctrico a fin de garantizar la uniformidad en la
separacion de las distintas moléculas estudiadas, porque la movilidad de las
particulas podria verse afectada seriamente mediante cambios bruscos en la
acidez de la matriz, debido a que la mayoria de las moléculas al separarse,
contienen grupos anidnicos y catidnicos en su estructura, cuyas cargas
eléctricas pueden alterarse por variaciones del pH del medio (Hoffman y
Chalkley, 1976).

Seleccion de la matriz electroforética adecuada

El soporte de corrida debe ser de condicion quimica y fisica inerte, para no
interferir en la movilidad de las moléculas (Sargent y George, 1975). Ahora
bien, como la electroforesis se refiere al simple movimiento de iones a
través de un campo eléctrico, la misma puede realizarse tanto en soluciones
libres, como en medios solidos. Estos ultimos han representado una gran
ventaja, sobre todo a la hora de almacenar por algun tiempo la informacion,
o con fines de fotografia, para facilitar el registro de la informacioén.

En tal sentido se han preferido los medios gelatinosos, de poca o ninguna
interaccion ionica con las moléculas que migran a través de ellos, como por
ejemplo los geles de agarosa, almidén, poliacrilamida, etc. (Gontijo y
Césare, 1995).

La seleccion de la matriz adecuada va a depender del tipo de molécula a
separar (Salazar,s.f), del investigador y de los objetivos de estudio (Gontijo
y Césare, 1995). Para tal fin, es conveniente conocer que el gel de agarosa
presenta poros de mayor tamafio que los geles de almidén, y estos a su vez
poros mayores que los de poliacrilamida. Por lo tanto, los dos primeros son
recomendados para separar moléculas de elevado peso molecular.
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Cuadro 1. Localizacion subcelular, numero de isoenzimas y
estructura cuaternaria de

seleccionados.

los 21 sistemas isoenzimaticos

Sistema

Subcelular

NUumero de Distribucion Estructura

Isoenzimas Cuaternaria

Fosfatasa Acida E.C. 3.1.3.2.
ACP

Aconitato Hidratasa E.C. 4.2.1.3
ACO

Alcohol Deshidrogenasa E.C.
1.1.1.1. ADH

Catalasa E.C. 1.11.1.6 CAT
Formaldehido Deshidrogenasa
E.C. 1.2.1.1 FDH

Esterasas C.E. 3.1.1.1 EST
Glutamato Deshidrogenasa-NADP
E.C. 1.4.1.2-4 GDH
Glucosa-6-fosfato Deshidrogenasa
E.C. 1.1.1.49 G6PDH

Glutamato Oxaloacetato
Transaminasa E.C. 2.6.1.1 GOT
Isocitrato Deshidrogenasa E.C.
1.1.1.42 IDH

Lactato Deshidrogenasa E.C.
1.1.1.27 LDH

Malato Deshidrogenasa -NADP
E.C. 1.1.1.40 ME

Malato Deshidrogenasa-NAD E.C.
1.1.1.37 MDH

Fosfogluconato Deshidrogenasa
E.C. 1.1.1.44 PGD
Fosfoglucoisomerasa E.C.
5.3.1.9 PGI

Fosfoglucomutasa E.C. 5.4.2.2
PGM

Peroxidasa E.C. 1.11.1.7 PRX
Shikimato Deshidrogenasa E.C.
1.1.1.25 SDH

Superéxido Dismutasa E.C.
1.15.1.1 SOD

2-4

1-3

1-3

varia
c,mt

C
mc

desconocido
c

c
C.p
c,p,mt,mc
c
c
c
c.mt,mc
c.p
C.p

c.p
c,pc

p.C

c,p,mt

m,d

M

3
a

-BZ o U U 4 U U U U I

<
a

o
—+

Abreviaciones de localizacion subcelular:

c=citosol,

p=plastidio,

mt=mitocondria,

mc=microcuerpo, pc=pared celular. De estructura cuaternaria: m=monomera, d=dimera,

t=tetramera, h=hexamera.
Fuente: Weeden y Wendel, 1989.
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Otro factor a considerar es la repetibilidad de los resultados, en funcién de la
matriz utilizada. En este sentido, las propiedades de los geles de almidén
van a depender del tipo y a veces del lote de almidén utilizado, lo que puede
disminuir, en algunos casos, la posibilidad de repetir los resultados.

Electroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE)

Esta técnica se basa en el uso de uso de geles de poliacrilamida, cuya matriz
es un soporte tridimensional que consta de polimeros de acrilamida
entrecruzados a manera de red por un segundo agente, generalmente el
denominado “bis” (N,N-metilen-bisacrilamida). Los geles de poliacrilamida
se forman por la copolimerizacion de la acrilamida y la bis-acrilamida en
presencia de persulfato de amonio y tetrametiletilendiamina (TEMED),
siendo este Gltimo un catalizador™ de la liberaciéon de radicales libres del
persulfato, e iniciador de la polimerizacion (Alfenas y Brune, 1998). La
combinacion adecuada de acrilamida y bis-acrilamida, permitera determinar
caracteristicas tales como densidad, elasticidad, resistencia mecéanica y
tamaino de los poros. Estas cualidades permiten definir el tamafio de las
moléculas que migraran a traveés del gel (Ramirez y col., 1991).

En general, se puede decir que las cualidades mas atractivas para hacer uso
de la poliacrilamida son la presencia de mayor poder de resolucion, amplia
variacion en el didmetro de los poros, cuantificacion de la concentracion
protéica y de la actividad enzimatica, a través de las técnicas de
densitometria (Gontijo y Césare, 1995). Sin embargo, estos monémeros son
compuestos extremadamente toxicos en solucidn, y requieren de un manejo
muy cuidadoso por parte del usuario (Salazar, s.f.).

La electroforesis tipo DISCPAGE

Los geles de poliacrilamida de porosidad uniforme manifiestan un
inconveniente, que facilmente altera la distincion entre varias especies
proteicas del extracto en andlisis. Esto se debe a la concentracion de la faja
de partida y a la difusibn de los componentes de Ila muestra.
Frecuentemente las bandas se tornan largas, poco nitidas, lo que provoca
sobreposicion de bandas vecinas. Es asi como surge la electroforesis
discontinua, comunmente abreviada discelectroforesis o DISCPAGE, la cual
fue desarrollada con el propésito de disminuir dicho efecto (Davis, 1964;
Onrnstein, 1964) (Brune y Alfenas, 1998a). Corresponde al sistema de
analisis protéico mas aplicado en la mayoria de los analisis electroforéticos,
y en muchas oportunidades sus componentes son anionicos a pH 8.9. Este
consiste de geles formados por diferentes fases de porosidad y valores de
pH.

“ ver glosario.
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En la electroforesis discontinua, el gel de poliacrilamida consiste de dos
fases fisicas: la fase de apilacion (gel apilador) préoxima al catodo,
originalmente de pH 6.9, de alta porosidad y baja concentracion de
mondémeros, y la fase de separacion de pH 8.9, de baja porosidad y alta
concentracion de monomeros, encontradndose variaciones en la literatura
(Brune y Alfenas, 1998a).

En este tipo de geles, la solucion tampdn del gel (Tris HCI) es distinta a la de
los electrodos (Tris Glicina). En el sistema discontinuo, la muestra protéica
es aplicada en las cavidades del gel apilador. Es asi como durante la
electroforesis, las moléculas migran de la parte mas porosa (gel apilador) a
la menos porosa (gel separador). Consecuentemente, las moléculas de
proteina se concentran en una faja estrecha, entre el gel apilador y el
separador, produciendo mejor resoluciéon que el sistema continuo, por el
apilamiento, rindiendo elevada concentracion de las proteinas en el analisis
(Alfenas y Brune, 1998).

En este tipo de geles la migracién en direccion al anodo serd mayormente
en funcion del pH del medio, de los pesos moleculares y de las
conformaciones de las proteinas. Es asi como cuanto menos electronegativa
es una molécula proteica, mayor es su peso molecular y mas alargada su
conformacién, siendo menor su movilidad en el gel. Ademas, tenemos que
este sistema permite la aplicacion de volumenes grandes de muestras sin
reducir el grado de resolucion, debido a la focalizacion de las proteinas en la
interaccion de los dos geles.

En yuca, los sistemas DISCPAGE dan mejor resultados en resoluciéon que los
PAGE (Alfenas y Brune, 1998; Polanco, 1998; Schmidt, 2000)

La desnaturalizacién de proteinas con Dodecil Sulfato de Sodio

(SDS)

La electroforesis en geles de poliacrilamida y empleando SDS (dodecil
sulfato de sodio) es la mas usada cuando se analizan mezclas de proteinas,
su abundancia relativa, y cuando se requiere determinar el peso molecular.
El SDS es un detergente anionico que reacciona con las proteinas antes de
la electroforesis, aplicando calentamiento a 100°C, en presencia de -
mercaptoetanol (Alfenas y Brune, 1998); después de esa reaccion, la
proteina adopta una carga negativa uniforme y una estructura alargada. El
complejo SDS-proteina es soluble, y bajo condiciones de electroforesis viaja,
a través del gel, hacia el &nodo (Ramirez y col., 1991).

Para las proteinas desnaturalizadas se emplea comunmente geles con

gradientes de concentracion, cuya concentracion se escogen de acuerdo con

el peso molecular de las proteinas en estudio. En la practica, se

confeccionan geles con gradientes entre 7% y 16% de acrilamida. En
10

CENIAP HOY es una Revista técnica digital de las ciencias del agro, editada por el Centro Nacional de
Investigaciones Agropecuarias del Instituto Nacional de Investigaciones Agricolas de Venezuela. Ministerio del
Poder Popular para Agricultura y Tierras de Venezuela.
http://www.ceniap.gov.ve/pbd/RevistasTecnicas/ceniaphoy/index.htm



CENIAP HOY # 14: abril a diciembre 2007

electroforesis de proteinas desnaturalizadas, el SDS y -mercaptoetanol
eliminan el efecto de las cargas proteicas negativas. En este caso las
separaciones se dan segun los pesos moleculares, y la migracion es
consecuencia de las cargas negativas del SDS. En estos sistemas la
movilidad de la cadena polipeptidica es, dentro de los limites, funcién lineal
del logaritmo de sus pesos moleculares y dicha funcién es de elevado valor
analitico (Alfenas y Brune, 1998).

La técnica SDS en yuca, se utilizO para proteinas hidrosolubles con un
sistema DISC-PAGE 6-15% (Schmidt, 2000) y 6-12% (Polanco, 1998).

Principios de la tincidn proteica y enzimatica

En Proteinas
La revelacion de las proteinas en los geles es hecha frecuentemente, sobre
la base del azul de coomassie; este reactivo presenta una serie de
caracteristicas que lo hacen el colorante mas apreciado para tefir proteinas
debido a su alta capacidad de coloracion, distincion entre proteinas y
aminoacidos, facilidad de manejo, elevada solubilidad en geles de
poliacilamida y agarosa, estabilidad en forma sdlida, y precio médico. En
virtud de todas estas caracteristicas, coomassie es apreciado también como
reactivo para evaluaciones cuantitativas de proteinas en solucion. Ademas,
la absorbancia molar varia con la estructura de las proteinas (Brune y
Alfenas, 1998b).

La coloracién azul es el resultado de la reacciéon entre radicales sulfona de
coomassie con la funcibn amonios cuaternarios de las proteinas, donde su
caracter anfélito y su solubilidad en medio acuoso no presenta rangos de
pHs amplios. Los aminoacidos libres, péptidos de bajo peso molecular y
anfolinas (usado en enfoque isoeléctrico) no son coloreados por coomassie.
En consecuencia, la revelacion de las proteinas no requiere de la separacion
previa de los aminacidos. Y otra caracteristica importante es que el complejo
coomassie/proteina es insoluble.

En Isoenzimas
Muchas de las proteinas obtenidas de los extractos crudos de semillas o
tejidos son enzimas que catalizan reacciones bioquimicas especificas. Una
vez separadas estas enzimas por medio de electroforesis, se puede localizar
una enzima especifica colocando el gel en una bandeja que contenga el
sustrato, junto con cofactores y colorantes adecuados. Los productos de esa
reaccion enzimatica reaccionan a su vez con la soluciéon de tincion formando
complejos coloreados; éstos dan lugar a una banda visible en el sitio donde
se hallan dentro del gel. El conjunto de bandas generadas en la tincion se
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denomina zimograma”~ (Ramirez y col., 1991; Peters, 1998). Con respecto a
la visualizacion de las enzimas en los geles Brune y col. (1998) comentan
que su identificacion se debe a los siguiente factores:
A la ocurrencia de una reaccion especifica que permite distinguir una
enzima de los demas componentes del gel, en especial de cualquier
otra enzima.
A la obtenciéon de productos evidenciados por la simple observacion.
A un producto insoluble.

Ahora bien, las revelaciones de los geles reflejan virtualmente resultados
cualitativos, para las consideraciones cuantitativas se requiere de la
codificacion de una gama de factores que acarrean, conjuntamente, un
elevado error experimental (Brune y col., 1998), pero que adecuadamente
manipulados son solventados en gran medida.

Lectura de los zimogramas

Hunter y Markert en el afio de 1957 propusieron el término zimograma para
denominar al patron de bandas isoenzimaticas en los geles derivados de
procesos electroforéticos donde se compararon materiales genéticos
diferentes. Asi, cuando es necesario diferenciar individuos o clones entre si,
los zimogramas pueden proporcionar suficiente informaciéon (Ramirez y col.,
1991; Quiroz, 1991). Este proceso es lo que denominan “fingerprinting” en
inglés, donde el conjunto de isoenzimas representa un fenotipo en
particular. Mas aun, cuando se desea examinar los procesos evolutivos que
toman lugar en una poblacién”, los marcadores son los locus y los
respectivos alelos identificados por la interpretacion de los zimogramas
(Peters, 1998).

Luego de realizado el proceso de tincién, surge la necesidad de realizar la
lectura de los geles, a fin de caracterizar la electroforesis de un determinado
grupo de genotipos. Esta se logra a través de la determinacion de la
Movilidad Electroforética (ME) de la sustancia o Movilidad Relativa (MR), o la
distancia d, que en un tiempo t una particula o sustancia recorre bajo la
influencia de un gradiente de potencial E. De tal manera que la distancia
migrada es proporcional a la movilidad electroforética del compuesto,
pudiendo establecerse comparaciones entre compuestos, siempre y cuando
el tiempo y el gradiente de potencial sean constantes (Salazar, s.f.). Asi
Ramirez y col. (1991) muestra la relacion matematica para determinar la
Movilidad Electroforética Relativa (MER) de cada banda en el zimograma,
mediante la siguiente relacion:

" Ver definicion en glosario.
ver glosario.
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_ MEi
MER = =~ x100

Donde: MER = Movilidad Electroforetica Relativa.
MEi = Movilidad electroforetica de la banda i (en mm)
MEr = Movilidad electroforetica de la banda de referencia (en mm)
100 = valor relativo de la banda de referencia

Aunque la metodologia general para la deteccibn de patrones
electroforéticos de isoenzimas esta bien desarrollada y es relativamente
sencilla, la interpretacion de dichos patrones requiere de conocimientos
basicos tanto de bioquimica como de genética, y de la especie o cultivo con
que se estd trabajando. Esos patrones dependen del modo de herencia,
informacion tal como numero de locus y alelos envueltos, de la estructura
cuaternaria de la enzima, es decir si es monomérica, dimérica, etc. (Ramirez
y col., 1991; Peters, 1998), ademas de la localizacion subcelular de la
enzima.

La variacion genética de bandas réapidas y lentas en el patron de bandas es
tipica de las enzimas monomeéricas; en el caso mas simple, la proteina que
expresa cada alelo de un locus dado se aprecia como una banda que se
caracteriza porgue tiene una distancia de migracion fija en el gel. Si se tiene
un individuo heterocigoto, su fenotipo se expresa como un zimograma
constituido por dos bandas (una rapida y otra lenta) que representa al
genotipo del individuo; la progenie resultante de la autofecundacién de un
individuo heterocigoto segregara conforme a la relacion mendeliana 1:2:1
(Quiroz, 1991).

En los casos mas sencillos de interpretaciéon del zimograma, un heterocigota
presentaria dos bandas si la enzima es monémera, tres si es dimera, cinco si
es tetrdmera, etc.; pero la presencia de bandas secundarias tiende a
complicar aun mas la interpretacion de los zimogramas, ya que modifican
los patrones tedricos esperados para una enzima en particular. La formacion
de las mismas es muy uniforme y se pueden reconocer por la producciéon de
una serie de bandas para cada alelo (Micales y col., 1986), tendiendo a ser
mas tenues, de desarrollo mas lento y de covarianza tipica “tandem”, y en
proximidad a las bandas primarias asociadas (Kephart, 1990). Las bandas
secundarias o fantasmas, pueden provenir de enzimas secundarias, las
cuales son frecuentemente, modificaciones de las enzimas originales
mediante desaminaciones, oxidacion de grupos sulfhidricos, adicion y
remocion de carbohidratos y fosfatos, rompimiento de la enzima por
proteasas, asi como agregacion y/o polimerizacion de la molécula (Micales y
col., 1986). De igual forma, aspectos técnicos, tales como el congelamiento,
tampones de extraccion inadecuados (por ejemplo ausencia de PVP y -
mercaptoetanol), condiciones de extraccion no fisiologicas, tejido viejo o
13
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sobrecalentamiento del gel durante la corrida, parecen favorecer Ila
presencia de dichas bandas (Kephart, 1990; Diaz, 1997).

Limitaciones de las técnicas de electroforesis enzimatica

para caracterizacion de genotipos

Murphy y col. (1990) explican que la principal limitacién de la técnica es que
el niumero de sistemas isoenzimaticos polimorficos, generalmente, varia
entre apenas 10 y 20 enzimas, para cada especie. Légicamente, con una
cobertura apenas parcial del genoma, se estaria comprometiendo la
capacidad de encontrarse asociaciones significativas entre las isoenzimas y
los genes que controlan caracteristicas de importancia agronémica, inclusive
limitando el mapeo de caracteres cuantitativos. A pesar de que las enzimas
son consideradas marcadores selectivamente neutros, los niveles de
polimorfismo enziméatico poseen un limite cuando estas enzimas tienen
funcion metabdlica. Otras limitaciones de la técnica enzimatica para ser
empleada como marcadores bioquimicos las detallan Murphy y col. (1990),
Ramirez y col. (1991) y Peters (1998), las que se muestran a continuacion:

Modificaciones postraduccionales de las enzimas, las cuales producen a
las llamadas “isoenzimas conformacionales” o formas multiples del
producto de un uUnico gen, las cuales difieren en estructura secundaria y
terciaria.

Polimorfismo isoenzimatico en respuesta a condiciones ambientales.
Dificultad en la interpretacion de los zimogramas cuando las isoenzimas
con movilidades electroforéticas identicas representan productos de los
locus distintos en un mismo sistema enzimatico. Al existir variacion
alélica entre estos “isolocus”, puede ser muy dificil o imposible
determinar cual de estos alelos pertenece a cada locus.

La técnica de tincion de isoenzimas no detecta las siguientes especies
protéicas: enzimas que estan por debajo del limite de su deteccion;
proteinas estructurales; enzimas que estan presentes en el extracto, pero
que no pueden detectarse porgue aun se desconoce la forma de tincion
de sus productos; enzimas que intervienen en muchas vias metabdlicas,
y que aun se desconocen.

Las isoenzimas que estan influenciadas por la edad de la planta, ya que
los genes que las codifican sblo se expresan en estadios especificos del
desarrollo, y en érganos o tejidos especificos.
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Glosario

Ambiente. Conjunto de factores fisicos, quimicos y biolégicos que rodean a un ser
vivo. Todas las circunstancias no genéticas que influyen en el valor fenotipico.
Biotecnologia. Rama de la genética que se encarga de la manipulacion de genes,
cuyas premisas se basan en el supuesto de que cada rasgo esta codificado en
uno a algunos genes estables especificos, cuya transferencia hacia otro
organismo tiene como resultado la transferencia de un rasgo determinado.
Segun el Convenio sobre Diversidad Biolégica de 1992, es toda aplicacion
tecnolégica que utilice sistemas biolégicos y organismos vivos o sus derivados

para la creacion o modificaciéon de productos o procesos para usos especificos.

Catalizador. Sustancia que no participa en una determinada reaccidon quimica,
peor su inclusidon origina un aumento de la velocidad de reaccion; sustancia que
posee la propiedad de acelerar una reaccién quimica.

Codon. Unidad de codigos de nucledtidos que corresponde a un aminoacido
especifico. Tripleta de bases de la molécula de ADN y ARN que codifica para un
aminoacido especifico durante la sintesis de proteinas.

Codominancia. Cuando ambos alelos se expresan en el heterocigoto. Fenémeno
que se presenta cuando los dos alelos presentes en el heterocigoto concurren
igualmente para la formacién de sus productos directos, produciendo asi un
mosaico bioquimico.

Control genético. Sistema de supresion que presentan algunos genes en la
determinacion de la organizacion molecular de las proteinas (control genético
cualitativo) y de la cantidad de produccién de enzima y proteinas (control
genético cuantitativo), mecanismos utiles de control de sintesis de las proteinas.

Depresion endogamica. Cambio de frecuencias genotipicas que resultan del proceso
disperso, favoreciendo el incremento de homocigotas a expensas de los
heterocigotas.

Deriva genética. Variacion al azar de las frecuencias génicas. Mecanismo
mediante el cual pueden desaparecer mutaciones, cuyo tiempo de accion
dependera del tamafo efectivo de la poblaciébn. En poblaciones pequerias la
Deriva Genética es mas importante que la Seleccién Natural, pudiendo tomar
direcciones contrarias a la adaptacion.

Disomia. Conjunto de dos cromosomas de la misma clase, faltantes en un
organismo diploide.

Enzima. Sustancia organica de naturaleza proteica, producida por células vivas,
que presentan una accion especifica sobre ciertos sustratos; proteina con
propiedades cataliticas.

Enzimas, especificidad de las. Aunque casi todas las reaccion del metabolismo
intermediario son catalizados por sus enzimas propias, solo algunas de estas
son absolutamente especificas para la constitucion de sus sustratos, siendo que

la mayoria puede actuar sobre estructuras muy semejantes a las de los
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sustratos fisioldgicos, si bién con intensidad mucho menor y un grupo de ellos
puede atacar un grupo relativamente grande de sustratos por lo que no se
conocen reglas de validez enteramente general para la especificidad de las
enzimas.

Enzimas, mecanismos. Aunque ningun mecanismo enzimatico ha podido ser
explicado en su totalidad se han propuesto numerosas teorias para interpretar
su funcionamiento, siendo las mas aceptadas aquellas que se refieren a la
formacion de complejos de enzima-sustrato ligados por covalencia, en los cuales
el ataque nucleofilico o electrofilico del sustrato sera facilitado por la enzima.

Enzima, nomenclatura. Actualmente las enzimas se clasifican de acuerdo a un
catalogo en la que cada enzima corresponde a un ndmero de orden, para un
total de cuatro, cuyo principio es el siguiente: la primera cifra indica la
categoria, la segunda y tercera el tipo funcién catalizada, y la cuarta sefiala la
naturaleza exacta del sustrato esencial.

Epistasis. Supresion de la accion de un gen o genes por otro gen o genes no
alélicos de los suprimidos.

Exon. Parte de la cadena del ADN que se desdobla para formar el ARN y que se
expresa en la codificaciéon final. Porcién de una molécula de ADN que produce
el codon para la determinacion del ARN. Region informativa para la sintesis
proteica del ADN.

Genética molecular. Ciencia que nacié de los conocimientos de la genética
bioquimica, y que consiste en el almacenamiento, modificacion y recuperacion
de la informacién macromolecular con profundas raices en la transmision y
recombinacién génica.

Genética bioquimica. Rama de la quimica utilizada para desentrafiar los
mecanismos del control genético del fenotipo de los organismos. Rama de la
genética que estudia la estructura quimica, la funcion, replicacién y mutacion de
las moléculas que intervienen en la transmision de la informacién genética (ADN
y ARN), y que se ocupa del andlisis de la disposicion de los genes en el ADN y
su replicacion, ademas de la transcripcion y traduccién o sintesis de las
proteinas.

Homeostasis. Es la caracteristica de un sistema abierto o de un sistema cerrado,
especialmente en un organismo Vvivo, que regula su ambiente interno para
mantener una condicidon estable y constante. Proceso asociado al mantenimiento
de un estado de equilibrio.

Intron. Secuencia de pares de bases en el ADN que interrumpe la continuacién de
la informacidon genética. Regidon no informativa para la sintesis proteica del
ADN. Secuencia de intervencion.

Isoenzima. Forma molecular diferente en las cuales la misma enzima puede
existir dentro de un organismo. Heterogeneidad enzimatica con formas
moleculares multiples del mismo 6rgano o tejido y con una misma actividad
catalitica.

Isoenzima, origen de la. Loci génico multiple codificando cadenas polipeptidicas
estructuralmente distintas de una proteina; alelos mudltiples para un mismo
locus; modificaciones secundarias de proteinas estructurales.

Isoenzima secundaria. Producto de las alteraciones estructurales, pudiéndose
formar por: pérdida en el grupo amida de restos de glutamina y asparagina;
por adicibn de cadenas de carbohidratos a residuos reactivos de la enzima
primaria; por diversos grados de acetilacion o fosforilacion de una enzima; por
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separaciobn de una cadena polipeptidica por una enzima proteolitica; por
reacciones de los grupos sulfidricos (-SH) de residuos de cisteina en una enzima
proteica con otras; por distorsion en el arreglo tridimensional de la enzima.

Pleiotrépico. Gen o conjunto de ellos que influyen sobre varias estructuras que
no parecen relacionadas, ni anatdmica ni funcionalmente.

Pleiotropia. Accidon de un Unico gen que presenta la particularidad de afectar dos o
mas caracteres individuales, no significando que sea Unico responsable; efectos
multiples producidos u ocasionados por uno, o un par de genes.

Poblacion. Grupo de individuos, organismos o plantas que se cruzan entre si y se
caracterizan por su continuidad genética a lo largo de varias generaciones.
Conjunto de organismos adaptados y de forma semejante. Conjunto cualquiera
de elementos. Una poblacién para existir necesita estar constantemente
adaptada a su habitat. Toda poblacién es finita.

Poligen. Gen menor involucrado en una variaciéon poligénica, que presenta un
efecto pequefio sobre un determinado caracter o que se pueda suplir con otros
para producir cambios cuantitativos observables. Gen cuyo efecto sobre la
adaptacion es relativamente pequefio (no es letal, ni semi letal). Componente
del sistema poligénico dotado individualmente de una accién minima.

Presion selectiva. Efectividad del ambiente en la modificacion de la frecuencia de
los alelos en una poblacion.

Sistema poligénico. Conjunto de genes capaces, en interaccion, de regular el
desarrollo de una determinada caracteristica.

Sistema monomoarfico. Caracterizado por presentar en una poblacion dada
apenas un alelo monomoérfico o un monomorfo asociado con un ideomorfo.

Sustitucidon génica. Cambio paulatino de un alelo por otro en la poblacién; dicha
sustitucion es una de las caracteristicas basicas de la evolucion, y generalmente
comienza debido a un cambio ambiental que altera la direccion de la seleccién
existente.

Valor adaptativo. Aporte individual del genotipo de un organismo o bien promedio
de un determinado alelo en la poblacién, con relacion a su capacidad de donar
genes a las futuras generaciones. Dicho valor puede expresar una adaptacion a
largo plazo y su importancia aparece cuando es comparado con el
comportamiento reproductivo de los demas miembros de la poblacion.
Representa a una combinaciéon de todos los caracteres que influyen en la
adaptacion, y solamente pueden obtenerse valores completos de los valores
adaptativos con observaciones continuas de las alteraciones sufridas por la
frecuencia génica, en una secuencia de generaciones.

Zimograma. Representacion gréafica o esquemaética de los diferentes modelos de
bandas obtenidos por la electroforesis.
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