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Resumen. La semilla es un insumo vital en la agricultura, es por eso que es crucial
contar con métodos fiables que permitan evaluar su calidad. Existen numerosos méto-
dos tradicionales para evaluar la calidad de las semillas (pureza varietal, identificacion
de la variedad, porcentaje de germinacion, etc.), sin embargo, muchos de estos estan
basados en evaluaciones fenotipicas no muy precisas. La compresion de la estructura,
el funcionamiento y expresion del Acido Desoxirribonucleico (ADN), ha permitido desa-
rrollar numerosas tecnologias, que genéricamente se las conoce como tecnologias
derivadas de la biologia molecular, las cuales estan siendo actualmente utilizadas
basicamente para evaluar dos criterios de calidad de las semillas: la calidad genética y
la calidad sanitaria. En este articulo se describe las diferentes tecnologias moleculares
utilizadas para evaluar criterios de calidad de las semillas, sus ventajas y perspectivas
con relacion a los métodos tradicionales, y se presentan algunos ejemplos.
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Abstract. Technologies derived from molecular biology to assess the quality of
seeds. The seed is a vital input in agriculture, which is why it is crucial to have reliable
methods for assessing its quality. There are many traditional methods to evaluate the
quality of seeds (varietal purity, identification of the variety, germination percentage,
etc.). However, many of these are based on phenotypic evaluations not very accurate.
The compression of the structure, the functioning, and expression of deoxyribonucleic
acid (DNA) has allowed to develop many technologies that are known generically as
technologies derived from molecular biology. These technologies are being currently
used basically for evaluating two criteria of quality of seeds: the genetic quality and
sanitary quality. This article describes the different molecular technologies used to
assess quality criteria of seeds, their advantages and prospects in relation to traditional
methods, and some examples.
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Introduccion mento almacenado y esta envuelta por
una cubierta protectora. En términos

En términos botanicos, la semilla es un agricolas, la semil}a s cualquiq parte
6vulo fecundado y maduro. La semilla de la planta que tiene la capacidad de
contiene un embrién del que puede de- regenerarse en una nueva.planta (tubér-
sarrollarse una nueva planta bajo condi- culo, tallo, semilla botanica, etc.) Esta

ciones apropiadas, una fuente de ali- ultima definicion se adoptara en el pre-
sente articulo.

Area: Metodologias de Investigacion




ISSN 1998 - 9652

Una buena cosecha comienza con una
buena semilla. La semilla es un insumo
vital en la agricultura, porque a través
de ella, la inversiéon hecha en otros in-
sumos, como pesticidas, fertilizantes,
riego y el mantenimiento del cultivo,
puede ser mala o exitosa. Generalmente,
el costo de la semilla es menor en com-
paracién a otros insumos, pero su im-
pacto en la produccion, y por ende en
los ingresos, es mayor. Ademas, la se-
milla es un insumo que puede mejorarse
permanentemente, también  permite
mejorar la tecnologia de produccion, es
un medio para la rapida rehabilitacion
de la agricultura en los casos de desas-
tres naturales, etc.

Criterios para evaluar la
calidad de las semillas

Los criterios para evaluar la calidad de
las semillas se pueden agrupar en cinco
categorias:

Calidad genética.
Calidad fisiologica.
Calidad fisica.

Calidad sanitaria.
Calidad de almacenaje.

El valor de cada uno de los criterios de
calidad es relativo. Por ejemplo, de nada
sirve tener semillas que tiene una pureza
varietal del 99% pero que tengan un
porcentaje de germinacion del 20%.

Parametros de calidad

En los distintos criterios de calidad an-
tes mencionados, existen diferentes
parametros que se pueden estudiar para
establecer la calidad (Pérez-Garcia y
Pita-Villamil, 2001) (Cuadro 1). Por
ejemplo, la calidad genética se puede
evaluar desde el punto de vista del lugar

que se cultivard la variedad. Sabemos
que no todas las variedades se adaptan a
todas las condiciones agroecologicas
donde se cultiva una especie; entonces,
para introducir una nueva variedad en
una zona, es absolutamente necesario
hacer pruebas de adaptacion durante
varios afios, hasta tener la certeza que la
variedad prosperara en el lugar.

También es necesario hacer estudios de
la calidad respecto a su uso. Si una va-
riedad de trigo se utilizara para hacer
pan, entonces es necesario determinar la
calidad panadera de la variedad. Algu-
nas veces se olvidan estas premisas,
especialmente cuando se utiliza la semi-
lla para rehabilitar la agricultura en los
casos de desastres naturales, debido a
que frecuentemente se proporciona a los
agricultores semillas de cualquier varie-
dad.

Otros parametros que permiten evaluar
la calidad genética de las semillas son la
identificacion de la variedad y la pureza
varietal. Para determinar estos pardme-
tros, tradicionalmente se realizan estu-
dios comparativos con descriptores
especificos establecidos para la varie-
dad.

El Cuadro 1 también muestra algunos
métodos tradicionales para determinar
los distintos parametros de calidad. Asi
por ejemplo, se puede determinar la
viabilidad de la semilla mediante prue-
bas de germinacion, ensayo topografico
con tetrazolio (el tetrazolio tiene la ca-
pacidad de poner en evidencia dafios
fisiologicos y necrosis de las semillas de
manera localizada) y radiografia con
rayos X (los rayos X permiten distin-
guir, por ejemplo, las semillas con y sin
embrion).
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Cuadro 1. Criterios, parametros y métodos tradicionales
de evaluacion de la calidad de las semillas

Criterios Parametros Métodos tradicionales
de calidad de evaluacion de evaluacion

Evaluacion de la variedad
desde el punto de vista del

Ensayos de campo, pruebas de calidad de la variedad de
acuerdo al destino de uso

Calidad lugar que se cultivara y el
genética uso que se le dara

Identificacion de la variedad Comparacion con descriptores especificos de la variedad

Pureza varietal Comparacién con descriptores especificos de la variedad

Viabilidad % de germinacion, ensayo topografico con tetrazolio,

Calidad radiografia con rayos X

fisiologica Vigor Ensayo de crecimiento y evaluacion de plantulas, ensayo de
conductividad eléctrica, ensayo de envejecimiento
acelerado, etc.

Pureza fisica Determinacion de la proporcién de semillas extrafias, de
semillas de malezas u otros cultivares o especies presentes
en la muestra

Ausencia de materia inerte Determinacion de materia inerte (tierra, piedras, etc.)
presentes en la muestra

Calidad Apariencia Comparacion con descriptores especificos de la semilla de la
fisica variedad

Uniformidad Evaluacion del tamafio, forma, color, peso de mil semillas,
etc., de acuerdo a especificaciones de la variedad

Dafios mecanicos Determinacion de la proporcion de semillas dafadas
(rasgadas, quebradas, con cubiertas rotas, etc.)

Calidad Presencia de enfermedades ~ Diagnostico visual, pruebas microbiol6gicas, ELISA
sanitaria Presencia de plagas Identificacion de plagas presentes en la muestra
Calidad de Contenido de humedad Secado en estufa, método eléctrico, etc.
almacenaje

Nuevos métodos de evalua-
cion de la calidad de semillas

Especificamente, en lo que respecta a la
evaluacion de la calidad de las semillas,
estas tecnologias sirven para evaluar
dos criterios de calidad: calidad genéti-

A partir de la compresion de la estructu-
ra, funcionamiento y expresion del
ADN, se ha logrado desarrollar lo que
se conoce como Tecnologias Derivadas
de la Biologia Molecular. Estas tecno-
logias estan siendo utilizadas ambitos
de la agricultura, medicina, industria,
etc.

cay calidad sanitaria; para evaluar estos
dos tipos de calidad de la semilla, se
tiene basicamente los siguientes proce-
sos técnicos descritos en el Cuadro 2:

= Evaluacion Molecular.

= Marcadores Moleculares.
= Diagndstico Molecular.
= Micromatrices.

= Metagendmica.
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Cuadro 2. Métodos derivados de la Biologia Molecular
para evaluar la calidad de las semillas

Criterios Parametros Métodos derivados de la Biologia
de calidad de evaluacion Molecular

Evaluacion de la variedad desde el punto de vista
Calidad del lugar que se cultivara y el uso que se le dara

Evaluacion molecular.
Marcadores moleculares.

genética Identificacion de la variedad

Pureza varietal

Calidad Presencia de enfermedades
sanitaria

Marcadores moleculares.
Marcadores moleculares.
Diagnostico molecular.

Micromatrices.
Metagendmica.

Presencia de plagas

Ahora bien, la pregunta logica es:

Jqué ventajas tienen las tecnologias
derivadas de la Biologia Molecular con
relacion a los métodos tradicionales de
evaluacion de la calidad de las semi-
llas?

Para empezar, las tecnologias derivadas
de la Biologia Molecular, permiten eva-
luar distintos parametros a nivel del
ADN, eliminando la influencia del me-
dio ambiente, que es uno de los factores
de mayor incertidumbre en la evalua-
cion fenotipica.

Es por eso que las comparaciones que
se hacen entre individuos para, por
ejemplo, identificar la variedad o de-
terminar la pureza genética, tienen una
confiabilidad del 99.9%. La evaluacion
de la variedad desde el punto de vista
del lugar que se cultivara y el uso que se
le dara, también es mucho mas fiable
que las evaluaciones tradicionales, por
las mismas razones antes mencionadas.

Respecto a la calidad sanitaria, las nue-
vas tecnologias son mas sensibles, mas
especificas, generalmente mas rapidas,
permiten analizar muchos patogenos a

Marcadores moleculares.
Metagendmica.

la vez, no requieren experiencia especi-
fica en diagndstico y el proceso de diag-
noéstico puede ser automatizado.

1. Tecnologia de los
Marcadores Moleculares

Un marcador molecular es punto especi-
fico del cromosoma de un individuo,
que es facilmente identificable y cuya
herencia genética se puede rastrear. Un
marcador puede ser un par de bases
(Figura 1), o un segmento de ADN for-
mado por varios pares de bases, que
pueden corresponder a un gen o a algu-
na seccion del ADN sin funciéon conoci-
da. Los marcadores moleculares son un
tipo de los marcadores genéticos, como
son también los marcadores morfologi-
cos (descriptores) y los marcadores
bioquimicos (Coles et al., 2005; Maug-
han et al., 2012).

Los marcadores moleculares son utiles
tanto en la investigacion bésica (analisis
filogenéticos, estudios de diversidad
genética, forense, busqueda de genes
utiles, etc.) como en la aplicada (selec-
cion asistida por marcadores molecula-
res, pruebas de paternidad, trazabilidad
de los alimentos, evaluacion de la cali-
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dad de las semillas, etc.). Rojas-Beltran
(2007) hace una descripcion detallada
de la tecnologia de los marcadores mo-
leculares.

Figura 1. Diferencia en un par de bases
entre dos individuos (1 y 2). Uno de los
individuos tiene C-G en ese punto y el
otro tiene T-A. Esta diferencia se revela
por el marcador denominado SNP (Sin-
gle Nucleotide Polymorphism) (Genetic
Genealogy SIG- The Villages Genealo-
gical Society).

Respecto a la evaluacion de la calidad
de la semilla, los marcadores molecula-
res son utiles para la evaluacion de la
variedad desde el punto de vista del
lugar que se cultivara y el uso que se le
dara, la identificaciéon de la variedad,
determinar la pureza varietal y even-
tualmente para evaluar la calidad sanita-
ria.

La Figura 2 muestra el resultado de un
estudio realizado para determinar la
pureza varietal de semillas de papa, a
partir de variaciones fenotipicas durante
la produccion de semilla de una varie-
dad de tubérculos blancos, donde apare-
cieron papas rosadas, atribuyendo este
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hecho a un problema de mezcla varietal.
Sin embargo, después de realizar la
comparacion de las papas blancas y
rosadas a nivel del ADN, ambas resulta-
ron genéticamente idénticas. Entonces,
la causa del cambio de color no fue
genético sino probablemente se tratd de
un fendmeno epigenético. Si no se
hubiese tenido la posibilidad de realizar
analisis moleculares, probablemente se
hubiese concluido que se trataba de un
problema de mezcla varietal (Rojas-
Beltran et al., 2007).

b)

Figura 2. a) Semillas de papa con dife-
rentes colores probablemente debido a
una mezcla varietal. b) Ejemplo de perfil
genetico de las semillas blancas (B1,
B2 y B3) y de las semillas rojas (R1, R2
y R3) utilizando el marcador microsatéli-
te STPoACS58. Los perfiles genéticos,
utilizando 15 marcadores microsatélites,
revelaron perfiles genéticos similares
entre las semillas rojas y blancas.
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La Figura 3 muestra los resultados de
relacionamiento genético entre varieda-
des de quinua y mani, utilizando marca-
dores moleculares de tipo microsatéli-
tes. Estos estudios son necesarios para
establecer parametros de comparacion a

fin de determinar a qué variedad perte-
nece la semilla o la pureza varietal de la
semilla (Rojas-Beltran et al., 2003; Ro-
jas-Beltran, 2005; Rojas-Beltran et al.,
2007).
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Figura 3.

a) Dendograma generado luego de
un analisis molecular con 10
marcadores moleculares de tipo
microsatélites, en 15 variedades de
quinua.

b) Dendograma generado luego de
hacer analisis molecular utilizando
21 marcadores moleculares de tipo
microsatélites, en 156 variedades
de mani. Las distancias genéticas
fueron calculadas utilizando el
Coeficiente de Similitud de Jaccard
(1901).

2. Tecnologia de la
Evaluacion Molecular

Consiste en determinar las caracteristi-
cas de interés agrondémico y econémico,
presentes en una variedad a nivel del

ADN. Esta tecnologia frecuentemente
se sirve de la tecnologia de los marca-
dores moleculares. En la evaluacion de
la calidad de la semilla, esta tecnologia
es muy util para evaluar la variedad
desde el punto de vista del lugar en que
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se cultivara, el uso que se le dara, la
identificacion de la variedad, la deter-
minacion de la pureza varietal y la cali-
dad sanitaria de la semilla.

Por ejemplo, en la actualidad existe un
conjunto de marcadores moleculares
que permiten evaluar la calidad panade-
ra del trigo (Cakir et al., 2008, Izadi-
Darbandi y Yazdi-Samadi, 2012). Entre
las caracteristicas que permiten evaluar
estos marcadores, estan la dureza del
grano, la elasticidad de la masa, la cali-
dad panadera de las proteinas, el color
de la harina, etc.

El nimero de marcadores que permite
evaluar la calidad de una variedad au-
menta afio tras afio, esto hecho permite
predecir que la evaluacion sea cada vez
mas molecular que fenotipica o bioqui-
mica.

También existen marcadores en algunas
especies que permiten evaluar si una
variedad es tolerante a la sequia, al frio,
a plagas y/o enfermedades.

Por ejemplo, la Figura 4 muestra el
resultado de un analisis realizado en
distintas variedades de papa para eva-
luar su resistencia a Globodera rosto-
chiensis.

™ (Grol-4 = Globodera rosfochiensis

602ph - -
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Palta Chola
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Wallpa Ningri B
Control (-)
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Pinta Boca
Yana Koyiiu
India-Control (+)

Figura 4. |dentificacion del marcador
Gro1-4, localizado en el cromosoma VII,
que confiere resistencia a Globodera
rostochiensis (PM: peso molecular).
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Asimismo, los marcadores moleculares
permiten determinar, con mucha preci-
sion, la presencia de semillas transgéni-
cas.

La Figura 5 muestra el resultado de una
evaluacion que se hizo de semillas de
maiz, probablemente transgénicas, que
ingresaron a Bolivia. El resultado obte-
nido muestra sin ambigiiedad que las
semillas son transgénicas.

A R S

Cahyv 355

Labandablanca sefialala
presencia del transgen

Figura 5. Deteccion del promotor CaMV
35S en semillas de maiz. PM: peso
molecular, A: Repeticién 1, B: Repeti-
cion 2, C: Repeticiéon 3, +: Control posi-
tivo -maiz bt-, -: Control negativo (maiz
no transgénico) y control negativo de
reaccion (agua).

3. Tecnologia de las
Micromatrices

Una micromatriz de ADN (del inglés
DNA microarray) es una superficie
solida a la cual se fija una coleccion de
fragmentos de ADN.

Las superficies empleadas para fijar el
ADN pueden ser de vidrio, silicio, etc.
Los chips de ADN se usan para analizar
la expresion diferencial de genes y la
presencia de algiin genoma particular en
la muestra. La cantidad de fragmentos
de ADN que se pueden fijar sobre una
micromatriz (un centimetro cuadrado o
un poco mas) puede ser hasta 250.000
(Miller y Tang, 2009 y referencias cita-
das).

Area: Metodologias de Investigacion



ISSN 1998 - 9652

De acuerdo a las posibilidades tecnolo-
gicas antes mencionadas, facilmente se
podria fijar en una micromatriz una
representacion del genoma de todos los
virus y sus variantes que atacan a una
especie, incluso bacterias y hongos.
Entonces, el gran aporte de esta tecno-

logia, es que permite realizar muchos
analisis de una sola vez.

De manera general, la Figura 6 describe
esta tecnologia.

Individuo 1 In

molecular

7’

Genoma de la especie Ext
é‘erl"/fgﬁ” Analisis de
Ampllfcamon de v total f\_/‘ imagenes
fragmentos o L .
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. Marcaje del
"‘m‘m‘m J ARN con sondas l
Fijacion de los fluorescentes
productos PCR en Yo __ e _
+ un soporte solido 0/09_'{,%?)5 'ft’_‘:;"  Captura de la
P N . fluorescencia
Hibridacién

dividuo 2

Excitacién de las sondas
fluorescentes con laser

Figura 6. Pasos para realizar un analisis utilizando la
tecnologia de las micromatrices (adaptado de Ehrenreich, 2006).

4. Tecnologia de la
Metagenomica

La Metagenomica es el estudio del con-
junto de genomas de un determinado
entorno (metagenoma), directamente a
partir de muestras de ese ambiente, sin
necesidad de aislar y cultivar las espe-
cies presentes.

Se extrae el ADN de forma global, lue-
go éste es fragmentado y clonado en
vectores. Posteriormente, se secuencian
todos los fragmentos clonados, utilizan-
do secuenciadores de nueva generacion
(Illumina, Ion torrent semiconductor,

etc.) Los fragmentos secuencias son
comparados con fragmentos existentes
en bases de datos, a fin de identificar a
que especie o cepa pertenecen (Figura
7).

Esta tecnologia es revolucionaria por-
que tiene un alto rendimiento y bajo
costo, y permite identificar microorga-
nismos con mucha precision sin verlos
ni cultivarlos.

Esta tecnologia es muy util para evaluar
la calidad sanitaria de las semillas en un
solo analisis.
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Figura 7. Proceso para
estudiar genomas de

gattaca | forma global mediante la
199geIcocategetag

tecnologia de la Metage-
nomica (adaptado de

Handelsman, 2004).

5. Tecnologia del
Diagndstico Molecular

La tecnologia del diagnostico molecular
permite detectar enfermedades y plagas
analizando el genoma de los individuos.

Esta tecnologia utiliza otras tecnologias
para este fin, como la tecnologia de los
marcadores moleculares, la tecnologia
de la metagenomica, las micromatrices
y la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR).

Esta tecnologia tiene muchas ventajas
con relacion a las técnicas tradicionales
de diagnostico. Por ejemplo, tienen una
mayor sensibilidad, mayor especifici-
dad, mayor rapidez, posibilidad de ana-

lizar muchos patégenos a la vez, posibi-
lidades de automatizacion, etc.

Perspectivas actuales

e En la actualidad ya se utilizan va-
rias tecnologias derivadas de la Bio-
logia Molecular para evaluar la ca-
lidad de las semillas, debido a las
numerosas ventajas que ofrecen con
relacion a los métodos tradicionales
de evaluacion. Si bien estos méto-
dos actuales se utilizan basicamente
para evaluar la calidad genética y
sanitaria, es predecible que en el fu-
turo también permitan evaluar otras
categorias, como la calidad fisiol6-
gica y la calidad de almacenaje.
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e En vista de que los analisis se reali-
zan utilizando basicamente el ADN
o el ARN, también es predecible
que en el futuro, se evallien una
gran cantidad de parametros genéti-
cos, fisiologicos, sanitarios y de al-
macenamiento, en un solo analisis.

e El Centro de Biotecnologia y Nano-
tecnologia Agropecuario y Forestal
de la Facultad de Ciencias Agrico-
las, Pecuarias y Forestales de la
UMSS, esta implementado las dife-
rentes tecnologias derivadas de la
Biologia Molecular, para evaluar la
calidad de las semillas. En un futuro
proximo, este Centro de investiga-
cion ofrecera servicios de evalua-
cion de la calidad de las semillas a
nivel molecular.
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