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Introducciéon

El exceso o deficiencia de ciertos metales en el suelo es uno de los factores mas
limitantes de la produccién agricola mundial. Aproximadamente un 25% de los suelos
cultivables del mundo inducen algiin tipo de estrés en las plantas por exceso o carencia
de ciertos metales. El efecto producido por el estrés es el producto de la interaccion

entre la concentracion del metal, su disponibilidad y el genotipo de la planta.

La evolucion de las floras en diferentes suelos ha dado lugar al desarrollo de
ecotipos adaptados a las condiciones particulares de cada lugar. La agricultura ha
contribuido a reducir el efecto de este proceso natural de adaptacion debido al cultivo
tradicional en suelos con poca salinidad, pH moderado y donde el estrés abiotico es
minimo. Ademas, la aplicacion de practicas agronémicas que modifican las caracteristicas
ambientales, como el riego y la fertilizacion, ha contribuido a esta reduccién en la presion

selectiva.

La necesidad de un aumento de la produccion agricola en zonas menos favorables
para compensar la demanda generada por el incremento de la poblacién mundial es uno
de los mayores retos de la agricultura moderna. Una parte importante de la investigacion

en este area se ha centrado en el estudio de la tolerancia al aluminio,

El aluminio (Al) es el metal mas abundante en la corteza terrestre, suponiendo
aproximadamente un 7% de su masa. La mayor parte de las especies vegetales son
altamente sensibles a pequefias concentraciones de este metal, cuando se encuentra en
formas solubles en el suelo. La solubilizacion del aluminio se ve favorecida en medios
con reducido pH, siendo esta la causa por la cual el aluminio es el factor mas limitante de
la produccion en suelos acidos, que comprenden un 40% de los terrenos cultivables en el

mundo (Foy, 1984; Foy, 1988; Haug, 1984).

En principio, este problema se localizaba fundamentalmente en zonas tropicales y
subtropicales (Foy y col., 1978; Foy, 1984). Sin embargo, debido a situaciones tales
como el empleo de fertilizantes nitrogenados (Aniol y Hill, 1980) o la aparicién de la
denominada lluvia acida (Haug, 1984; Kennedy, 1986) se esta produciendo la

acidificacién de é4reas agricolas que anteriormente no sufrian la fitotoxicidad del
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aluminio. Asi, este proceso estd afectando amplias zonas de América del Norte y de

Europa Occidental.

La Unica estrategia para mantener la produccion en suelos acidos consiste en la
aplicacion de productos alcalinizantes, generalmente calcireos. Este es un recurso
temporal y de elevado coste, constituyendo una solucién poco eficaz, ya que la accion
neutralizante se produce aproximadamente en los primeros 25 cm del suelo y no afecta a
zonas mas profundas, donde penetra gran parte del sistema radicular de muchos cultivos

(Guedes-Pinto, 1985).

Otra manera de atacar el problema es obtener variedades tolerantes mediante
mejora tradicional o por métodos biotecnologicos, siendo necesario en ambos casos un

mayor conocimiento de las bases genéticas que controlan la tolerancia al aluminio.

1 Toxicidad del Aluminio

La inhibicién del crecimiento radicular es el sintoma inicial de la toxicidad por
aluminio (Taylor, 1988; Delhaize y Ryan, 1995). El empleo de soluciones nutritivas con
aluminio ha demostrado que este efecto es muy rapido, observandose a partir de la
primera hora de tratamiento (Wallace y Anderson, 1984; Ownby y Popham, 1990). Por
esta causa, es muy complicado separar las respuestas iniciales relacionadas con el
crecimiento de la raiz de aquellas que aparecen como resultado del dafio producido a
estas. Para comprender los mecanismos de toxicidad del aluminio es necesario identificar
las especies de aluminio mas toxicas y sus “dianas” en la planta, ya que estas seran las

responsables de las respuestas iniciales.

1.1 Toxicidad de las diferentes especies iénicas del aluminio

Una gran parte de la dificultad en el estudio de los procesos relacionados con
aluminio se debe a la complejidad de su quimica (Martin, 1988; Kinraide, 1991). El
aluminio se encuentra en el suelo en forma de diferentes especies idnicas en funcion del
pH. La disponibilidad de este elemento, y por lo tanto su fitotoxicidad, se produce

cuando se encuentra disuelto en la fase acuosa del medio. Cuando existen condiciones
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acidas (pH<5) en el suelo, el aluminio se encuentra mayoritariamente en forma de la
especie soluble trivalente A" [Al(H,0)s°'], y a medida que aumenta el pH aparecen las
especies mas cationicas, AI(OH)’'TAIOH(H;0)s>] y Al(OH),'[AI(OH)(H:0):']. En
condiciones de pH neutro, por sucesivas desprotonaciones, se producen AI(OH)s, que es

insoluble, y finalmente en condiciones alcalinizantes AI(OH)4, aluminato.

El aluminio, y principalmente el cation AI**, puede formar complejos de bajo peso
molecular uniéndose a varios ligandos, como son los grupos fosfato, sulfato y
carboxilato. Por ello, A" forma complejos con 4cidos organicos, fosfato inorganico,
polifosfatos (como los nucledtidos) y sulfatos. Asi, el aluminio se une a macromoléculas
como las proteinas, los acidos nucleicos y los carbohidratos (MacDonald y Martin, 1988,

Martin, 1992).

Muchos cationes trivalentes son toxicos para las plantas. Teniendo en cuenta que
la toxicidad del aluminio esta restringida a condiciones acidas, se ha supuesto que AP es
la especie mas fitotoxica. Ademas, se ha propuesto que la toxicidad del aluminio esta
mas correlacionada con la suma de todas las especies hidroxi-Al y AP” en lugar del AP
Gnicamente (Blamey y col., 1983; Alva y col,, 1986). Kinraide (1991) ha realizado una

revision detallada sobre este tema.

Ademas del pH del suelo, que es el maximo responsable del efecto toxico del
aluminio, existen otra serie de factores como son el contenido en materia organica, la
temperatura o los abonados del suelo que tienen una influencia en la solubilizacion del

aluminio, y por extension en su fitotoxicidad (Santos, 1983).

1.2 Efecto del aluminio en la raiz

Recientemente se ha demostrado que el apice de la raiz (cofia de la raiz,
meristemo y zona de elongacion) es el lugar donde se producen los dafios iniciales por
accion del aluminio. Ryan y col. (1993) observaron que Gnicamente los 2-3 mm finales
de las raices de maiz deben ser expuestos al aluminio para que las plantas sufran dafios
irreversibles. En cambio, si toda la raiz excepto el apice es expuesto al aluminio el

crecimiento radicular es normal. En trabajos previos, se sugiri6 que la inhibicion del
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crecimiento radicular podria ser una consecuencia de sefiales enviadas por la cofia
mediando hormonas y segundos mensajeros (Bennet y col., 1987, Bennet y Breen,
1991). Sin embargo, en el trabajo previamente citado de Ryan y col. (1993) se muestra

que los efectos del aluminio son iguales en raices con y sin cofia.

Estos resultados muestran que las interacciones deben producirse a nivel del

meristemo radicular, siendo por lo tanto esta la zona de mas interés en estudios futuros.

1.3 Mecanismos de toxicidad del aluminio

El aluminio puede interaccionar con muchas estructuras extra e intracelulares.
Para comprender las bases de los mecanismos de toxicidad del aluminio en la raiz es
necesario saber si el origen de los dafios se produce en el apoplasma o en el simplasma.

El acceso del aluminio al apoplasma es muy rapido, y su interaccion con las
paredes y membranas celulares debe necesariamente preceder cualquier transporte al
simplasma. Muchas de estas interacciones son potencialmente dafiinas para la planta,
pudiendo interferir, por ejemplo, con proteinas de la pared, canales de transporte o
activando rutas de segundos mensajeros (Haug, 1984; Taylor, 1988; Bennet y Breen,

1991; Rengel, 1992 ; Haug y col., 1994).

El aluminio , y en especial la especie AP, es practicamente insoluble en las
bicapas lipidicas, asi que la membrana celular deberia constituir una barrera a la entrada
del aluminio. Pese a esto, se ha comprobado que hasta la mitad de la cantidad total de
aluminio presente en los apices radiculares se encuentra en el simplasma (Tice y col,,
1992). Ademas, empleando espectrofotometria de masas se ha detectado la presencia de
aluminio en los simplasmas de raices de soja tras solamente 30 min. de tratamiento
(Lazof y col, 1994). Todos estos datos indican que la entrada del aluminio es

suficientemente rapida en los simplasmas celulares para ser el lugar inicial de los dafios.

El transporte al interior celular parece producirse mediante endocitosis (Akeson y
Munns, 1990) o por la permeabilizacion de un canal de transporte de Mg* o de Fe'

(Winkler y col., 1986).
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Asi, se han descrito numerosos mecanismos de toxicidad del aluminio. Estos, por
su sitio de accion, podrian englobarse en dos grandes grupos: mecanismos de interaccion

con procesos de transporte y mecanismos de interaccion a nivel intracelular.

1.3.1 Interaccion con procesos de transporte

Un considerable nimero de trabajos han tratado de encontrar las interacciones del
aluminio con las membranas celulares y los procesos de transporte. Estudios
electrofisiolégicos han demostrado que los potenciales de membrana no sufren cambios
de importancia, e incluso las bombas de H' y K" funcionan con normalidad (Kinraide,
1988; Miyasaka y col., 1989). Por lo tanto, parece que los cambios que se producen

deben afectar a sistemas muy especificos de transporte de iones.

Los Gnicos canales de transporte que se ven inhibidos con la suficiente rapidez
para estar relacionados directamente con la entrada del aluminio son los de entrada de
Ca*'y posiblemente los de Mg”* (Huang y col., 1992a,b; Ryan y col., 1992). En primer
lugar, se observé en trigo que la rapida inhibicion de la toma de Ca®" estaba
correlacionada con la inhibicion del crecimiento de la raiz, siendo ademas esta inhibicion
del aluminio sobre el calcio totalmente reversible. Con estos resultados se planteaba la
posibilidad del bloqueo por parte del aluminio de los canales de entrada de Ca’ enla
membrana celular (Huang y col., 1992a). Con posterioridad, se ha podido caracterizar la
inhibicion por aluminio de los canales de toma de Ca*" en raices de trigo (Huang y col.,
1994). Sin embargo, en estos estudios se ha comprobado que las diferencias entre
genotipos tolerantes y sensibles no residen en el bloqueo de este canal. Se ha sugerido
que, como veremos mas adelante, el mecanismo de tolerancia se corresponderia con la
excrecion por la raiz de 4cidos organicos que quelan el aluminio, no pudiendo de este

modo inactivar los canales de Ca®* (Huang y col., 1996).

Por el momento, no parece demasiado claro que la inhibicion de los canales de
Ca®" sea la causa de la inhibicion del crecimiento de la raiz. Existen trabajos en los que se
ha comprobado, a bajas concentraciones de aluminio (1,5 uM), que existe inhibicion del

crecimiento radicular, sin bloqueo de los canales de Ca® (Ryany col., 1994). Ademis, se
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ha comprobado que la aplicacion de otros cationes (Mg”" y Na") mejora el crecimiento

de la raiz, inhibiendo al mismo tiempo la entrada de Ca”".

1.3.2 Interaccion a nivel intracelular

Desde que se demostrd que el aluminio puede entrar rapidamente en el simplasma
(Lazof y col., 1994) parecia mas factible encontrar la causa primera de su toxicidad por

interacciones en el citoplasma.

Frecuentemente, se ha especulado con la posibilidad de que el aluminio
interaccione mediante unidn con el DNA, interfiriendo en la replicacién (Matsumoto y
col., 1976; Morimura y Matsumoto, 1978, MacDonald y Martin, 1988). Sin embargo,
esta interaccion ha sido desestimada al demostrarse que el aluminio tiene una bajisima

capacidad de unién al ADN (Martin, 1992).

Posteriormente, la toxicidad del aluminio en el citosol fue desestimada debido a
que al pH neutro que existe en el interior celular la mayoria del aluminio estaria como
Al(OH)., especie que no es toxica. Se estima que el AP** libre en el citoplasma esta en un
rango de concentraciones de picomolares a nanomolares (Martin, 1988). Estudios
recientes han demostrado que estas concentraciones pueden ser suficientes para producir
toxicidad como resultado de interacciones con sitios regulados por Mg”* y no tanto por
Ca®" (Martin, 1988, 1992). La inhibicion de procesos dependientes de Mg®" y Ca’ puede
alterar un elevado namero de procesos celulares como son: reacciones enzimaticas de
transferencia de fosfato, interacciones con el citoesqueleto y procesos de transduccion de

sefial.

Por el momento, se han encontrado numerosas pruebas de la alteracion de estos
procesos en células animales (MacDonald y col,, 1987, MacDonald y Martin, 1988,
Martin, 1988, 1992; Shi y Haug, 1992; Shi y col,, 1993). En células vegetales existen
tnicamente datos sobre la interaccion entre el aluminio y una ruta que parece estar
estrechamente relacionada con el crecimiento de la raiz, como es la de transduccion de
sefial del inositol trifosfato (IPs). Jones y Kochian (1995) estudiaron la inhibicion por

aluminio de varios de los enzimas relacionados con esta ruta, comprobando que
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unicamente la fosfolipasa C (PLC) era inhibida de manera significativa. Este trabajo es
hasta ¢l momento el unico que ofrece evidencias de la fitotoxicidad del aluminio en una

diana intracelular.

2 Tolerancia al aluminio

La gran variabilidad intraespecifica existente para la tolerancia al aluminio ha
servido tanto para desarrollar nuevos cultivares tolerantes al aluminio en diferentes
especies vegetales como para estudiar, a nivel fisiolégico y bioquimico, este fenémeno.
La mayor parte de estos trabajos se han realizado en Triticineas, y mas concretamente en
trigo (revision en Carver y Ownby, 1995). Hasta el momento, se han propuesto dos tipos
de mecanismos que explican la tolerancia al aluminio: 1) las plantas tolerantes poseen un
sistema de exclusion del aluminio de las raices y/o 2) disponen de un mecanismo de

detoxificacion interna.

2.1 Exclusion del aluminio del apice de las raices

Varios estudios han aportado diferentes pruebas de que los genotipos tolerantes
de trigo excluyen el aluminio de los pices de sus raices. Rincén y Gonzales (1992)
observaron que los genotipos sensibles acumulan aproximadamente ocho veces mas
aluminio en el apice de la raiz que los tolerantes, mientras que estas diferencias no se
producen en tejidos maduros. Resultados parecidos se obtuvieron en lineas casi
isogénicas (NILs) que diferian linicamente en el locus de tolerancia Alt/ (Delhaize y col.
1993a) y en otros cultivares con diferente comportamiento ante el aluminio (Tice y col,,

1992).

2.1.1 Exclusion por eflujo de acidos orginicos

La capacidad de los acidos organicos para quelar el aluminio, produciendo
compuestos no toxicos es bien conocida. Se ha especulado durante bastante tiempo con
la posibilidad de que las plantas tolerantes emplearan estos acidos para detoxificar el
aluminio, bien internamente o en la rizosfera. El primer trabajo que evidencié este

mecanismo fue realizado en judias (Phaseolus vulgaris L.) por Miyasaka y col. (1991),
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observando que en la tolerancia al aluminio de esta especie tiene participacion la
excrecion de acido citrico. Posteriormente, Delhaize y col. (1993b) demostraron que la
tolerancia al aluminio conferida por el locus A/t] cosegregaba con la tasa de malato
excretado al medio desde el apice de la raiz. Ademas, la adicion de malato protege a las
plantas sensibles al aluminio de su toxicidad (Delhaize y col., 1993b; Basu y col., 1994b).
Finalmente, Ryan y col. (1995a) estudiaron la excrecion de malato en una gran variedad
de cultivares de trigo, proponiendo que este debia ser un sistema generalizado de

tolerancia al aluminio en trigo.

Dado que se ha demostrado que no existen diferencias en la tasa de sintesis de
malato entre genotipos tolerantes y sensibles de trigo, las diferencias en eflujo deben
residir en la capacidad de transportar el malato a través de la membrana en respuesta al
aluminio. Por ello, el locus A/t/ parece candidato para codificar una proteina de un canal
de membrana permeable a malato, o bien un componente de la ruta que regularia la

actividad de ese canal (Ryan y col. 1995b).

En maiz, se han encontrado genotipos tolerantes que excretan varias veces mas
citrico en respuesta al aluminio que los sensibles. El acido citrico forma un fuerte
complejo con AI**, siendo mas efectivo que el malato en la detoxificacion del aluminio

(Pellet y col., 1995).

2.1.2 Exciusi()n por eflujo de fosfatos
Recientemente, Pellet y col. (1996) han investigado la respuesta al aluminio en un
cultivar tolerante de trigo (Atlas 66), con control multigénico de la tolerancia, y una NIL
tolerante (ET3), portadora Gnicamente del gen 4/t1. En Atlas se observo tres veces mas
resistencia que en ET3, comprobando que en este cultivar, se produce, ademas de

excrecion de malato, otra de fosfato inorganico.

2.1.3 Otros mecanismos de exclusion

En la literatura se citan otra serie de posibles mecanismos de exclusion del

aluminio de las raices. Ejemplos de estos son: el incremento del pH de la rizosfera, el
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bajo intercambio catidnico de la pared celular o la existencia de canales de excrecion de
aluminio en la membrana celular. Aunque las hipétesis de partida son bastante atractivas,

no existe, por ahora, ninguna evidencia clara que ratifique alguna de ellas (Taylor, 1991).

2.2 Detoxificacion interna

Como se dijo anteriormente, se ha postulado que el mecanismo genérico de
tolerancia al aluminio en trigo es la excrecion de malato, el cual, no parece necesitar de la
induccién de sintesis de proteinas. En cualquier caso, estos datos no excluyen la
posibilidad de la existencia de otros mecanismos de tolerancia que requieran esta sintesis

inducida por aluminio.

Hasta el momento se han realizado varios trabajos donde se observa la induccion
por aluminio de proteinas en los apices de la raiz de trigo, pero ain no existen claras
evidencias de que alguno de esos genes este ligado a la tolerancia al aluminio, siendo la
mayoria de ellos inducidos tanto en plantas tolerantes como sensibles. Cruz-Ortega y
Ownby (1993) encontraron una proteina de 18 kD inducible por aluminio que mostraba
homologia con proteinas relacionadas con patogénesis. Esta proteina es inducible por
varios tipos de estres distintos del aluminio y en el mismo grado en genotipos tolerantes
y sensibles. Basu y col. (1994a) identificaron dos proteinas de 51kD, inducidas a partir
de las 24 horas de exposicion al aluminio, en la fraccion microsomal de apices de raiz de
trigo. Estas proteinas se observaban solo en el cultivar tolerante pero no en el sensible.
Debido a que la respuesta a la presencia de aluminio se manifiesta en pocas horas seria
necesario demostrar la rapida induccién de estas proteinas para probar su participacion

directa en la tolerancia.

Finalmente, comparando patrones de expresion de proteinas de la fraccion
microsomal en lineas tolerantes y sensibles de trigo se observa que todos los cambios
diferenciales en la expresion estan asociados a las lineas sensibles al aluminio, sugiriendo
que la tolerancia al aluminio en trigo debe consistir en la expresion constitutiva de ciertos

genes (Somers y Gustafson, 1995).
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En el campo de la biologia molecular se han realizado ain muy pocos trabajos. Se
han clonado siete c-DNAs (walil-7) que proceden de los correspondientes mRNAs
inducibles por aluminio en raices de plantﬁs sensibles (Snowden y Gardner, 1993,
Richards y col., 1994). La deduccion de las secuencias de las proteinas codificadas por
estos genes indican la existencia de homologias con diversas proteinas y familias de
proteinas relacionadas con estrés, como son: “metalotionin-like”, fenilalanina amonio
liasa, inhibidores de proteinas y aspartato sintetasa. Todos estos genes presentan un
grado de induccién proporcional al grado de estrés al que han sido sometidas las plantas,
pero salvo el caso de wali2, no existen diferencias entre los genotipos tolerantes y

sensibles.

3 Genética de la tolerancia al aluminio

La tolerancia al aluminio ha sido investigada en la mayoria de las especies
cultivadas, habiendose encontrado una gran varabilidad (revision en Duke, 1982).
Dentro de los cereales, el centeno y la avena son las especies mas tolerantes al aluminio,
mientras que el trigo y la cebada se han descrito como poco tolerantes. Los triticales
presentan, por lo general una tolerancia intermedia entre las de sus progenitores ¢ incluso
méas proxima al trigo. Ademas de la variacién descrita entre especies, existe una gran
variabilidad intraespecifica para el grado de tolerancia entre cultivares (revision en Aniol

y Gustafson, 1990).

A pesar de la abundancia de informacion sobre variabilidad en la respuesta al
estrés por aluminio en especies vegetales, la informacién sobre sistemas genéticos que
controlen estas respuestas es muy limitada y fragmentaria. La mayoria de los datos
disponibles versan sobre trigo. Por ello, en primer lugar presentaremos estos datos, para

posteriormente resumir los avances obtenidos en otras especies vegetales.
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3.1 Genética de la tolerancia al aluminio en trigo

3.1.1 Control genético en trigo

En referencia al control genético de la tolerancia al aluminio en trigo la
informacién es bastante fragmentaria. Lafever y Campbell (1978) analizaron la herencia
de la tolerancia al aluminio empleando diferentes cruzamientos F1, F2 y
retrocruzamientos entre dos variedades tolerantes y dos sensibles, teniendo todas
diferentes procedencias. En este trabajo eran capaces de seleccionar plantas sensibles en
la F2, mientras que la seleccién de plantas tolerantes medias era menos eficiente. Estos
resultados demostraban que si bien en la herencia de la tolerancia al aluminio debia existir
un gen de efecto fuerte no podia descartarse la existencia de otros con efecto menor.
Posteriormente, Campbell y Lafever (1981) estudiaron 48 poblaciones F1 procedentes de
16 parentales diferentes de trigo, concluyendo que la variabilidad genética observada
entre los cruzamientos tiene una gran proporcion de componentes aditivos y altamente
heredables. Otro trabajo realizado por Aniol (1984) apoya el control multigénico de la
tolerancia al aluminio, pues en cruzamientos entre variedades tolerantes brasilefias y

variedades sensibles polacas de trigo observa diferentes grados de tolerancia.

Existen otra serie de trabajos donde se describe el control del caracter por un gen
dominante en diferentes cultivares (Kerridge y Kronstad, 1986; Fisher y Scott, 1987,
Larkin, 1987). Apoyando estos resultados estan las segregaciones 3:1 (tolerante:sensible)
observadas en diversos descendencias F2 en trigo (Dethaize y col,, 1993a; Sommers y

Gustafson, 1995).

Recientemente, ha sido posible identificar en el cultivar de trigo brasilefio BH
1146 un gen responsable de la tolerancia al aluminio, denominado Altsy (Riede y
Anderson, 1996). Este gen ha sido ligado a un marcador RFLP situado en el brazo 4DL

a una distancia de 1,1 cM.

3.1.2 Localizacién cromosémica de genes de tolerancia al aluminio en trigo

Slootmaker {(1974) analizé el grado de tolerancia al aluminio de los diferentes

genomios del trigo hexaploide estudiando distintas variedades, con diferente nivel de
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ploidia. En los trigos diploides y hexaploides encontro variabilidad, mientras que los
trigos tetraploides eran uniformemente sensibles. Con estos resultados se concluia la
existencia de factores de tolerancia en los genomios A y D y no en el B, donde podrian

existir genes supresores de los de expresion de la tolerancia al aluminio.

Gracias a la existencia de las series aneuploides de trigo hexaploide se han
realizado varios intentos de asignar los genes de tolerancia en trigo a cromosomas
concretos. Polle y col. (1978) localizaron un gen de tolerancia al aluminio en el
cromosoma 4D del cultivar “Chinese Spring”. Posteriormente, empleando las lineas
ditelosomicas y nulitetrasomicas se han localizado genes mayores de tolerancia al
aluminio en los cromosomas 2DL, 4DL y 5AS (Takagi y col., 1983) y una serie de genes
menores en los cromosomas 64L, 74S, 3DL, 4AL y 7D (Aniol y Gustafson, 1984).
También se han localizado factores genéticos en SAS que controlan la expresion de los
genes situados en 2DL y 4DL y otros factores en 6BS con efecto supresor de la

tolerancia al aluminio {Aniol, 1990).

A la luz de todos estos datos se deduce que la tolerancia al aluminio en trigo es
un fenémeno de extrema complejidad. Por el momento, solo parece posible afirmar que
existe un control multigénico con varios genes mayores y una serie de genes menores,

que probablemente son capaces de modular el efecto de los anteriores.

3.2 Genética de la tolerancia al aluminio en otras especies vegetales

Mediante la realizacién de cruzamientos entre variedades tolerantes y sensibles se
han tratado de identificar genes de tolerancia en diversas especies. En cebada se
determind la existencia de un Unico gen dominante localizado en el cromosoma 4H
(Reid, 1970, Stolen y Anderson, 1978). En maiz, se identifico la existencia de un gen
multialélico (Rhue y col., 1978), mientras que en sorgo se observo la presencia de una
serie de genes, al menos tres, con efecto aditivo (Bastos, 1982; Boye-Gone y Marcarian,
1985). En Phalaris aquatica se postuld una hipdtesis con la accion de dos loci,
requiriendo al menos un alelo dominante por locus para expresar la tolerancia {Culvenor

y col., 1986).
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En otras especies, como cebolla (Horst, 1985), alfalfa (Bauton y col., 1986) y
algodén (Kennedy y Smith, 1986) se ha descrito la existencia de un control genético para

la tolerancia al aluminio, pero sin poder identificar el nimero de genes implicados.

Mediante experimentos de mutagénesis en Arabidopsis thaliana, han sido
identificados ocho mutantes sensibles al aluminio (als/-als8) constituyendo ocho
diferentes grupos de complementacién. Todas las mutaciones se han comportado como
recesivas, a excepcion de als5 que presenta semidominancia. Dos de los mutantes, alsly
als4, han podido ser localizados en el cromosoma 5 y ligados a dos microsatélites a 8-

9cM y 2-3¢M , respectivamente (Larsen y col., 1996).

3.3 Genética de la tolerancia al aluminio en centeno

El centeno (Secale cereale L. 2n=14) pertenece a la tribu Triticeae, dentro de la
cual se encuentra la subtribu 7Triticinae, donde se incluyen, ademis de Secale, los
géneros Triticum y Aegilops. El género Secale cuenta con un gran namero de especies y

subespecies, siendo Secale cereale la Gnica cultivada.

Este cereal presenta una serie de caracteristicas muy favorables para su cultivo en
suelos marginales (tolerancia a suelos 4cidos, a la salinidad, al frio, etc. y diversas
resistencias). Esta es la razén por la cual, pese a tener un valor nutricional mas bajo que
otros cereales, es cultivado en amplias zonas del centro y norte de Europa. Ademas, al
tratarse de una especie afin al trigo, se emplea para introducir en trigo alguna de estas

caracteristicas de interés agronomico, utilizando como puente los triticales.

El centeno es, como dijimos previamente, una especie altamente tolerante a
elevadas concentraciones de aluminio (Aniol y col., 1980; Aniol y Madej, 1996; Pinto-
Carnide y Guedes-Pinto, 1996). No obstante, solamente existen datos de localizacion
cromosémica, sin haber identificado en cruzamientos la presencia de genes de tolerancia
al aluminio. En el trabajo anteriormente citado de Aniol y Gustafson (1984) se emplean
las lineas de adicion trigo “Chinese Spring” - centeno “Imperial” localizando los
principales genes de tolerancia al aluminio en 3R, 6RS y 4R. Ademas, mediante el estudio

de estas lineas y de diferentes triticales observan que la expresion de los genes de
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tolerancia al aluminio de centeno es reducida por la accion de genes de trigo.
Posteriormente, empleando las lineas de sustitucion trigo “Holdfast” - centeno “Kingll”
observan que dependiendo del cromosoma de trigo sustituido esta inhibicién es mayor o
menor (Aniol 1986). Asi, la sustitucion del cromosoma 6R es mas efectiva cuando es por
6D, algo menos por 64 y cuando es por 68 no existe tolerancia. De estos resultados se
desprende que la posible introduccién de genes de tolerancia al aluminio, procedentes de

centeno, en trigo no sera siempre un proceso simple.

La mejora de los trigos y triticales requiere el conocimiento previo del control
genético de la tolerancia al aluminio en el trigo y en el centeno y la localizacion de los
genes responsables de los mecanismos de la tolerancia en estas especies, asi como su
expresion en los hibridos. Por el momento, son muy escasos los datos sobre el control
genético de la tolerancia al aluminio en centeno (Aniol y Madej, 1996), y no ha sido
posible identificar ninglin marcador genético ligado a un gen de tolerancia al aluminio en

esta especie.

4 Marcadores genéticos

La obtencion de marcadores genéticos estrechamente ligados a los genes de
interés constituye una herramienta que apoya y agiliza considerablemente los procesos de
mejora. Ademas, estos marcadores pueden permitir, a més largo plazo, el aislamiento del
gen o genes implicados en estas respuestas, facilitando el conocimiento del mecanismo
de accion y su posible introduccién en otros cultivares y especies relacionadas, mediante

transformacion.

Los marcadores genéticos pueden clasificarse en tres grupos: morfologicos,
cromosoémicos y moleculares. En el grupo de los marcadores moleculares se podria
establecer una subdivisién en marcadores proteinicos y de ADN. En este trabajo se han

empleado marcadores moleculares.
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4.1 Marcadores morfoldgicos

Los primeros marcadores genéticos empleados en plantas fueron diversos
caracteres morfologicos tales como coloracién, talla, morfologia foliar, etc. Este tipo de
marcadores presentan una serie de desventajas que reducen su utilidad. Por lo general
son caracteres determinados por varios loci, es necesario el desarrollo de la planta hasta
la madurez, su expresion puede estar influenciada por el ambiente y presentan
frecuentemente modificaciones epistaticas. Pese a esto, un importante numero de
marcadores de este grupo, que presentan control monogénico y son de facil clasificacion,

son empleados habitualmente.

4.2 Marcadores cromosémicos

Dentro de este grupo' se encuentran, ademas de diferentes tipos de bandeos
cromosémicos, mutaciones tales como las translocaciones o las inversiones, que originan
alteraciones en los grupos de ligamiento. Si bien su empleo no esta muy extendido son
fundamentales en la construccion de mapas fisicos. En la actualidad se estd produciendo
un auge en la utilizacion de marcadores cromosomicos debido al desarrollo de técnicas
de hibridacion “in situ” (FISH) (Cuadrado y Jouve, 1994, Nenno y col., 1994, Jiang y
col., 1995).

4.3 Marcadores moleculares

4.3.1 Isoenzimas y proteinas de reserva
El desarrollo de las técnicas electroforéticas ha permitido el anlisis de la
variabilidad genética existente a nivel de proteinas. Diferentes variantes alélicas de un
mismo gen pueden presentar distinta carga neta debido a modificaciones en la estructura
primaria de las proteinas. Las mas empleadas son las isoenzimas, que son distintas
formas moleculares de la misma enzima que muestran idéntica o similar especificidad de

sustrato (Market y Moller, 1959).

El uso de este tipo de marcadores presenta una serie de ventajas, como son:

o Se estudia de manera directa el producto génico.
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e Estan poco o nada influenciados por el ambiente.

e Muestran en la mayor parte de los casos codominancia. A cada fenotipo le
corresponde un genotipo determinado.

¢ No suelen presentar modificaciones de tipo epistatico.

e Se posibilita el analisis de un elevado nimero de individuos en un tiempo

relativamente corto y de manera no destructiva.

Sin embargo estos marcadores conllevan también varios inconvenientes:

e Solo un tercio de todos los cambios aminoacidicos son detectables mediante
electroforesis (Lewontin, 1974).

e Pueden existir modificaciones postraduccionales que provoquen cambios en la
movilidad electroforética.

¢ El nimero de marcadores proteinicos es bastante limitado, ya que solo se

analizan genes con informacion para proteinas solubles.

4.3.2 Marcadores de ADN

El desarrollo de técnicas para la manipulacion de fragmentos especificos de ADN ha
permitido el descubrimiento de un gran niimero de marcadores basados en los polimorfismos
para secuencias o fragmentos de ADN. Este tipo de estudios tiene la ventaja de analizar
directamente el material hereditario y no su manifestacion fenotipica. Entre estos marcadores

se encuentran los RFLPs, los basados en PCR y los AFLPs.

a) RFLPs
Este fue el primer tipo de marcadores de ADN desarrollado. Los RFLPs se basan
en ¢l empleo de endonucleasas de restriccion para digerir el ADN. La variacion se
detecta en funcién del cambio de tamaiio de los fragmentos de ADN digeridos que
hibridan con una sonda. Estos cambios se deben a alteraciones en las dianas que
reconocen las endonucleasas o a inserciones y deleciones que afectan a la zona de
reconocimiento de la sonda (Botstein y col. 1980). El ADN digerido puede ser genémico

o mitocondrial.
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Presentan las mismas ventajas que los marcadores proteinicos. Ademas, el hecho
de que el numero de sondas utilizables sea practicamente ilimitado y que estos
marcadores sean, por lo general, de caracter codominante, han sido caracteristicas

responsables del extendido uso de los RFLPs en estudios genéticos.

Por otra parte, esta tecnologia supone un proceso largo y costoso, siendo ademas
necesario, en la mayor parte de los casos, el empleo de radiactividad. Ademas, la mayoria
de las sondas se obtienen a partir de cDNAs, abarcando una porcion limitada del

genoma, sobre todo en especies con un elevado porcentaje de ADN repetido.

b) Marcadores basados en la PCR

La técnica de la reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR) (Mullis y col., 1986)
supone la amplificacién enzimatica del numero de copias de un segmento de ADN
situado entre dos oligonucleotidos que actiian como cebadores. Es un proceso simple en
el que el ADN se desnaturaliza y se une a un par de oligonucledtidos especificos que
suministran extremos 3’-OH a una polimerasa de ADN termoestable capaz de replicar el
segmento de ADN comprendido entre las secuencias diana de los cebadores. El principal
inconveniente de esta técnica es que requiere el conocimiento previo de la secuencia a
amplificar. Para solventar este problema se desarrollaron una serie de variantes de la
técnica, como son: RAPDs (Random Amplified Polymorphic DNA) (Williams y col,,
1990), AP-PCR (Arbitrary Primed-PCR) (Welsh y M°Clelland, 1990) y DAF (DNA
Amplification Fingerprinting) (Caetano-Anollés, 1993). Todas ellas se basan en el
empleo de cebadores de secuencia al azar y la principal diferencia reside en la forma de
visualizacion de los productos amplificados. Una revision comparativa de los tres

métodos la realiza Caetano-Anollés (1994).

Con posterioridad se han desarrollado otro tipo de marcadores basados en la
deteccién de microsatélites (Tautz, 1989, Weber y May, 1989). Los microsatélites, o
secuencias cortas repetidas en tandem un niimero variable de veces (VNTRs), son muy
abundantes y se encuentran dispersos por el genoma. En este caso, se detecta la
variacion en el nimero de repeticiones del tandem mediante amplificacion, empleando

cebadores complementarios a las regiones flanqueantes al microsatélite.

18



Introduccion

o RAPDs

El uso de RAPDs supone la utilizacién para la reaccion de amplificacion de
oligonucledtidos decimeros de secuencia arbitraria que permiten amplificar distintas
regiones del genoma. El polimorfismo encontrado puede producirse por la existencia de
inserciones o deleciones dentro del segmento amplificado, aunque en general es
consecuencia de mutaciones puntuales que afectan a nucleotidos de las secuencias diana

del cebador (Vierling y Nguyen, 1992).

Estos marcadores presentan una serie de ventajas que los han convertido en uno
de los mas empleados en la actualidad:

¢ El método es sencillo, rapido y con costes inferiores a los de los RFLPs.

e No requiere el empleo de radiactividad.

o Se emplean cantidades minimas de ADN molde.

o El nimero de marcadores puede ser practicamente ilimitado.

Sin embargo, los RAPDs presentan también una serie de inconvenientes, que en

algunos casos son comunes a todos los marcadores basados en la PCR:

o En la mayor parte de los casos muestran una herencia de tipo dominante.

s Pueden aparecer fragmentos de ADN, de igual tamafio, amplificados de
diferentes individuos, que tengan diferentes secuencias.

¢ Pueden presentarse problemas de contaminacion.

e Se ha comprobado que pueden producirse diferencias en los perfiles de
amplificacion debidas a diversos factores, como son: las concentraciones de
los diversos componentes de la mezcla de reaccion, la DNA polimerasa
empleada o el tipo de termociclador (Devos y Gale, 1992, Yu y Pauls, 1992).
Esta es la razén por la cual el protocolo empleado debe seguirse de manera

muy estricta.

Pese a estos problemas, el gran nimero de trabajos en los que se han utilizado
estos marcadores, demuestran la utilidad de esta metodologia (Revision en Smith y

Williams, 1994).
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Con posterioridad, se ha desarroilado la técnica de los SCAR (Sequence
Characterized Amplified Regions) (Paran y Michelmore, 1992), también llamados STS
(Sequence Tagged Sites) (Olson y col, 1989). Consiste en la secuenciacion de los
segmentos de ADN de interés amplificados mediante RAPDs y el disefio de
oligonucledtidos de mayor tamafio (20-25 pb) para realizar amplificaciones especificas de
estos fragmentos. De este modo los RAPDs pueden ser transformados en codominantes
mediante digestion con enzimas de restriccion. Ademas, la amplificacion especifica de

estos fragmentos aumenta su repetibilidad, y por consiguiente su fiabilidad.

¢) AFLPs

Los AFLPs (Amplification Fragment Length Polymorphism) es una metodologia
de reciente aparicion (Zabeau y Vos, 1994; Vos y col, 1995), que combina
caracteristicas de los RFLPs y de los marcadores basados en la PCR. Para la
identificacion de polimorfismo de fragmentos de restriccion emplea la amplificacion de
fragmentos previamente digeridos. El procedimiento empleado se puede dividir en tres
pasos:

1. Restriccién y ligamiento: el ADN gendmico es digerido con dos enzimas de
restriccion. Los fragmentos digeridos son ligados a unos adaptadores de doble
hebra, especificos de las secuencias que han quedado en los extremos por la
restriccion.

2. Amplificacién preselectiva: las secuencias de los adaptadores sirven de sitios de
unién para esta amplificacién. Cada uno de los dos cebadores empleados tiene un
nucledtido selectivo en 3’-OH que reconocera solamente la parte de los
fragmentos digeridos que tengan este nucledtido. De esta forma se reduce la
complejidad de la mezcla de fragmentos para obtener asi un nimero razonable
que pueda ser posteriormente resuelto mediante electroforesis.

3. Amplificacion selectiva: La complejidad de la mezcla de PCR es nuevamente
reducida y los fragmentos son marcados mediante la realizacion de una segunda
amplificacion con cebadores selectivos marcados con radiactividad o
fluorescencia. Estos cebadores tienen tres nucledtidos selectivos en 3’-OH. El

primero es el mismo que se empled en la primera amplificacion, y los dos
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restantes pueden ser alguna de las 16 combinaciones posibles de los cuatro

nucledtidos.

Finalmente, los productos son resueltos mediante electroforesis en geles de

secuenciacion.

Su mayor ventaja reside en la posibilidad de analizar cientos de fragmentos de
ADN al mismo tiempo. Por contra, esta técnica es mas laboriosa que los RAPDs,

requiriendo ademas un importante desembolso econdmico.

4.4 Empleo de marcadores moleculares en mejora vegetal

Como dijimos previamente, los marcadores moleculares son piezas clave en el
desarrollo de los mapas genéticos, de gran utilidad en programas de mejora vegetal. En
la actualidad, existen mapas bien desarrollados en diferentes especies vegetales, como
son: Alfalfa (Echt y col., 1993; Kiss y col., 1993), Arabidopsis thaliana (Reiter y col,
1992; Hauge v col.,, 1993), arroz (Causse y col., 1994), avena (O’Donoughue y col,
1992), Brassica oleraceae (Slocum y col., 1990), cebada (Heun y col., 1991; Graner y
col., 1991; Kleinhofs y col., 1993), centeno (Devos y col., 1993a; Phillipp y col., 1994),
lechuga (Kesseli y col., 1994), maiz (Beavis y Grant, 1991), sorgo (Pereira y col., 1994,
Ragab y col., 1994), tomate (Tanksley y col., 1992) y trigo (Chao y col., 1989; Liuy
Tsunewaki, 1991; Devos y col., 1992, 1993a, 1993b; Chen y col., 1994).

La aparicion de los marcadores de ADN ha posibilitado la construccion de mapas
saturados. Asi, se han conseguido mapas de estas caracteristicas en especies de
importancia econémica como tomate y patata (Bernatzky y Tanksley, 1986; Tanksley y
col., 1992) o arroz (Causse y col., 1994). Su utilidad principal reside en la obtencién de
marcadores genéticos, estrechamente ligados a genes de interés agrondmico, que

permitan la realizacion de programas de mejora asistidos por estos marcadores.
Se han desarrollado diferentes procedimientos para saturar de marcadores

especificamente las regiones del genoma de interés. De este modo se reduce

notoriamente el tiempo y el dinero invertidos en estos trabajos al no tener que construir
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mapas genéticos completos. La obtencion de lineas casi isogénicas (NILs), que
solamente difieren en la zona de interés es un procedimiento con el que se han localizado
genes como Tm-2a, de resistencia a virus en tomate (Young y Tanksley, 1989), un gen
de aroma en arroz (Ahn y col., 1992) o el gen de la resistencia a la roya de la hoja (LT9)
en trigo (Schachermayr y col, 1994). Esta estrategia requiere la realizacién de
cruzamientos entre individuos con diferente genotipo para el caracter en estudio y de una

serie de retrocruzamientos por uno de los parentales.

Una segunda aproximacion consiste en la simulacion de bloques de genotipos de
forma analoga a las NILs. Arnheim y col. (1985) describieron el empleo de bloques de
muestras de genotipos para identificar polimorfismos que estaban en desequilibrio de
ligamiento. En este caso, el analisis se realiza empleando dos mezclas de muestras
derivadas de una poblacion segregante para el locus de interés, que se origina a partir de
un unico cruzamiento. Cada mezcla contiene individuos con idéntico genotipo para el
locus estudiado pero genotipo al azar para el resto de regiones del genoma. Asi, las dos
mezclas diferiran genéticamente solo en la region seleccionada. En la figura 1 se muestra
un ejemplo, en el anilisis de una descendencia F2 procedente del cruzamiento de dos
individuos que difieren en un caracter dominante o uno codominante. Los bloques se
obtienen a partir de la mezcla de varios individuos de la F2 con idéntico fenotipo. En
ambos casos se muestran cuatro fragmentos de RAPDs amplificados en dos parentales y
en sus descendencias F1 y F2. El locus a, que no esta ligado al gen de tolerancia, y el
locus d, que no segrega, aparecen en los dos bloques. Los fragmentos amplificados en
los loci b y ¢ estan ligados al locus de interés. En el caso de los bloques realizados a
partir del caracter dominante, el locus b no aparece como diferencial entre los bloques

por encontrarse ligado en repulsion respecto del caracter.

Empleando este analisis de bloques segregantes (BSA) se han podido identificar
rapidamente marcadores ligados a genes como el de la resistencia al downy mildew
(Dm5/8) en lechuga (Michelmore y col., 1991) o a un gen que determina la maduracion

del fruto en tomate (Giovannoni y col., 1991).
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Figura 1.- Esquema de la base genética de! analisis de bloques segregantes (BSA) en F2 de un
caracter A) dominante y B) codominante.
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Uno de los campos que estan mostrando un mayor desarrollo gracias a la
obtencion de estos mapas o regiones saturadas de marcadores es el estudio de loci de
caracteres cuantitativos (QTLs). Asi, se han podido conseguir marcadores estrechamente
ligados a diversos QTLs como por ejemplo los que determinan caracteristicas forrajeras
del maiz (Melchinguer y col., 1993), del arroz {Ahn y col., 1993) o relacionados con la

resistencia a hongos, la altura de la planta o 1a fecha de espigado (Backes y col., 1995).

La finalidad ultima de la obtencion de estos marcadores moleculares seria el
aislamiento del gen o genes de interés. En el caso de especies como el centeno con un
elevado porcentaje de secuencias repetidas (Flavell y col, 1974; Flavell, 1982) esta meta
no es sencilla, ya que pequefias distancias genéticas suelen suponer grandes distancias
fisicas. Hasta el momento, basandose en marcadores estrechamente ligados, se han
conseguido clonar genes en especies con genomas mas pequefios, como es un gen
implicado en el metabolismo de acidos grasos en Arabidopsis thaliana (Arondel y col,,

1992) y un gen de resistencia a Pseudononas syringae en tomate (Martin y col., 1993).

4.5 Localizacion cromosomica y mapas en centeno

Los trabajos de localizacion cromosomica en centeno han sido realizados empleando
lineas disdmicas de adicién trigo-centeno, lineas ditelocéntricas de adicion trigo-centeno,
lineas de sustitucidon trigo-centeno, translocaciones o analisis de ligamiento con loci
previamente localizados. Este tipo de analisis también puede ser llevado a cabo en lineas de
adicién centeno-trigo, lineas trisomicas y telotrisomicas o a través de analisis de ligamiento

con bandas C o hibridacién "in situ".

En centeno han sido localizados marcadores genéticos en todos los cromosomas del
complemento haploide. A pesar de ser bastante amplio el nimero de marcadores localizados,
el nimero de mapas genéticos realizados es ain escaso (Revision de Melz y col, 1992; Liu y
col. 1992; Alonso-Blanco y col. 1993a, 1993b, 1994; Devos y col. 1993a,b; Philip y col.,
1994; Van Deynze y col., 1995, Wanous y Gustafson, 1995).

Hasta el momento, son escasos los trabajos en centeno en los que haya sido empleada

la PCR (Rogowsky y col., 1992; Koebner, 1995; Lee y col, 1996) y en concreto la
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amplificacion mediante RAPDs, para la construccion de mapas (Igbal y Rayburn, 1995;
Loarce y col., 1996). Esta técnica, debido a su capacidad de producir un nimero ilimitado de
marcadores de modo rapido, debe convertirse en una herramienta eficaz para la generacién de
mapas genéticos saturados en centeno y otras especies vegetales con elevado contenido en

ADN.
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Objetivos

Considerado el interés del centeno como especie donadora de tolerancia al aluminio a
trigos vy triticales, el presente trabajo pretende profundizar en el conocimiento de la genética
de este proceso en dicha especie.

Son objetivos de esta tesis:

1. El estudio de la tolerancia al aluminio en diferentes poblaciones de centeno.

2. La investigacion del control genético de la tolerancia al aluminio en centeno.

3. La obtenciéon de marcadores moleculares ligados a genes de tolerancia al aluminio en

centeno.
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1 Material Vegetal
El material vegetal empleado en la realizacién de este trabajo ha sido el siguiente:

e Los analisis de tolerancia al aluminio se realizaron en plantas de dos cultivares de centeno:
Ailés (A) y INK (J) y de dos lineas consanguineas: Pool (P) y Riodeva (R), con mas de 30

generaciones de autofecundacion.

e En la investigacion del control genético de la tolerancia al aluminio se emplearon cinco
generaciones F1 (AR1, AR2, AR3, AR4 y AR6) obtenidas a partir de cruzamientos entre
las cinco plantas de Ailés (7" en meiosis) mas tolerantes al aluminio con plantas de
Riodeva. Ademas, se analizaron cinco retrocruzamientos de plantas de estas F1 por la
linea Riodeva (ARIL.5xR, ARIL1.7xR, ARI.11xR, AR2.6xR y AR4.6xR) y seis
descendencias F2 procedentes de la autofecundacion de otras tantas plantas de las F1
(AR1.13®, AR1.15@, AR2.14®, AR3.14®, AR4.18® y AR6.17®). En la figura 2 se

muestra un esquema de estos cruzamientos.

Al XR A2XR A3XR A4XR A6XR

AR1 (100) AR2 (89) AR3 (51) AR4(61) ARG (42)

ARI-5 ARI-7 ARI-11 ARI-13 ARI-1S AR2-6 AR2-14 AR3-14 AR4-18 AR6-17
X X X X |
R R R R ®

I N

35) (@& (135 (115 (108) 81) (129) (116) (118) 97)
Figura 2.- Esquema de los cruzamientos realizados en este trabajo.

® Para la construccion de mapas de ligamiento se emplearon dos de las descendencias F2

anteriormente citadas (AR1.13® y AR6.17®).

e En los trabajos de asignacion cromosdmica de los marcadores moleculares se utilizé el
siguiente material:
o Triticum aestivum L., cv. "Chinese spring" (CS) 2n=42,
o Secale cereale L., cv. "Imperial” (I) 2n=14.
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e Las siete lineas disomicas de adicién de Triticum aestivum L., cv. "Chinese
spring" y Secale cereale L., cv. "Imperial": IR, 2R, 3R, 4R, 5R, 6Ry 7R.

e Las lineas ditelocéntricas de adicién de Triticum aestivumm L., cv. "Chinese
spring" y Secale cereale L., cv. "Imperial": IRS, IRL, 2RL, 3RS, 4RL, 5RL,
6RL, 7RSy 7RL,

¢ El anfiploide de Triticum aestivum L., cv. "Chinese spring” y Secale cereale L.,
cv. "Imperial" (CS-I) 2n=56.

Este material fue cedido por ¢l Doctor Lukaszewski (Universidad de California).

2 Test de tolerancia al aluminio

En los ensayos de tolerancia al aluminio se empled un método de pulso de aluminio

(Aniol, 1981). El procedimiento fue el siguiente:

Las semillas eran esterilizadas con HgCl, al 0,1% durante diez minutos. Una vez
lavadas abundantemente con agua, las semillas eran puestas a germinar toda la noche sobre
papel de filtro. Los granos que habian germinado se sembraban al dia siguiente en una malla
de polietileno con flotadores. Estos bloques se situaban en la superficie de una solucion de
nutrientes vigorosamente aireada, a 25°C y con luz incandescente continua a 12W/m’. La
composicion de la solucién de nutrientes era: CaCl, 0,4 mM, KNOs 0,65 mM, MgCl'6H,O
0,25mM, (NH4),SO4 0,01 mM y NH,NO; 0,04mM. Esta solucion, debia mantenerse a pH
4,040,1, sustituyéndola dos veces al dia. A los cuatro dias, las plantulas se cambiaban a la
misma solucion con aluminio [AIK(SO4),], a distintas concentraciones. Despues de 24h en
este medio las raices de las plantulas eran abundantemente lavadas con agua durante 3
minutos y posteriormente tefiidas con Eriocromo de cianina R al 0,1% (p/v) durante 10.
minutos. De esta forma, se tefifan los apices de las raices. Las plantulas se transferian a la
solucién sin aluminio para su recuperacion durante 48h. Finalmente, se procedia a medir el

crecimiento adicional de la raiz desde el punto en que se tifié con anterioridad.
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3 Electroforesis de isoenzimas

Para la resolucion de los sistemas isoenzimaticos empleados en este trabajo se utilizé
la técnica de electroforesis horizontal en geles de almidon al 12% (p/v). El sistema de
tampones era discontinuo y se aplicaba un voltaje constante. Las electroforesis se llevaron a

cabo en dos sistemas de tampones diferentes: Poulik e histidina.

En el sistema Poulik, el tampoén de los electrodos fue Borico-NaOH (0,3M, pH 8,6) y
el del gel fue Tris-citrico (0,015M pH 7,75). Las condiciones de electroforesis fueron 250V
durante 3 horas a 4°C. En dicho sistema se tifieron los isoenzimas de Esterasas (EST),

Fosfoglucomutasa (PGM) y Glutamato oxalacetato transaminasa (GOT).

En el sistema Histidina el tampon de los electrodos fue Tris-citrico (0,043 M, pH 7,0)
y el tampon del gel fue Histidina-CIH (0,006M, pH 7,0). Las condiciones de electroforesis
fueron 150V durante cinco horas a 4°C. Las isoenzimas resueltas en este sistema fueron:
Leucin aminopeptidasa (LAP), Malato deshidrogenasa (MDH), Aconitasa (ACO) y NADH-
deshidrogenasa (NDH).

Los geles de almidon eran de 1cm de espesor, cortandose en lonchas de 2mm. De

esta manera se podia realizar la tincion en cada loncha para un isoenzima diferente.

Estos siete sistemas isoenzimaticos fueron seleccionados por presentar loci
previamente localizados en los cromosomas 3R, 4R y 6R, en los cuales esta descrita la
presencia de genes relacionados con la tolerancia al aluminio en centeno. En la Tabla 1 se
muestran algunas caracteristicas de estos sistemas, como son, su codigo y estructura

molecular.

Los isoenzimas de NDH fueron también resueltos mediante electroforesis verticales
en geles de acrilamida-bisacrilamida (29:1) al 12% (p/v), urea 8M, TEMED 0,5 pl/ml,
persulfato de amonio 60 pg/ml, siendo el tampon del gel y el de la cubeta los mismos que los

empleados en almidén. Las condiciones de electroforesis fueron de 20 mA durante 4h.
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Isoenzima Simbolo  Cédigo Estructura

molecular

Esterasas EST (3.1.1.-) monomeérica

Fosfoglucomutasa PGM (27.5.1) monomeérica
Glutamato oxalacetato transaminasa ~ GOT (2.6.1.1} dimérica

Leucin aminopeptidasa LAP (34.11) monomeérica

Malato deshidrogenasa MDH (1.1.1.37) monomeérica
' dimérica

Aconitasa ACO (42.1.3) monomérica

NADH-deshidrogenasa NDH (1.62.2) monomérica

tetramérica

Tabla 1.- Codigo y estructura molecular de los sistemas isoenzimaticos empleados.

Los métodos de tincion empleados fueron, basicamente, los descritos por : Shaw y
Koen (1968) para EST; Brewer y Singh (1970) para MDH, PGM y LAP; Chenicek y Hart
(1987) para ACO; Nielsen y Johansen (1986) para NDH y Selander y col. (1971) para GOT.

4 Técnicas moleculares

4.1 Técnicas generales

Los procedimientos mas comunes en la manipulacion del ADN, como .

extracciones con fenol/cloroformo, precipitaciones con etanol y electroforesis en geles de

agarosa se realizaron segiin Sambrook y col. (1989).

El sistema tampén empleado para todas la electroforesis en geles de agarosa de este
trabajo fue TAE (Tris-Acetato 0'04M, EDTA 0'001M). Las condiciones de electroforesis
fueron de 3-4 V/cm (medido como la distancia entre los electrodos) durante 2-3 horas. La

deteccion de los productos de amplificacion se hizo por tincién con Bromuro de Etidio (0,5

pg/mi).

4.2 Aislamiento de ADN total

El aislamiento y purificacion del ADN genémico se realizo segin el método descrito
por Dellaporta y col. {1983), con modificaciones. Se realizaron extracciones de plantas

‘individuales, y para la obtencidén de alguno de los marcadores de RAPDs se emplearon
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mezclas de plantas. Para hacer estas extracciones conjuntas se pesaban hojas de 15 plantas
(0,1 g/planta) previamente clasificadas con igual genotipo para el locus analizado en cada

caso. La metodologia seguida a partir de este punto era igual a la de plantas individuales.

El material se congelaba con N; liquido, se pulverizaba en mortero con un tampoén de
extraccion (Tris-CIH 100 mM, pH 8, EDTA 50 mM, pH 8 y NaCl 500 mM) y se sometia a
un tratamiento con SDS al 20% (p/v) a 65°C. El siguiente paso era afiadir acetato potasico
5M, incubando a 0°C. Tras centrifugar a 25.000 xg el sobrenadante se purificaba con alcohol
isopropilico durante al menos media hora a -20°C. Posteriormente, se centrifugaba a 20.000
xg para precipitar el ADN tras lo cual se resuspendia con TE 50:10 (Tns 50 mM, EDTA 10
mM pH 8). El ADN resuspendido se trataba con fenol.cloroformo:alcohol isoamilico
(25:24:1) y con RNasa A (10mg/ml). A continuacién, el ADN se precipitaba con acetato
sodico 3 M y CTAB al 1% (p/v). Finalmente, se llevaba a cabo un lavado del ADN con
etanol al 70% (v/v), resuspendiendolo en TE 10:1 (Tris 10 mM, EDTA 1mM pH 8).

4.3 Valoracion del ADN genémico

Para la determinacion de la concentracion de ADN se media la densidad dptica a
260nm de longitud de onda segin el método espectrofotométrico descrito por Sambrook y
col. (1989). Ademas, se obtenia una estima de la pureza del ADN mediante la relacion de la
densidad optica medida a 260 y 280nm de longitud de onda. De este modo, un valor de 1'8 a
2 de esta relacién era indicativo de pureza, mientras que si la relacién era menor de estos
valores debia existir contaminacién con proteinas o fenol. Paralelamente, se llevaba a cabo
una electroforesis de¢ ADN en un gel de agarosa al 1% (p/v) para comprobar que no existia

degradacion del ADN ni restos de ARN.

Una vez valorado el ADN se tomaba una alicuota que se conservaba a +4°C y el resto

se precipitaba con acetato sodico 3M y etanol absoluto, manteniéndose a -20°C.

4.4 Amplificacion del ADN mediante RAPDs

Para la obtencion de fragmentos de ADN por la técnica de RAPDs se siguio el

protcolo descrito por Williams y col (1990), con modificaciones.
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La mezcla de reaccion tenia un volumen final de 25 pl y contenia los siguientes
componentes: 60 ng de ADN molde, 2,5 pl de tampén de reaccion 10X (Tabla 2), 100 uM
de cada uno de los dNTPs, 5 pmoles de cebador y 0,4u de ADN polimerasa. En este trabajo
se emplearon dos ADN polimerasas diferentes. En los estudios de localizacién cromosomica
se utilizd el enzima Biotaq (Bioprobe Systems) y para la realizacién de mapas se empleo la

ADN polimerasa termoestable DyNAzyme (Finnzymes Inc.). Los cebadores empleados

fueron 120, correspondiendose con cada uno de los 20 oligodecameros de los kits A, B, C, F,

Ry S de la casa Operon Technologies (Tabla 3).

ADN polimerasa Composicion del tampoén de reaccion (1X)
Biotag™ Tris-CIH 20mM, pH 8,55
(NH,),SO,4 16mM
MgCl; 2,5mM
BSA 150mg/ml.
DyNAzyme™ Tris-CIH 10mM, pH 8,8
KCI 50 mM
MgClz I,5mM
Triton X-100 0,1%
Tabla 2.- ADN polimerasas empleadas para RAPDs con la composicién de sus tampones de
reaccion.

Las reacciones de amplificacion se realizaron en dos termocicladores: DNA Thermal

Cycler 480 (Perkin-Elmer Cetus) y PTC-100 (MJ Research).

Los programas de amplificacién llevados a cabo en el caso de RAPDs fueron los
siguientes:
¢ Unciclo de 4'a 94°C.
e 45 ciclos que constaban de 3 segmentos cada uno:
a) Desnaturalizacion a 94°C durante 1",
b) Renaturalizacion a 36°C, 1.
¢) Polimerizacién a 72°C, 2',

o Un ciclo de terminacion a 72°C, 4.
La separacion de los productos de amplificacion se realizé mediante electroforesis

horizontal en geles de agarosa al 1'5% (p/v) (Sambrook y col., 1989).
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KitA Sec.(5'—3) KitB Sec.(5—3") KitC Sec.(5'—3')
OpAOl  CAGGCCCTTC — OpBOl  GITICGCTCC — OpC0l  TTCGAGOCAG
OpA02  TGCCGAGCTG — OpB02  TGATCCCTGG  OpCO2  GTGAGGCGTC
OpA03  AGTCAGCCAC ~ OpB03  CATCCCCCTG  OpC03  GGGGGTCTTT
OpAO4  AATCGGGCTG ~ OpB04  GGACTGGAGT ~ OpC04  CCGCATCTAC
OpA0S  AGGGGTCTTG ~ OpB0S ~ TGCGCCCTTC — OpC0s  GATGACCGCC
OpA06  GGTCCCTGAC  OpB06  TGCTCTGCCC — OpC06  GAACGGACTC
OpA07  GAAACGGGTG ~ OpR07  GGTGACGCAG ~ OpC07  GTCOCGACGA
OpA08  GTGACGTAGG ~ OpB08  GTCCACACGG  OpC08  TGGACCGGTG
OpAD9  GGGTAACGCC ~ OpB09  TGGGGGACTC — OpC09  CTCACCGTCC
OpAl0  GIGATCGCAG  OpBI0  CIGCIGGGAC  OpCl0  TGTCTGGGTG
OpAll  CAATCGCCGT  OpBIl  GTAGACCOGT  OpCll  AAAGCTGCGG
OpAl2  TCGGOGATAG  OpB12  CCTTGACGCA  OpClz  TGTCATCCCC
OpAl3  CAGCACCCAC  OpB13  TTCCCCCGCT — OpCl3  AAGOCTCGTC
OpAld  TCTGTGCTGG ~ OpBl4  TCCGCTCTGG  OpCi4  TGCGTGCTTG
OpAl5  TICCGAACCC — OpBIS  GGAGGGTGTT ~ OpClS  GACGGATCAG
OpAlé  AGCCAGCGAA  OpBl6  TTTGCCCGGA — OpClé  CACACTCCAG
OpAl7  GACCGCTTGT  OpBl7  AGGGAACGAG  OpCl7  TTCCCCCCAG
OpAl8  AGGTGACCGT  OpBI8  CCACAGCAGT  OpCl8  TGAGTGGGTG
OpAl9  CAAACGTOGG ~ OpBlI9  ACCCCCGAAG — OpCl9  GTTGCCAGCC
OpA20  GTTGOGATCC ~ OpB20  GGACCCTTAC  OpC20  ACTTCGCCAC
KitF Sec(5'—3") KitR Sec.(5>3") KitS Sec.(5'>3")
OpF01  ACGGATCCTG ~ OpRO1  TGCGGGTCCT — OpSol CTACTGOGCT
OpF02  GAGGATCCCT  OpR0O2  CACAGCTCCT OpSt2  CCTCTGACTG
OpF03  CCTGATCACC ~ OpR03  CCCGTAGCAC — OpS03  CAGAGGTCCC
OpF04  GGTGATCAGG  OpR04  CCCGTAGCAC — OpS04 CACCCCCTTG
OpF0S  CCGAATTCCC  OpROS  GACCTAGTGG ~— ©OpSes  TTTGGGGCCT
OpF06  GOGAATTCGG ~ OpR0S  GTCTACGGCA ~ OpSG6  GATACCTCGG
OpF07  CCGATATCCC ~ OpRO7  ACTGGCCTGA  OpS07  TCCGATGCTG
OpF08  GGGATATCGG ~ OpR08  CCCGTTGCCT 0ps08  TTCAGGGTGG
OpF09  CCAAGCTTCC  OpR09  TGAGCACGAG — OpS09 TCCTGGTCCC
OpFlI0 GGAAGCTTGG ~ OpRI0  CCATTCCCCA OpS10  ACCGTTCCAG
OpFl11 TTGGTACCCC  OpRII  GTCTACGGCA  OpSll  AGTCGGGTGG
OpF12  ACGGTACCAG  OpRI2  ACAGGTGCGT  OpS12  CTGGGTGAGT
OpF13  GGCTGCAGAA  OpRI3  GGACGACAAG  OpSI3 GTCGTTCCTG
OpFl4  TGCTGCAGGT — OpRI4  CAGGATTCCC  OpSl4  AAAGGGGTCC
OpFls  CCAGTACTCC  OpR15  GGACAACGAG  OpSIS  CAGTTCACGG
OpFl6  GGAGTACTGG ~ OpRI6  CTCTGCGCGT ~ OpSI6  AGGGGGTTCC
OpF17  AACCCGGGAA  OpR17  CCGTACGTAG  OpSI7  TGGGGACCAC
OpF18  TICCCGGGTT  OpRIR8  GGCTITGCCA  OpSI8  CTGGCGAACT
OpFl9  CCTCTAGACC  OpRIS  CCTCCTCATC OpS19  GAGTCAGCAG
OpF20  GGTCTAGAGG  OpR20  ACGGCAAGGA  0pS20 TCGGACGGA

Tabla 3.- Secuencia de los oligonucledtidos decameros empleados en este trabajo.

Los tamafios de los fragmentos de ADN amplificados eran calculados, en funcion de

la comigracion respecto de marcadores de peso molecular, mediante el programa GEL. Los

marcadores de peso molecular empleados fueron los siguientes: Fago Lambda digerido con

Bst 11 o con Hind Il y Fago ¢$X174 digerido con Haelll (Tabla 4).
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Marcador de peso molecular Tamaiios de los fragmentos (pb)
Fago Lambda/BstETl 8454, 7242, 6369, 5686, 4822, 4324, 3675,
2323,1929,1371,1264,702,224,117
Fago Lambda/Hindill 23130,9416,6557,4361,2322,2027,564.
Fago $X174/Haelll 1353,1078,872,603,310,281,271,234,194,118,72.
Tabla 4.- Lista de los marcadores de peso molecular empleados en este trabajo con los tamafios de sus
fragmentos.

4.5 Experimentos tipo Southern

4.5.1 Transferencia a membranas de Nylon
Se transferian los productos de amplificacion resueltos por electroforesis a
membranas de Nylon cargadas positivamente procedentes de la compafiia Boehringer. El

método seguido es el descrito por Sambrook y col. (1989).

4.5.2 Obtencién de sondas no radiactivas
Para la obtencion de sondas se seleccionaba uno de los productos de amplificacion.
La extraccién del ADN de la agarosa se realizaba empleando el kit USBioclean (USB).
Basicamente, la técnica consistia en la disolucion de la agarosa con Nal 6M y la posterior

fijacion del ADN a una matriz de silice.

El marcaje de estos fragmentos se realizaba mediante reamplificacion en presencia de
digoxigenina (Dig-dUTP) o empleando la técnica de "random 'primer” (protocolo de

Boehringer Mannheim).

4.5.3 Hibridacion y detecciéon |
Las hibridaciones fueron realizadas a 68°C en homo (Techne Hybridiser HB-1D).
Los lavados de los filtros fueron: 2x5 min en 2x SSC; SDS 0,1%, y 2x15 min. en 0,1x
SSC; SDS 0,1% a 68° C.
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La deteccion de los productos hibridados se llevé a cabo mediante inmunoensayo con
reaccion de color (Fosfatasa) o con luminiscencia (AMPPD) siguiendo los protocolos de la

casa Boehringer Mannheim.

4.6 Obtencion de cebadores especificos de centeno
Los fragmentos amplificados que tenian mayor interés fueron parcialmente
secuenciados para el disefio de cebadores que produjeran una amplificacion especifica de

dichos fragmentos. Para ello se siguié el siguiente protocolo:

4.6.1 Ligacion de fragmentos de ADN

Las piezas de ADN eran ligadas al plasmido pGEM-T empleando el kit para ligacion .
de fragmentos de PCR pGEM-T vector Systems (Promega) siguiendo el protocolo

especificado por la casa comercial.

4.6.2 Transformacion de Escherichia coli

La transformacion de las células competentes se realizaba mediante electroporacion

empleando un electroporador de la casa Invitrogen (The Electroporator ).

a) Obtencién de células competentes
Las células (E. coli, cepa DHSa) eran crecidas en 11 de medio LB hasta que
alcanzaban una densidad 6ptica de 0,5-0,6 ODsso. Posteriormente, se realizaban, mediante
centrifugacion, una serie de lavados con agua, reduciendo el volumen hasta 40 ml
Finalmente, se resuspendian en glicerol al 10% (v/v), obteniendo una concentracion

aproximada de 1 a 3x10" cel/ml.

b) Electroporaciéon
Para la electroporacion se mezclaban 20-100 ng de ADN con 80 pl de células

competentes y se sometian a un pulso eléctrico con las siguientes condiciones: S0pF, 150Q y

1500V. A continuacion, las bacterias se incubaban con 10 ml de LB a 37°C durante 1h.
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Finalmente, se sembraban alicuotas de este cultivo en placas Petri con agar/LB/X-
GAL/ampicilina. En estas placas se seleccionaban las colonias blancas. Esta seleccion se basa
en la resistencia a ampicilina que confiere el plasmido a las células bacterianas que lo
incorporan y a la inactivacion del gen de la PB-galactosidasa por interposicion del ADN a
clonar., En presencia de ampicilina solo crecian las células que habian incorporado el
plasmido, presentando adicionalmente coloracion blanca aquellas que tenian inactivo el gen
de la B-galactosidasa, frente al color azul que desarrollaban aquellas que eran capaces de

metabolizar el x-gal.

Para la confirmacién de la clonacion de los fragmentos de ADN se llevaron a cabo
extracciones de plasmido a pequefia escala y posterior digestion con enzimas de restriccion.
El método de extraccion empleado fue el de lisis por alcali (Sambrook y col., 1989). Todos
los tratamientos con enzimas de restriccion se llevaron a cabo en las condiciones de
incubacion recomendadas por los distribuidores. Las digestiones se realizaron empleando 5u
de dos enzimas con diana en el polilinker, Apal y Sacl (Amersham), y 5u de RNasa A
(Boehringer Mannheim), durante al menos 4 horas de incubacién a 37°C.

Finalmente, se comprobaba el exito del proceso de clonaciéon mediante experimentos

tipo Southern, como se ha descrito previamente, empleando digoxigenina.

4.6.3 Extraccién de ADN plasmidico para secuenciacion
En los clones en los que se confirmé la presencia de los insertos se realizd una
extraccion de ADN plasmidico para su secuenciacion empleando el Qiagen Plasmid Kit

(Qiagen). El método seguido fue el recomendado por los suministradores.

4.6.4 Reacciones de secuenciacion
Los fragmentos de ADN fueron secuenciados, mediante PCR, empleando el kit no
radiactivo DIG Taq DNA Sequencing (Boehringer Mannheim), siguiendo el protocolo
recomendado por el fabricante. Se utilizaron los cebadores “M13/pUC forward y reverse
sequencing primers”, marcados con digoxigenina en el extremo 5, y la Taq ADN

polimerasa proporcionada en el kit.
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El programa de secuenciacion utilizado fue el siguiente:
e Unciclo de 2'a 95°C.
¢ 30 ciclos que constaban de 3 segmentos cada uno:

a) Desnaturalizacion a 95°C durante 30s.

b) Renaturalizacion a 65°C, 30s.

¢) Polimerizacion a 70°C, 1",

e Un ciclo de terminacion a 72°C, 4'.

La separacion electroforética de los productos de secuenciacion se realizo en geles de
acrilamida-bisacrilamida (39:1) al 12%, urea 8M, TEMED 0,5 pl/ml y persulfato de amonio
60 pg/ml, siendo el tampén del gel y el de la cubeta TBE 1X (Tris 9 mM; Acido Borico 9
mM; EDTA 2,5 mM, pH 8,2). La cubeta empleada fue una Hoeffer SE400 (16cm x 18¢cm x
0,2mm) que permitia la secuenciacién de al menos 100 nucledtidos por cada extremo del

fragmento de ADN.

Antes de aplicar las muestras, se llevaba a cabo una preelectroforesis durante 30 min a
650V, 20W y 10mA. Las muestras se calentaban 3 min a 95°C para su desnaturalizacion,
separandose en una diferencia de potencial de 550V, 15W y 7,5mA durante 4h 30min. Una
vez finalizada la electroforesis, el gel se separaba de uno de los cristales, situandole encima un
filtro de nylon cargado positivamente (Boehringer Mannheim) durante 30 min. De esta forma
se producia la transferencia de los productos de secuenciacion al filtro, que eran
posteriormente fijados por exposicion a luz ultravioleta (300nm) durante 3 min. El protocolo
de tincion del filtro fue el de inmunoensayo con reaccién de color (Fosfatasa), siguiendo

las recomendaciones de Boehringer.

4.6.5 Diseiio de los cebadores especificos

Una vez obtenidas las secuencias de los extremos de los fragmentos de ADN
amplificados, se disefiaban los cebadores de 21 bases, consistiendo en la secuencia de diez
bases del oligonucleétido empleado para la amplificacion por RAPDs y las once bases

siguientes.
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Ademas de estos oligonucledtidos, se disefiaron cebadores especificos a partir de las
secuencias conocidas de tres clones inducibles por aluminio en trigo (walil, wali2 y wali5)
(Snowden y Gardner, 1993; Richards y col., 1994). En la tabla 5 se muestran las

secuencias de los oligonucledtidos obtenidos.

Cebador Secuencia (5°—>3’) Cebador Secuencia (5°—3’)

OpAOSF GTGACGTAGGGTGCGTATGCA OpB16F TTTGCCCGGACAACAGATGAG

OpAOSR GTGACGTAGGCAGGCTGTAAG OpB16R TTTGCCCGGAGCTGTATAAAC
OpBO3F CATCCCCCTGGAGAATAGGAC OpROIF TGCGGGTCCTGTCACCCGGTA
OpBO3R CATCCCCCTGGCAGTTCCTCG OpROIR TGCGGGTCCTCCATAGTGAGT

OpB15F GGAGGGTGTTGTCGTGAAGCT OpS14F AAAGGGGTCCAACATCACCTT
OpB1SR GGAGGGTGTTCAGGACTAAAA OpS14R AAAGGGGTCCTGACAATGTGG

WalilF CAGGTCGCCGCCGTGGTCGT Wali2F TCCGACAAGAAGCGTAGCAG
WalilR ATTCATCACTCCATCCATAG Wali2R CTCACTACGAACGACTACTT
WaliSF GAGCATTCTACCACCGCACC
WaliSR CTGAACAACAAGCAACACCA

Tabla 5.- Secuencias de los oligonucleétidos especificos obtenidos en este trabajo y de los disefiados a
partir de las secuencias conocidas de tres clones inducibles por aluminio en trigo (walil, walily
wali5}.

4.7 Amplificacién por PCR empleando cebadores especificos (SCAR)

La mezcla de reaccion tenia un volumen final de 25 pl y contenia los siguientes
componentes: 60 ng de ADN, 2,5 ul de tampén 10X (Tris-HCI 100 mM pH 8,3, KCl 100
mM), MgCl, 2,5 mM, 100 uM de cada uno de los dNTPs, 15pmoles de cada uno de los dos
cebadores y 1u de Amplitaq ADN polimerasa, Stoffel fragment (Perkin Elmer).

Las reacciones de amplificacién se realizaron en un termociclador PTC-100 (MJ

Research).

Los programas de amplificacion llevados a cabo fueron los siguientes:
e Unciclo de 5'a 94°C.
e 35 ciclos que constan de 3 segmentos cada uno:

a) Desnaturalizacion a 94°C durante 1.

b) Renaturalizacién entre 55 y 65°C (segun los cebadores) , 1"
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¢) Rampa de transicion de la renaturalizacién a la polimerizacion de
0,1°C/seg.
d) Polimerizacion a 72°C, 6'.

o Ciclo de terminacién a 72°C, 5'.

La temperatura de renaturalizacion era determinada empiricamente para cada pareja
de primers. En cada caso, se buscaba la méxima temperatura que produjera la amplificacion

del tinico fragmento esperado.

4.8 Digestiones con enzimas de restriccién

Alguno de los fragmentos amplificados era digerido, en reacciones separadas, con un
total de 17 enzimas de restriccion (Amersham}; cuatro de las cuales reconocen 4 pares de
bases: Haelll, Hhal, Rsal y Tagl; y el resto 6 pares de bases: BamHI, Bgil, EcoRl, Hindlll,
Hinfl, Psfl, Sacl, Smal, Xhol, Sall, Mspl, Apal y Kpnl. Todos los tratamientos con enzimas
de restriccion se lievaron a cabo en las condiciones de incubacion recomendadas por los
distribuidores. Las digestiones se realizaron empleando 5u de enzima para los 25 pl de la

mezcla de PCR, durante al menos 4 horas de incubacion a 37°C.

5 Andlisis de la segregacion y elaboracion de mapas mediante el
programa Mapmaker/Exp 3.0

En los analisis de ligamiento se utilizé el programa Mapmaker/Exp 3.0 (Lander y
col., 1987). En primer lugar, se asigné a cada individuo el genotipo para los diferentes
loci. En el caso de loci codominantes se asignaron las letras A (homocigoto para el
parental Ailés), R (homocigoto para el parental Riodeva) y H (heterocigoto). Para loci
dominantes se emplearon cuatro letras. Cuando la banda provenia de Ailés se asignaron
las letras R (ausencia) y D {presencia). Si la banda procedia de Riodeva las letras eran A
(ausencia) y C (presencia). En la tabla 6 se resumen las letras asignadas en funcion de los

genotipos observados.
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Letra Genotipo
A Homocigoto de Ailés
R Homocigoto de Riodeva
H  Heterocigoto
C  No homocigoto de Ailés
D No homocigoto de Riodeva
Tabla 6.- Letras asignadas en funcién de los genotipos de los individuos para los diferentes loci.

Una vez asignados los genotipos, se empleaba el comando “group”, que dividia
los loci en grupos de ligamiento. Este comando determinaba si existia ligamiento entre
cualesquiera de los loci, tomados de dos en dos, calculando su distancia genética
mediante el método de maxima verosimilitud y su LOD (logarithm of the odds)
correspondiente. Si dos loci tenian un LOD minimo de 4.0 y una distancia maxima de 50
¢M se consideraban como ligados. El valor de LOD es el log)o de la verosimilitud de que
dos loci esten ligados. Este valor es la razén de la probabilidad de que su segregacion
sea debida a dos loci ligados entre la probabilidad de que la segregacion observada sea la
propia de dos loci no ligados. Un valor de LOD de 4.0 significaria, por tanto, que es
10.000 veces mas probable que la segregacion observada sea debida a la existencia de

ligamiento.

El orden lineal de los loci, dentro de los grupos de ligamiento, se estimaba
mediante el comando “compare”, que determinaba el orden mas probable de los loci de
entre todos los posibles. Este resultado era verificado mediante el comando “ripple”, que

comprueba el orden de los loci tomados de S en 5.

Finalmente, para obtener las distancias genéticas entre los loci ligados se
empleaba el comando “map”, que realizaba un analisis multiple. Las distancias genéticas
entre los loci, expresadas en cM, eran calculadas a partir de las frecuencias de
recombinacion, utilizando la funcién de mapa de Kosambi. Esta funcion calcula las
distancias en el mapa teniendo en cuenta la ocurrencia de multiples sobrecruzamientos y

la interferencia entre segmentos contiguos.
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1 Control genético de la tolerancia al aluminio en centeno

1.1 Efecto del aluminio sobre el crecimiento de la raiz en distintas poblaciones de
centeno

Para realizar un estudio sobre la genética de la tolerancia al aluminio en centeno era
necesario, en primer lugar, analizar la variabilidad existente para este caracter en diferentes
poblaciones de esta especie. Por ello, se empleo un test de tolerancia (ver material y métodos)
para investigar el efecto que producia el aluminio, a diferentes concentraciones (50, 100y 150
M), sobre el crecimiento de las raices en dos cultivares (Ailés y JNK) y dos lineas
consanguineas (Pool y Riodeva) de centeno. En todos los casos, se observé una disminucién
progresiva en el crecimiento de la raiz al aumentar la concentracion de aluminio en el medio.
De todos modos, en base a la respuesta a los tratamientos, las variedades estudiadas pudieron
dividirse en tres grupos. En el primer grupo se encontraba el cultivar Ailés, en el segundo

JNK y Pool, y en el tercero Riodeva.

En el cultivar Ailés se observo el menor efecto del aluminio. Asi, la diferencia en
crecimiento medio de la raiz entre plantas tratadas y no tratadas con aluminio, a todas las
concentraciones, flie siempre inferior a 1 cm. Solo a una concentracién de 150 uM se
observaron dos individuos en los que ya no habia crecimiento de la raiz tras el tratamiento,

pero incluso a esta concentracion, aparecian individuos con crecimientos de hasta 3,5 cm

(Figura 3).

El cultivar JNK y la linea consanguinea Pool, mostraron un patron de
comportamiento muy similar. En ambos casos, la disminucion en la media de crecimiento de
la raiz era proporcional al aumento de la concentracion de aluminio. A partir de una
concentracién de 100 pM se observaron individuos en Pool que no tenian crecimiento
adicional de la raiz. Esta situacion se presentaba a una concentracion de 150 uM en JNK. A
esta concentracion, ain se observaba un elevado nimero de plantulas con crecimientos de la

raiz de hasta 2,3 cm (Figuras 4 y 5).

La linea consanguinea Riodeva mostré un comportamiento diferencial. En este caso,

la disminucion de la media de crecimiento era muy dréstica. A una concentracion 100 uM de
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aluminio, la reduccion era ya de 1,3 cm, y a 150 pM no se encontraron individuos con

crecimientos superiores a 0,3 cm (Figura 6).
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Figura 3.- Distribuciones del crecimiento adicional de la raiz en plantas del cultivar Ailés después del
tratamiento con aluminio: control, 50 pM, 100 uM y 150 pM. n: n° de plantas. '
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Figura 4.- Distribuciones del crecimiento adicional de la raiz en plantas del cultivar INK despucs del

tratamiento con aluminio: control, 50 uM, 100 puM y 150 pM. n: n° de plantas.
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Figura 5.- Distribuciones del crecimiento adicional de la raiz en plantas de la linea consanguinea Pool
después del tratamiento con aluminio: control, 50 pM, 100 pM y 150 pM. n: n° de plantas.
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Figura 6.- Distribuciones del crecimiento adicional de la raiz en plantas de la linea consanguinea
Riodeva después del tratamiento con aluminio: control, 50 uM, 100 uM y 150 uM. n: n° de plantas.
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Por consiguiente, el cultivar Ailés era el mas tolerante al aumento de la concentracion
de aluminio, la linea consanguinea Riodeva era la mas sensible, mientras que el cultivar JINK 'y

la linea consanguinea Pool mostraron una tolerancia intermedia.

En la figura 7 se pueden apreciar las diferencias en crecimiento adicional de la raiz

observadas entre plantas de Ailés y Riodeva, tratadas con aluminio (150 uM).

Figura 7.- Efecto del aluminio (150 pM) sobre el crecimiento de la raiz en plantas de Ailés
(T:tolerante) y Riodeva (s:sensible).

En la tabla 7 y en la figura 8 se muestra la disminucion de las medias de crecimiento
adicional de la raiz en las cuatro poblaciones, a las distintas concentraciones de aluminio

empleadas.

Estos resultados muestran que las mayores diferencias aparecian a la mayor
concentracion de aluminio (150 pM). A esta concentracion, el crecimiento de la raiz
disminuia, respecto de los controles, un 35,4% en Ailés, 65,5% en Pool, 71,7% en JNK y un

94.4% en Riodeva (Tabla 8 y Figura 9).
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0o uM 50 uM 100 uM 150 uM

Media %psc Media %psc Media %psc Media % psc
Ailés  2,26:0,8 0 2,08+0,72 0 1,68+0,82 0 1,46+0,83 1,8
JNK  2,420,75 0 1,49+0,69 0 1,16+0,69 0 0,68+0,67 6,6
Pool 2,2+0,79 0 1,7+0,8 0 1,08+0,76 3,1 0,76+0,69 48
Riodeva 193+082 0 1054067 22  0,6+0,54 5  011£031 28

Tabla 7.- Medias de crecimiento adicional de la raiz en las cuatro poblaciones estudiadas, a las
diferentes concentraciones de aluminio analizadas. % psc: porcentaje de plantulas que no presentaron
crecimiento adicional de la raiz tras el tratamiento con aluminio.

E Ailés
Bl JNK
OPool
O Riodeva

Figura 8.- Representacion de las medias de crecimiento adicional de la raiz en las cuatro poblaciones
estudiadas, a las diferentes concentraciones de aluminio analizadas (0, 50, 100 y 150 pM).
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Concentracion de aluminio

ouM 50uM 100uM 150uM
Ailés 100 92 74,3 64,6
INK 100 62 483 283
Pool 100 80 49 34,5

Riodeva 100 54,4 31 5,6

Tabla 8.- Disminucion en el crecimiento de la raiz en los cultivares Ailés y JNK y las lineas
consanguineas Pool y Riodeva, en el rango de tratamientos con aluminio utilizado. El crecimiento de la
raiz esta expresado como porcentaje del crecimiento de los controles (0 uM).
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Figura 9.- Crecimiento de la raiz, expresado como porcentaje del crecimiento de los controles (0 pM),
en el rango de tratamientos con aluminio utilizado (50, 100 y 150 uM).

Se seleccionaron raices de plantas tratadas con aluminio (150 pM) de las cuatro
poblaciones, para su observacion a la lupa. Esta observacion puso en evidencia en las plantas
sensibles al aluminio una serie de diferencias morfologicas, claramente apreciables. Las raices
de Ailés, Pool y JNK tenian aspectos similares a los de las plantas sin tratar, mientras que en
las raices de Riodeva mostraban un aspecto coraloide y una intensidad de tincion mayor que

en los otros casos. En la figura 10 se muestran estas diferencias.
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) Al +Al

Figura 10.- Aspecto de los apices de raices de plantas de Ailés (T:tolerante) y Riodeva (s:sensible)
tratados y no tratados con aluminio (150 uM).

Nuevamente, las mayores diferencias entre las poblaciones, para la tolerancia al
aluminio, aparecian a una concentracion de 150 UM de aluminio. Por lo tanto, se decidié que

esta seria la concentracion a emplear, a partir de este momento, en los test de tolerancia.

1.2 Estudio del control genético de la tolerancia al aluminio

A la luz de los resultados obtenidos en las cuatro poblaciones, realizamos test de
tolerancia al aluminio (150 pM) en las descendencias de diversos cruzamientos de las plantas
de Ailés con mayor crecimiento (>2,5 cm) por plantas de Riodeva en las que no se registré

ningun crecimiento adicional de la raiz tras el tratamiento.

Se analizaron un total de cinco descendencias F1 (AR1, AR2, AR3, AR4 y AR6).
Los resultados obtenidos se muestran en la figura 11. Las medias de crecimiento en estas

cinco descendencias oscilaron entre 2,1 cm y 1,76 ¢m (X conjunta=1,94 cm) y en ninglin

caso hubo individuos con crecimientos adicionales menores de 0,7cm. Estas medias eran
estadisticamente semejantes a la media del cultivar Ailés (1,46 cm), aunque ligeramente

superiores.

52



Resultados

AR1

X =197 em; n=lOOJ

10

4 4
2 4
0 -

0 05

AR2

1 1,5 2 25 3 35 4 45

cm

X =1,94 ¢m;, n=89

10

8

6
4 4
2 4
0 4

0 0,5

AR3

1 1,5 2 25 3 35 4 45

cm

X =1,76 cm; n=51

AR4

X =2,1 cm;, n=61

005 1

ARS

0 05

1 1,5 2 25 3 35 4 45

cm

L5 2 25 3 35 4 45

cm

X =1,%1 cm; n=42

[T S - O]

005 1

F1 total

L . i I 1
T T T T T

15 2 2,5 3 35 4 45

cm

X =1,94 cm; n=343

32

24

n 1s
g A
0 -

0 05 1

5 2 25 3 3,5 4 45

cm

Figura 11.- Distribuciones del crecimiento adicional de la raiz en las cinco descendencias F1 tratadas
con aluminio (150 uM), por separado y conjuntamente. n: n° de plantas.
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Se analizé la tolerancia al aluminio en autofecundaciones y retrocruzamientos por
Riodeva de plantas de estas cinco poblaciones F1. Las distribuciones del crecimiento de la
raiz de estas descendencias mostraban un comportamiento claramente bimodal. Asi, en todos
las cruzamientos, menos en AR4.6xR, esta distribucion se podia dividir en otras dos. La
media de la distribucién de menor crecimiento era igual que la de Riodeva, mientras que la de
mayor crecimiento era del mismo orden que las que presentaba la poblacion de Ailés y las de
la F1 parental. En la figura 12 se muestran las distribuciones del crecimiento de la raiz en

varias de las descendencias analizadas.

| 1,84 cm W 2,44 cm HAR1.13

¢ ¢ B AR1.15

cm
H 145cm | |® 1,77 cm W AR2.6XR
* * HAR1.11XR
24
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Figura 12.- Distribuciones del crecimiento de la raiz en 4 cruzamientos. A) dos descendencias F2:
AR1.13® (3 Tolerantes: 1 sensible) y AR1.15® (15T:1s); B) dos retrocruzamientos: AR2.6xR (1T:1s)
y AR1.11xR (3T:15), tras el tratamiento con aluminio (150 uM). n: n° de plantas. Las flechas indican
el valor de las medias para cada una de las distribuciones de plantas tolerantes en cada descendencia.

Las dos clases en que se podian diferenciar los individuos de los cruzamientos
coincidian claramente con los patrones de crecimiento de los parentales empleados en los
cruzamientos. Por lo tanto, decidimos comprobar si la segregacion de este caracter

“tolerancia al aluminio” en estos cruzamientos se correspondia con algin tipo de segregacion
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mendeliana. Tomamos como individuos susceptibles aquellos en los que el crecimiento de la
raiz no excedia los 0,3cm, pues este era el maximo crecimiento observado en Riodeva (Figura
6), y como tolerantes los que presentaban un crecimiento mayor de 0,3cm. En cinco de las
descendencias F2 (AR1.13®, AR2.14®, AR3.14®, AR4.18Q y AR6.17®) las segregaciones
observadas fueron del tipo 3:1, mientras que en dos cruzamientos prueba (AR1.5xR y
AR26xR) estas se ajustaban a una segregacion 1:1. También aparecieron un
retrocruzamiento (AR1.11xR) y una F2 (ARI1.15®) con segregaciones 3:1 y 15:1,
respectivamente, y que ademés mostraron un crecimiento medio de la raiz superior al resto de
descendencias (Figura 12). En el caso de la descendencia del retrocruzamiento AR1.7xR la

segregacion a la que mas se asemejaba era a una 9:7.

En la tabla 9 y en la figura 13 se muestra la segregacion del caracter tolerancia al

aluminio y un resumen de los resultados obtenidos en las descendencias analizadas.

Cruzamiento Tipo Fenotipo Hipétesis X
Tolerantes (X T) Sensibles (X ,)
AR1.11xR  BC 103 {1,77) 32 (0,05) 31 0,12
AR1.13® F2 75 (1,84) 35(0,13) 3:1 2,72
AR1.15® F2 98 (2,44) 10 (0,07) 15:1 1,66
AR1.5xR BC 15 (1,60) 20(0,12) 111 0,71
AR1.7xR BC 51(1,75) 32(0,11) 1:1 4,34%
9:7 0,91
AR2.14® F2 101 (1,87) 28 (0,12) 3:1 0,66
AR2.6xR BC 43 (1,45) 38 (0,07) 1:1 0,3
AR3.14& F2 88 (1,93) 28 (0,07) 3:1 0,04
AR4.6xR BC 63 (1,76) 2(0) - -
AR4.18®  F2 93 (1,81) 25 (0,08) 3:1 0,91
AR6.17® F2 73 (1,56) 24 (0,13) 31 0,006

Tabla 9.- Segregaciones observadas en las descendencias de los cruzamientos analizados para el
caracter “tolerancia al aluminio”. BC: retrocruzamiento. X 1: media (en cm) de la distribucion de las

plantas tolerantes. X ;. media (en cm) de la distribucién de las plantas sensibles. * X con diferencias
significativas a nivel de P<0,05.
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Ali(R AZi(R A3i(R A4i(R Aﬁi(R
AR (100) AR2(89)  AR3(51) AR4(61) AR6 (42)

AR15 AR17 ARLII ARIL.I3 ARL.15S AR2.6 AR2.14 AR3.14 AR4.18 AR6.17
x x x| | ox ] | |

R R R ® ® R ® ® ® &

I

1:1 9:7 3:1 3:1 15:1 1:1 3:1 31 3:1 3:1
(35) (84) (135) (115) (l108) 81 (129) (116) (118) 97)

Figura 13.- Esquema de las segregaciones observadas para la tolerancia al aluminio en todas las
descendencias F2 y retrocruzamientos anatizados. Entre paréntesis se muestra ¢l namero de individuos
analizados. A: Ailés. R: Riodeva

2 Localizacién de genes de tolerancia al aluminio

2.1 Anilisis de ligamiento entre genes de tolerancia al aluminio y varios loci
isoenzimaticos

En centeno se ha descrito la existencia de genes de tolerancia al aluminio en los
cromosomas 3R, 4R y 6R, mediante el estudio de lineas de adicion (Aniol y Gustafson, 1984).
Por esta razon, se analizaron las descendencias de los cruzamientos en los que se encontraban

segregando una serie de isoenzimas localizadas en estos cromosomas.

Se llevaron a cabo electroforesis en geles de almidon de dos descendencias F2
(AR1.13® y AR6.17®) y de dos cruzamientos prueba (AR1.5xR y AR1.7xR). En la tabla 10
se indica la localizacién cromosémica de los loci isoenziméticos analizados que se

encontraban segregando.

El locus Got3 presentaba dos alelos activos (1 y 2), mostrando un comportamiento
dimérico. Los heterocigotos tenian una banda nueva de migracion intermedia. Las isoenzimas
Acol, Aco2, Lapl, Mdh2 y Pgml mostraron dos alelos activos (1 y 2), presentando un
comportamiento monomérico. Cada uno de los loci de esterasas (Est6 y Est8) presentaban un

alelo activo (+) y uno nulo (-). Estos loci llevan informacién para isoenzimas con un
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comportamiento monomérico. Por tanto, para este grupo de loci no era posible distiguir a los
homocigotos para el alelo activo (++) de los heterocigotos activo-nulo (+-). Finalmente, en ¢l
caso del locus Nah2, con comportamiento tetramérico, solamente fue posible la

diferenciacion entre dos fenotipos de diferente migracion en el gel (+y -).

Locus Brazo Referencia Cruzamiento
Ccromosémico

Got3 3RL Tang y Hart, 1975, AR6.17®, AR1.5xR y AR1.7xR
Mdh2 3RL Salinas y Benito, 1985a. AR1.13®

Pgmi 4RS§ Salinas y Benito, 19835c. AR6.17®

Aco2 SRL Chenicek y Hart, 1987. AR1.13®, AR1.5xR y AR1.7xR
Acol 6RL Chenicek y Hart, 1987. AR1.13®, AR6.17® y AR1.5xR
Ndh2 6RL Wehling, 1991. AR6.17&

Est6 6RL Salinas y Benito, 1985b. AR6.17®

Est8 6RL Salinas y Benito, 1985b. AR6.17&

_lap] 6RS TangL y Hart, 1975. ARI1.13®, AR1.5xR y ARL.7xR
Tabla 10.- Localizacion cromosémica de los genes estructurales de isocnzimas que segregaron en los
diferentes cruzamientos.

Unicamente en Ia descendencia AR6.17® se comprobé la existencia de ligamiento
entre varios loci isoenzimaticos y un gen de tolerancia al aluminio. Estos loci eran Acol,
Ndh2, Est6 y Est8 (Figura 14), habiendo sido todos ellos previamente localizados en el brazo
cromosémico 6RL. En la tabla 11 se muestran las segregaciones conjuntas de estas
isoenzimas y del gen de tolerancia al aluminio, mientras que en la figura 15 se puede observar

el mapa genético construido, empleando el programa MAPMAKER/EXP 3.0.

En los otros tres cruzamientos (AR1.13®, ARL.5xR y ARL.7xR) la segregacion
conjunta del gen de tolerancia con los loci isoenzimaticos no diferia significativamente del

supuesto de independencia.

57



Resultados

A

acol- il "ol "1 % 1 188"y !

Figura 14.- Patrones electroforéticos observados para las isoenzimas A) Aconitasa (ACO), B)
Esterasas (EST) y C) NADH-deshidrogenasa (NDH), en 10 individuos de la descendencia AR6.17®.
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Loci Distribucion de la descendencia X2 cM
T,11 s,11 T,2 s,12 T,22 5,22
Altl, Acol 8 16 43 6 22 2 31,17%** 24.6
T,+ T,- st 8-
Altl, Ndh2 58 15 11 13 9,94** 46 4
Altl, Est6 58 15 21 3 0,75 -
Altl, Est8 53 20 12 12 3,18 -
13,+ 11, 12,+ 12,- 22,4+ 22,-
Acol, Ndh2 5 19 40 9 24 0 43,20%** 16,8
Acol,Est6 24 0 39 10 16 8 9,33%* 42 4
Acol,Est8 8 16 35 14 22 2 1992*%* 425
+,+ +y -+ -
Ndh2, Est6 52 17 27 1 5,83* 26,1
Ndh2, Est8 57 12 8 20 2629%** 267
Est6, Est8 47 32 18 0 10,86%** 0

Tabla 11.- Relaciones de ligamiento obsevadas entre los loci isoenzimaticos analizados y el locus de
. tolerancia al aluminio (4/¢/) localizado en 6R. * X* con diferencias significativas a nivel de P<0,05;
** X7 con diferencias significativas a nivel de P<0,01; *** X* con diferencias significativas a
nivel de P<0,001. T: tolerante; s: sensible.

Alil

24,6 cM

Acol

16,8 cM

Ndh2

26,1 cM

Est6 Est8

OcM

6RL

Figura 15.- Mapa genético construido en el cromosoma 6R empleando los loci isoenzimaticos
analizados y el locus de tolerancia al aluminio (4it1).

A la vista de los resultados de ligamiento con marcadores isoenziméticos iniciamos la

busqueda de marcadores RAPDs ligados a los genes de tolerancia al aluminio en dos

cruzamientos diferentes. En la descendencia AR6.17® debieran hallarse marcadores ligados

al gen de tolerancia localizado en el cromosoma 6R (A41). Por otro lado, en la descendencia

F2 AR1.13® estaban segregando los loci isoenziméticos Aco/ y Lapi, localizados en los

brazos 6RL y 6RS, respectivamente. Debido a que ninguno de estos dos loci se comportaron

como ligados al gen de tolerancia al aluminio que segregaba en este cruzamiento decidimos

emplearlo para localizar este gen, que deberia estar en otro cromosoma distinto del 6.
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2.2 Obtencion de marcadores moleculares ligados a genes de tolerancia al

aluminio

Para conseguir marcadores ligados a los genes de tolerancia se emplearon dos
tipos de estrategias, como son, el analisis de bloques segregantes y la localizacion
cromosomica de fragmentos amplificados por PCR en lineas de adicion. Ademas, estas
metodologias fueron complementadas con la transformacion de los marcadores

obtenidos en marcadores SCAR.

2.2.1 Analisis de bloques segregantes

Para realizar este tipo de analisis era interesante conocer la ventana que se abria
alrededor del locus en estudio, en funcion de la sensibilidad de la PCR. Es decir, habia que
saber la capacidad de la técnica para detectar genotipos “recombinantes” dentro de un bloque.
Se realizd un experimento empleando los cebadores OpR07 y OpS04 en dos individuos con
diferentes patrones de amplificacion. El ADN de estos individuos se mezclaba en distintas

proporciones en cada tubo de reaccion. El resultado obtenido se muestra en la figura 16.

pb

A

)

Y

310~
| M 1

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Figura 16.- Estudio de la sensibilidad de los RAPDs. Electroforesis en gel de agarosa de los productos
amplificados con los oligonucledtidos A) OpR07 y B) OpS04. Los carriles 1 al 11 muestran la
amplificacion con el ADN mezclado de dos individuos del cultivar Ailés, en proporciones 10:0, 9:1,
8:2,7:3,64,55,4:6,3:7,2:8, 1.9y 0:10, respectivamente. M: Fago $X174 digerido con Hae I1I. Las
flechas indican los fragmentos diferenciales entre los individuos.

Como se puede apreciar en esta figura, para cada fragmento amplificado hay una

sensibilidad diferente. En el caso del cebador OpRO7 se observan dos fragmentos que son
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detectados en una proporcion de 1:9, mientras que en el cebador OpS04 aparece un
fragmento que ofrece problemas para su deteccién cuando esta en proporcion 9:1. En funcion
de este resultado, parecia que existia la posibilidad de detectar marcadores en una amplia

ventana a ambos lados del locus analizado.

a) Andlisis de bloques segregantes en el cromosoma 6R
Para localizar marcadores en la zona del gen de tolerancia al aluminio situado en el
cromosoma 6R se realizaron analisis de bloques segregantes para dos loci de esta region. Uno
de ellos era, l6gicamente, el propio gen de tolerancia al aluminio y el otro se trataba del locus

isoenzimatico Lap/.

e Analisis de blogues segregantes para la tolerancia al aluminie en el
cromosoma 6K
Como dijimos previamente, en funcion de los resultados de ligamiento con
marcadores isoenzimaticos iniciamos la busqueda de marcadores RAPDs ligados al gen de

tolerancia localizado en el cromosoma 6R (A/t1) en la descendencia AR6.17Q.

Se realizaron amplificaciones en bloques de plantas tolerantes y sensibles del
cruzamiento AR6.17®, empleando 120 cebadores, correspondientes a los kits A, B, C,F, Ry
S de la casa Operon. La mayor parte de los cebadores empleados producian el mismo patrén
de amplificacién en ambos bloques. En la figura 17 se muestra un ejemplo de los resultados
obtenidos. Unicamente en ocho del total de cebadores empleados no se obtuvo ninguna
amplificacién (OpA19, OpC01, OpCo04, OpC09, OpC16, OpR14, OpR17 y OpR18). Con el
resto de cebadores se amplificaron un total de 452 fragmentos, con un rango de 1 a 10
fragmentos por primer. Del total de bandas analizadas se encontraron dos que estaban
presentes en el bloque de plantas tolerantes y no en el de sensibles. Estos fragmentos se
correspondian con la amplificacion de los cebadores OpB03 (655 pb) y OpRO1 (600 pb),
siendo denominados OpB03sss y OpR01 s (Figura 18).

61



Resultados

Figura 17.- Ejemplo de los resultados obtenidos en un analisis de bloques segregantes. Electroforesis
en gel de agarosa de los productos amplificados con 14 oligonucledtidos decameros. T: bloque de
plantas tolerantes al aluminio. s: bloque de plantas sensibles al aluminio.. M: Fago $X174 digerido con
Haelll.

Se procedié realizando amplificaciones en cada uno de los individuos de la
descendencia AR6.17®, por separado, con los mismos cebadores que habian mostrado
diferencias en los bloques (Figura 18). La determinacion de la segregacion mendeliana de los
dos fragmentos diferenciales de bloques se realizd mediante pruebas X, ajustandose la
segregacion de cada locus a la esperada en caso de dominancia (3:1). En ambos casos la

segregacion no se desvio significativamente de la esperada.

Figura 18.- Segregaciones de los fragmentos de RAPDs OpB03¢ss 'y OpRO01 ¢p0. Electroforesis en gel
de agarosa de los productos amplificados con los oligonucledtidos A) OpB03 y B) OpRO1 en 12
plantas de la descendencia AR6.17&. T: bloque de plantas tolerantes al aluminio. s: bloque de plantas
sensibles al aluminio. M: Fago ¢X174 digerido con Hae III. Las flechas indican los fragmentos
diferenciales.
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En la tabla 12 se muestran las segregaciones conjuntas de estos fragmentos de

RAPD:s con ¢l gen de tolerancia al aluminio y las distancias genéticas estimadas.

Loci Distribucion de la x? cM
descendencia
T,+ T, s+ s,
Altl,0pB03sss 64 9 7 17 3151*%** 219
Altl,0pR01 400 72 1 1 23 86,64*** 2,2

+t Hm ey
OpB03sss, OpRO1 g0 64 7 9 17 31,53*** 219

Tabla 12.- Relaciones de ligamiento obsevadas entre los loci OpB03gss, OpRO. g0 y Altl. ***X2 con
diferencias significativas a nivel de P<0,001.

o Analisis de blogues segregantes para el locus isoenzimético Lapl

El locds Lap! esta localizado en el brazo corto del cromosoma 6R. Nuestros
resultados de ligamiento entre At/ y loci isoenzimaticos localizados en 6R apuntaban la
posible localizacion en 6RS de Altl. Estos datos nos indujeron a pensar que Lapl se
encontraria probablemente en las proximidades del gen de tolerancia al aluminio. Como se
observa en la tabla 10, en la descendencia AR6.17® no se encontraba segregando Lapl, y
dado due en otros cruzamientos si segregaba, como era el caso de la F2 ARI1.13®, lo que
intentamos fue buscar fragmentos amplificados mediante RAPDs ligados a Lapl en ese

cruzamiento, para posteriormente, traspasar esos fragmentos a la F2 AR6. 17®.

Por lo tanto, en este caso se prepararon los bloques de plantas en funcién de su
genotipo para el locus Lap1. Se realizaron amplificaciones con 120 cebadores en bloques de
15 plantas con genotipos 11 y 22 para Lapi, en la F2 AR1.13®. De este modo, s¢
obtuvieron los fragmentos de amplificacion OpB15790 y OpB16,14s, asociados a los blogues 11
y 22 para Lapl, respectivamente.

La amplificacién con estos primers en los individuos del cruzamiento ARG. 17® rindi6

resultados diferentes para los dos fragmentos. El fragmento OpB16,,4s no se detectaba en la
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descendencia AR6.17®. Sin embargo, el fragmento OpB1579 si se amplificaba, mostrando
una segregacion de tipo 3:1 (Figura 19). En el analisis de ligamiento se comprob6 que no
existian recombinantes entre este locus y el locus de tolerancia al aluminio (Tabla 13).

pb

M 1 — T s

Figura 19.- Segregacion del fragmento OpB15;9y. Electroforesis en gel de agarosa de los productos

amplificados con el oligonucledtido OpB15 en 11 plantas de la descendencia AR6.17&. T: bloque de

plantas tolerantes al aluminio. s: bloque de plantas sensibles al aluminio. M: Fago ¢X174 digerido con
Haelll. La flecha indica el fragmento OpB 1579y

Loci Distribucion dela  X* cM
descendencia
T,+ T, s,+ s,

Alt1,0pB157,0 46 27 24 0 12)28** 0

Tabla 13.- Relaciones de ligamiento obsevadas entre el locus OpB157¢ 'y €l locus de tolerancia al
aluminio (4/t1). ** X* con diferencias significativas a nivel de P<0,01.

b) Analisis de bloques segregantes para la tolerancia al aluminio en otro

cromosoma diferente al 6R

En el cruzamiento AR1.13® se encontraba segregando un gen de tolerancia al
aluminio que no aparecia como ligado a isoenzimas localizadas en el cromosoma 6R. Se
realizaron amplificaciones en bloques de 15 plantas tolerantes y 15 sensibles de este
cruzamiento para intentar localizar dicho gen. El procedimiento empleado fue similar al
relatado con anterioridad. Se utilizaron 120 cebadores, correspondientes a los kits A, B, C, F,
Ry S de la casa Operon. Unicamente en 7 del total de primers empleados no se obtuvo
ninguna amplificacion (OpA19, OpC03, OpC04, OpC17, OpF11, OpF14 y OpF15). Con el
resto de cebadores se amplificaron un total de 422 fragmentos, con un rango de 1 a 11
fragmentos por primer. Del total de bandas analizadas se encontré una, correspondiente a la
amplificacion con el cebador OpS14 (705 pb), que estaba presente en el bloque de plantas

tolerantes y no en el de sensibles.
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Se amplificé con OpS14 el ADN de los individuos de la descendencia AR1.13®.
Si bien en el caso de los bloques las diferencias eran siempre claras, en el caso de plantas
individuales las amplificaciones no eran siempre eficientes, con lo cual a muchos
individuos no se les podia asignar un genotipo con fiabilidad. Por ello, se decidi6 pasar
directamente a la obtencion de cebadores especificos (SCAR) que permitieran el anlisis

de ligamiento.

2.2.2 Localizacién cromosomica de fragmentos amplificados por PCR en

lineas de adicion

a) Localizacién cromosomica de fragmentos amplificados por RAPDs

Paralelamente a los experimentos relatados hasta el momento, desarrollamos
experimentos de localizacion cromosdmica de fragmentos amplificados mediante RAPDs. De
esta forma, intentabamos producir un banco de marcadores moleculares de utilidad, tanto en

los estudios sobre tolerancia al aluminio como en futuros trabajos.

Se realizaron amplificaciones en trigo (CS), en centeno (I), en el anfiploide (CS-I) y
en las siete lineas disomicas de adicion trigo-centeno empleando 60 oligonucledtidos
decameros (Kits A, B y F). El nimero de fragmentos amplificados por cada oligonucledtido
oscilo entre 1 y 6 en trigo y entre 1 y 7 en centeno. Del conjunto de los 137 fragmentos
obtenidos en centeno, 45 solaparon con bandas de trigo y tan solo 21 pudieron ser
localizados, encontrandose estos repartidos a lo largo de los 7 cromosomas del complemento
haploide del centeno. Los 70 fragmentos restantes, pese a no solapar con bandas de trigo, no

se observaron en ninguna de las lineas de adicién.

Los 21 fragmentos localizados fueron a su vez asignados a un brazo cromosomico
determinado mediante amplificacion, empleando las lineas ditelosomicas correspondientes.
Por ejemplo, la amplificacién con el oligonucleétido OpA10 gener6 un fragmento de 370 pb
que fue localizado en el cromosoma 7R. Mediante amplificacion de las lineas ditelosdmicas
7RS'y 7RL este fragmento fue asignado al brazo largo del cromosoma 7 del centeno (figura
20).
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El tamafio del fragmento localizado con cada uno de los oligonucledtidos, el

cromosoma y el brazo cromosdmico en el que se localiza figuran en la tabla 14.

Oligonucledtidos  Tamaiio de los fragmentos Brazo
decimeros localizados (pb) cromosomico
OpA01 570 5RS
OpA02 304 6RL.
OpAO05 385 4RS
OpAO08 415 6RL
OpAlQ 370 7RL
OpAl3 230 6RL
OpAl7 466 IRL
OpA20 564 3RS
OpB04 325 3RL
OpB07 276 3RL
OpB15 365 6RL
OpBl6 175 3RL
OpB17 315 3RS
OpB18 330 3RS
OpFo1 263 2RS
OpF01 570 3RS
OpF01 476 7RL
OpF05 257 3RSy G6RL
OpFO08 311 2RL
OpF14 370 4RL
OpF19 221 2RL

Tabla 14.- Localizacién cromosomica de los productos de amplificacion obtenidos mediante RAPDs.

En la tabla 14 puede observarse que 13 de los 21 fragmentos fueron localizados en
los cromosomas 3R (OpB04sy5, OpB07:s OpBl6;5, OpB1735, OpB18s3, OpF0lsn y
OpF05,57), 4R (OpA053ssy OpF14375) y 6R (OpA02304, OpA13230, OpB15365y OpF05;s7),
donde se ha descrito la existencia de genes de tolerancia al aluminio, mediante el estudio de

lineas de adicion (Aniol y Gustafson, 1984).
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Como resultado de la amplificacion a partir del oligonucledtido OpAO8 se localizo un
fragmento de 415 pb en el cromosoma 6R del complemento haploide del centeno. Con el fin
de comprobar que las bandas de igual movilidad electroforética obtenidas en centeno, linea
6R y anfiploide correspondian al mismo fragmento de ADN amplificado, se procedio a la
transferencia de los productos de amplificacion a un filtro de nylon. Tras realizar la
hibridacién con una sonda especifica de centeno marcada con digoxigenina se confirm¢ la
hipétesis de partida, observandose los correspondientes productos de hibridacion en centeno,

la linea 6R y el anfiploide (figura 21).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 M

Figura 20.- Localizacién del fragmento OpA 10s5. Electroforesis en gel de agarosa de los productos
amplificados con el oligonucledtido OpA|10. 1: Triticum aestivum "Chinese spring". 2: Secale cereale
"Imperial". 3-9: Lineas de adicion CS-1 IR, 2R, 3R, 4R, 5R, 6R 'y 7R, respectivamente. 10: Anfiploide.

11y 12: Lineas ditelocéntricas de adicion 7RS, 7RL, respectivamente. M: Fago $X 174 digerido con

Hae 111 La flecha indica ¢l fragmento localizado.

B

- — -
M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Figura 21.- Localizacion del fragmento OpA08,;s. A) Electroforesis en gel de agarosa de los productos
amplificados con el oligonucledtido OpA08. B) Hibridacion con el fragmento de 415 pb (localizado en
el cromosoma 6R) marcado con digoxigenina. 1: Triticum aestivum "Chinese spring". 2: Secale
cereale "Imperial". 3-9: Lineas de adicion CS-I1 IR, 2R, 3R, 4R, 5R, 6R 'y 7R, respectivamente. 10:
Anfiploide. M: Fago lambda digerido con BstE II. Las flechas indican el fragmento localizado

Las localizaciones obtenidas a partir de la amplificacion con los oligonucleotidos
OpAO1, OpA02, OpA0S5, OpAl0, OpAl3 y OpB04 fueron confirmadas mediante la
realizacion de "dot-blots". Se llevo a cabo la hibridacion del ADN de trigo (CS), de centeno
(D), del anfiploide (CS-I) y de las siete lineas disomicas de adicion trigo-centeno, con sondas

marcadas con digoxigenina obtenidas a partir de los fragmentos de centeno (I), previamente

67



Resultados

localizados por RAPDs. Como resultado, se observo que las distintas sondas hibridaban con
el ADN de centeno, ¢l del anfiploide y el de la correspondiente linea de adicion en la que se

habia realizado la localizacion.

Estos resultados nos impulsaron a intentar la localizacién, mediante la técnica de dot-
blot, de diez de los fragmentos amplificados que no habian podido asignarse a ningun
cromosoma directamente. Estas localizaciones no fueron posibles porque, o bien, la sefial de

hibridacion aparecia en todos los puntos, o bien, aparecia en todos menos en el del trigo (CS).

b) Localizaciéon cromosémica de fragmentos con posible homologia con los
genes wali de trigo '

Se disefiaron cebadores especificos a partir de las secuencias conocidas de tres clones
inducibles por aluminio en trigo (walil, wali2 y wali5) (Snowden y Gardner, 1993;
Richards y col., 1994), con la finalidad de intentar localizar, mediante amplificacion en las
lineas de adicion trigo-centeno, los correspondientes genes homeodlogos en centeno. De esta
forma se trataba de comprobar si existia alguna relacion entre los genes de tolerancia al

aluminio presentes en nuestras descendencias y estos clones de trigo.

Se realizaron amplificaciones en las lineas de adicién trigo-centeno a una temperatura
de renaturalizacion de 60°C. Para comprobar que los fragmentos amplificados tenian
homologia con los genes de trigo, se transferian los geles de agarosa a filtros de nylon para
realizar hibridaciones tipo Southern, empleando como sonda los clones originales de trigo.
Los fragmentos de centeno que mostraban sefial de hibridacion eran secuenciados para
comprobar el grado de homologia con el trigo. En el apéndice I se muestran las secuencias

completas de estos fragmentos.

La pareja de cebadores disefiada a partir de la secuencia de wali/ amplificaba varios
fragmentos en el centeno Imperial. La hibridacion posterior mostré que Unicamente dos de
estos fragmentos (ralil.1 y ralil.2) presentaban cierto grado de homologia con la sonda de
trigo (Figura 23a). En ninguno de los dos casos estas bandas aparecieron en alguna de las

lineas de adicion y los resultados de la secuenciacion de los mismos indicaron que el grado de
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semejanza era mucho menor del esperado. Incluso se pudo observar que en los dos extremos

de estos fragmentos se hallaba el mismo cebador con la secuencia invertida.

En el caso de la amplificacién con la pareja de cebadores correspondiente a wali2 se.
observo la presencia de un fragmento de 985 pb en centeno (rali2). Mediante hibridacion con
la sonda de trigo, se pudo localizar dicho fragmento en los cromosomas 4R y 7R (Figura

23b). La secuencia de este fragmento mostré una homologia con ¢l clon de trigo del xx %

(Figura 22).

En la descendencia AR1.13® estaba segregando un gen de tolerancia al aluminio
localizado en un cromosoma diferente del 6R. Por ello, se realizaron amplificaciones en 10
individuos de esta descendencia con la pareja de cebadores de wali2, en la esperanza de que
pudiera existir ligamiento entre este fragmento de 985 pb y el gen de tolerancia al aluminio. A
una temperatura de 58°C se conseguia amplificar la banda, pero no hubo posibilidad de
observar variabilidad, ni directamente por presencia o ausencia, ni mediante digestion de los

productos de amplificacion con las 17 enzimas de restriccion descritas en material y métodos.

La pareja de cebadores correspondiente a wali5 no amplificé ninguna banda en

centeno y tampoco se observé fragmento alguno por hibridacién con la sonda de trigo

(Figura 23c).
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Figura 22.- Homologia de wali2
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Figura 23.- Amplificaciones por PCR (60 °C) con los cebadores especificos disefiados a partir de las
secuencias conocidas de los clones inducibles por aluminio en trigo A) walil, B) wali2 'y C) wali5. 1)
Electroforesis en gel de agarosa de los productos amplificados. IT) Hibridacion a 65°C con los clones
originales de trigo, marcados con digoxigenina. 1: Triticum aestivum "Chinese spring". 2: Secale
cereale "Imperial". 3-9: Lineas de adicion CS-1 /R, 2R, 3R, 4R, 5R, 6R y 7R, respectivamente. 10:
Anfiploide. M: Fago $X174 digerido con Hae III. Las flechas en el interior de las figuras indican los
fragmentos secuenciados, mientras que en el exterior muestran los fragmentos localizados.
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2.3 Obtencion de SCAR

En este trabajo se planted la obtencion de SCARs a partir de diferentes fragmentos
amplificados por RAPDs. El objetivo era, por un lado, aumentar la robustez de los
marcadores moleculares ligados a los genes de tolerancia al aluminio y, por otro, incorporar
nuevos marcadores ligados a dichos genes. Para ello, era necesario secuenciar cada uno de los
fragmentos de interés y, de este modo, poder disefiar cebadores “largos” que permitieran la
realizacion de amplificaciones especificas, siguiendo el protocolo descrito en material y

métodos.

Para cada pareja de cebadores se determind empiricamente su temperatura idonea de
renaturalizacion. La decision de esta temperatura dependia de dos factores: 1) debia
conseguirse amplificar Ginicamente el fragmento deseado y 2) debia producirse, si esto era
posible, la diferenciacion de los genotipos directamente por presencia o ausencia de la banda
amplificada. Logicamente, no fue posible en todos los casos alcanzar este segundo objetivo.
En la tabla 15 se muestran los fragmentos de ADN para los que se obtuvieron cebadores
especificos, el interés que podian tener en este estudio, las temperaturas establecidas para la
amplificacion y si se consiguio o no diferenciar directamente por PCR los genotipos. En el

apéndice I se presentan las secuencias obtenidas de los RAPDs, para el disefio de los

cebadores.
Locus Situaciéon T de Variabilidad por
renaturalizacion PCR
OpA08,s  Localizado en 6RL 69°C No
. OpB034ss Ligado a Alt] en 6K 61°C Si
OpB157, Ligado a Altl en 6R 63°C Si
OpB16,,.s Ligado a Lapi en 6R 65°C No
OpRO1s Ligado a Altl en 6R 63°C Si
OpS147s Ligado a A/f3 58°C No

Tabla 15.- Fragmentos de ADN para los que s¢ disefiaron cebadores especificos.

En el caso de los fragmentos OpB03¢ss, OpB1579 y OpR01sx se pudo mantener la
variabilidad previamente observada en RAPDs. Los datos de presencia-ausencia de estos
fragmentos fueron totalmente coincidentes con los previamente obtenidos para RAPDs
(Figura 24). Ademas, se intent6 confirmar la localizacién cromosémica de estos fragmentos,

mediante amplificacién en las lineas de adicion trigo-centeno. El locus OpB03ess fue el tnico
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caso en el que no se consigui6 su localizacion, dado que no se encontré ninguna temperatura
a la que se amplificara el fragmento en las lineas de adicion. Los fragmentos OpB157s0 y
OpRO1 sy fueron localizados en el brazo corto del cromosoma 6R (Figura 25), mediante

amplificacion con una temperatura de renaturalizacion de 63°C y 59°C, respectivamente.

Figura 24.- Segregaciones de los marcadores SCAR A) OpB03ss, B) OpB15799y C) OpRO1 60p.
Comparacién de los resultados de presencia o ausencia de los fragmentos de interés amplificados I) por
RAPD:s (con los oligonucledtidos decameros) y IT) por SCAR (con los cebadores especificos) en varias

plantas de la descendencia AR6.17®. M: Fago ¢X174 digerido con Hae III. Las flechas indican los
fragmentos de interés.

En cuanto a los fragmentos OpA08.;5, y OpBI16.4s, no se pudo detectar variabilidad
directamente por PCR. Por ello, se realizaron digestiones de los fragmentos amplificados con
las parejas de “primers” OpAO8F-R y OpB16F-R, empleando 17 enzimas de restriccion. De
esta forma, si fue posible detectar segregacion del fragmento amplificado con OpAO8F-R
mediante digestion con Rsal, ya que en algunos individuos aparecian tres nuevos fragmentos

de menor tamafio (Figura 26). La segregacion de este locus se ajustaba a una segregacion
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mendeliana (1:2:1) y en el analisis de ligamiento se comprobo que se comportaba como
ligado al gen de tolerancia al aluminio (Tabla 16). Sin embargo, no se encontr6 polimorfismo

con ninguna de las 17 enzimas de restriccion para el fragmento amplificado con OpB16F-R.
La localizacion de estos dos fragmentos en el cromosoma 6R fue confirmada, al igual que en
el caso anterior, mediante amplificacion en las lineas de adicion trigo-centeno. En el caso del
locus OpA08,;5 fue confirmada su localizacion previa en 6RL, amplificando a 69°C, mientras

que OpB16,,4s5 fue localizado en 6RS, amplificando a 61°C (Figura 27).

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Figura 25.- Localizaciones de los fragmentos SCAR A) OpB15799y B) OpROI s00. 1: Triticum
aestivum "Chinese spring". 2: Secale cereale "Imperial". 3-9: Lineas de adicion CS-I1 /R, 2R, 3R, 4R,
SR, 6R'y 7R, respectivamente. 10: Anfiploide. 11: Linea ditelocéntrica de adicion 6RL. M: Fago
$X 174 digerido con Hae III. Las flechas indican los fragmentos localizados.

194 - R ' TY VYDV -
118- e ¢ A L L & & ] ,

Figura 26: Segregacion del fragmento SCAR OpA08,;s. Electroforesis en gel de agarosa de los
fragmentos amplificados con los oligonucledtidos OpAOSF y R y posteriormente digeridos con la
enzima Rsa I en 16 plantas de la descendencia AR6.17®. M: Fago $X174 digerido con Hae III. El
fragmento a se corresponde en tamaiio con el producto de PCR sin digerir, mientras que los fragmentos
b, ¢ y d aparecen solamente tras la digestion con Rsal.
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3 4 5 6 7 8 9 10 11

Figura 27.- Localizaciones de los fragmentos SCAR A) OpA08,;5 y B) OpBI16,145. 1: Triticum
aestivum "Chinese spring". 2: Secale cereale "Imperial". 3-9: Lineas de adicion CS-1 IR, 2R, 3R, 4R,
5R, 6Ry 7R, respectivamente. 10: Anfiploide. 11: Linea ditelocéntrica de adicion 6RL. M: Fago
$X 174 digerido con Hae III. Las flechas indican los fragmentos localizados.

Loci Distribucion de la descendencia X2 cM
T,11 s,11 T,12 s,12 T,22 5,22
Altl,OpA08415 22 2 42 9 9 13 18,75%%** 33,5

Tabla 16.- Relaciones de ligamiento obsevadas entre OpA08,;s y Altl. *** X? con diferencias
significativas a nivel de P<0,001.

Para el Unico marcador de PCR ligado al otro gen de tolerancia al aluminio
(OpS147ys) el procedimiento seguido fue muy similar. Una vez disefiada la pareja de
cebadores OpS14F-R, se determind, como en los casos anteriores, la maxima
temperatura a la cual se amplificaba Gnicamente el fragmento esperado. Dicha
temperatura era de 58°C, pero no fue posible conservar la segregacion (presencia-

ausencia).

Se llevaron a cabo amplificaciones en individuos de la descendencia AR1.13® y
posteriormente se realizaron digestiones con 17 enzimas de restriccion. Con la enzima Hhal
pudo detectarse la aparicion, en algunos individuos, de un nuevo fragmento de 490 pb,
observandose una segregacion que se ajustaba a la de un caracter dominante (3:1) (Figura
28). En el analisis de ligamiento se comprobo que este fragmento se comportaba como ligado

al gen de tolerancia al aluminio. (Tabla 17).
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Figura 28.- Segregacion del fragmento SCAR OpS14ys.. Electroforesis en gel de agarosa de los
productos amplificados con los oligonucledtidos OpS14F y R y posteriormente digeridos con la enzima
Hhal en 16 plantas de la descendencia AR1.13®. M: Fago ¢$X174 digerido con Hae IlI. El fragmento
a se corresponde en tamafio con el producto de PCR sin digerir, mientras que el fragmento b aparece
solamente tras la digestion con Hhal.

Loci Distribucion de x?
la descendencia
T,+ T,‘ S,+ S,'

Alt3,0pS14705 48 27 32 2 14’94**

Tabla 17.- Relaciones de ligamiento obsevadas entre el locus OpS147s y el locus de tolerancia al
aluminio (47¢3). ** X* con diferencias significativas a nivel de P<0,01.

Para intentar localizar este fragmento se realizaron amplificaciones en las lineas de
adicion trigo-centeno. A una temperatura de 58°C aparecia un fragmento, del tamafio
esperado, en trigo, centeno y las siete lineas de adicion, mientras que al subir un grado mas la
temperatura este fragmento desaparecia de todas las lineas. Por ello, se realizaron
experimentos de tipo Southern, hibridando la PCR, a 68°C, con la sonda obtenida a partir del
fragmento amplificado en Imperial. De esta forma, se pudo localizar este fragmento en el

brazo cromosémico 4RL (Figura 29).

B
872-

603~

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Figura 29.- Localizacion del fragmento OpS14-,s. Hibridacion de los productos amplificados con los
oligonucledtidos OpS14F y R con el fragmento amplificado en el centeno “Imperial”, marcado con
digoxigenina. 1: Triticum aestivum "Chinese spring". 2: Secale cereale "Imperial". 3-9: Lineas de
adicion CS-I /R, 2R, 3R, 4R, 5R, 6R y 7R, respectivamente. 10: Anfiploide. 11: Linea ditelocéntrica de
adicion 4RL. M: Fago lambda digerido con BstE 11. La flecha indica el fragmento localizado.
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En la tabla 18 se resumen las localizaciones cromosomicas obtenidas para todos

los marcadores SCAR empleados, mediante el anélisis de lineas de adicién trigo-centeno.

Locus Brazo cromosémico
QJA 084 115 6RL
OpB03ss -
OpB157y 6RS
OPBI 6 7145 6RS
OpR01 54 6RS
OPSI 4 705 4RL .

Tabla 18.- Localizaciéon cromosomica de los marcadores SCAR obtenidos

3 Construccion de mapas genéticos en los cromosomas 6R y 4R

3.1 Construccién de un mapa genético en el cromosoma 6R

En la tabla 19 se muestran la totalidad de las segregaciones conjuntas obtenidas

con todos los loci que se encontraban segregando en la descendencia AR6.17®.

Los dos marcadores mas proximos al locus de tolerancia (A/t1) eran OpB15750 y

OpR01 ¢, hallandose a una distancia de 0 y 2,2 cM, respectivamente.

Una vez que habiamos obtenido una serie de marcadores isoenzimaticos (Acol,
Ndh2, Est6 y Est8) y basados en PCR (OpB03sss, OpRO01sos, OpB15700 y OpA084;5)
ligados al gen de tolerancia al aluminio en 6R (AltI), pasamos a construir un mapa
genético, empleando el programa MAPMAKER/EXP 3.0, con un LOD=4. El mapa

obtenido se muestra en la figura 30.
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Loci Distribuciéon de la descendencia X2 cM
Tl sl T2 si2 T22 822
Altl, OpA08ys 22 2 42 9 9 13 18,75%%* 33,5
Altl, Acol g8 16 43 6 22 2 31, 17%%* 24,6
T+ T, s, + 8,-
Alel, Est6 58 15 21 3 0,75 -
Altl, Est8 53 20 12 12 3,18 -
Altl, Ndh2 58 15 11 13 9,94%* 46,4
Alt1,0pB03sss 64 9 7 17 31,5 %%* 21,9
Alt1,0pB153 46 27 24 0 12,28%** 0
Altl,OpRO1 g 72 1 1 23 86,64 *** 2,2
1,01 11,12 11,22 12,11 12,12 12,22 22,11 22,12 22,22
OpA08aeAcol 0 7 175 39 7 19 3 0 5371*** 138
0+ 1. 12+ 12, 22+ 22,
OpA08,,s, Estd 14 10 44 7 21 1 12,11%* 29.9
OpA0G8s, Est8 22 2 38 13 5 17 27,1 3%%* 29.1
OpA08,s, Ndh2 24 0 45 6 0 22 T1, 130 6,4
OpA08,s, OpB03sss 24 0 45 6 2 20 29 7%k 9
OpA08.5, OpBlSze 9 15 40 12 1 3657+ 308
OpA08,;s, OpRO1 s 22 2 42 9 9 13 18,75%* 33,5
Acol, Est6 24 0 39 10 16 8 9,334+ 424
Acol, Est8 8 16 35 14 22 2 19 92%*x* 42,5
Acol, Ndh2 19 40 9 24 0 43,20%%% 16,8
Acol,OpB03gss 1 23 46 3 24 0 80,19%** 4,3
Acol,OpB157 24 0 40 9 6 18 38,41 %*x* 18,5
Acol,OpR0O1 gy 8 16 43 4] 22 2 31, 16%%* 24,6
F+ +, _+ -
Est6, Est8 47 32 18 0 10,86%** 0
Est6, Ndh2 52 27 17 1 5,83* 26,1
Est6, OpB03ss 54 25 17 1 5.08* 28,7
Est6, OpB15 59 61 18 9 9 533+ )
Est6, OpR014p 58 21 15 3 0,77 -
Est8, Ndh2 57 8 12 20 26, 29% %% 26,7
Est8, OpB03g;ss 56 9 15 17 16,893 x* 364
Est8, OpB15, 43 22 27 5 3,41 -
Est8, OpR014g 53 12 20 12 3,19 -
Ndh2, OpB03;ss 63 6 8 20 39,97%%* 17,5
Ndh2, OpB152, 44 25 26 2 8,37+ 32,2
Ndh2, OpR01g, 58 11 15 13 9. 96%* 46,4
OPBO3555, OPBI5790 45 26 25 1 10,17** 20,6
OpB03ss, OpR01590 64 7 9 17 31,53%%* 21,9
OpBI.f?pe OpRO1¢p0 46 24 27 0 12,29%%% 0

Tabla 19.- Relaciones de ligamiento obsevadas entre todos los loci localizados en 6R. * X’con
diferencias significativas a nivel de P<0,05; ** X* con diferencias significativas a nivel de
P<0,01; *** X? con diferencias significativas a nivel de P<0,001.
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2,1 ecM f:ﬁfw 500 p
55cM
pB]5790
16,1 ctM «Centromero
Acol
4,8 cM
OPBO3655
10,0 ctM
OPAO&;jj
6,4 cM
Ndh2
24.0 cM
0,7 cM Est6 6RL
Est8

Figura 30.- Mapa genético obtenido en el cromosdéma 6R.
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3.2 Construcciéon de un mapa genético en el cromosoma 4R
En el cromosoma 4R Gnicamente se pudo localizar el locus OpSI47s ligado al
gen de tolerancia al aluminio (4/t3) (tabla 18). En la figura 31 se muestra el mapa

genético obtenido.

Ali3 OpS143ps
235cM
4RL

Figura 31.- Mapa genético obtenido en el cromosoéma 4R.

Como se puede observar en la figura 31, el marcador OpSi47s se halla a una

distancia de 23,5 cM del locus de tolerancia A/3.
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1 Tolerancia al aluminio en centeno

Se han desarrollado diferentes métodos para analizar la tolerancia al aluminio en
plantas, como son: cultivos de células y tejidos, cultivo con soluciones de nutrientes,
ensayos de suelos y evaluacién en campo (revision en Carver y Ownby, 1995). La
utilizacién de un test de tolerancia que permita el analisis de un importante namero de
plantas simultaneamente, que posibilite la seleccion de individuos sin su destruccion y
que, sobre todo, sea fiable es la clave en investigaciones sobre la genética de la tolerancia
a un estrés por metales. Los test de tolerancia en cultivos cumplen estas tres condiciones,
presentando una elevada correlacion con los realizados en campo (Reid y col., 1971;
Campbell y Lafever, 1976, Howler y Cadavid, 1976; McCain y Davies, 1983). Ademas,
se han observado mayores grados de heredabilidad para la tolerancia al aluminio
empleando soluciones de nutrientes (0,73-0,89) (Campbell y Lafever, 1978; Camargo,
1984) que en el caso de ensayos en campo (0,49-0,72) (Nodari y col.,, 1982). Debe
tenerse en cuenta que en este tipo de test se pueden controlar en mayor medida las
condiciones de los experimentos, homogeneizando de este modo los resultados

obtenidos.

Esta ampliamente demostrado que el efecto principal del aluminio se ejerce en la
raiz, desde los estadios mas tempranos de desarrollo de la planta (Delhaize y Ryan,
1995). Nuestras observaciones indican que es especificamente a este nivel donde

aparecen los dafios en las plantas, diferenciando los genotipos tolerantes de los sensibles.

El centeno, junto con la avena, han sido descritos como las gramineas con mayor
grado de tolerancia, en contraposicion a otras especies como el trigo y la cebada, mucho
mas sensibles (Aniol, 1990). Los trigos més tolerantes, como es el caso de la variedad
“Atlas 667, no resisten concentraciones de aluminio superiores a 25 uM, mientras que
los centenos toleran, por lo general, concentraciones de hasta 150 uM. Nuestros datos
en las diferentes lpoblaciones de centeno han coincidido con los previamente obtenidos en
otros trabajos, donde se observaron niveles de tolerancia a concentraciones muy
similares a las empleadas por nosotros. En un estudio sobre tolerancia al aluminio en
centeno, Aniol y col. (1980) clasifican una serie de lineas consanguineas analizadas en

cuatro grupos: I) sensibles a 30 ppm de aluminio, II) sensibles a 50 ppm, II) sensibles a
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70 ppm y IV) tolerantes a 70 ppm, presentando todas las lineas del grupo Iy buena parte
de las del grupo Il una inhibicion irreversible del crecimiento de la raiz tras los
tratamientos. Dentro de esta clasificacion podrian incluirse las poblaciones que hemos
analizado. Asi, linea consanguinea Pool y los cultivares INK y Ailés se hallarian en el
grupo TV (altamente tolerantes), mientras que la linea consanguinea Riodeva estaria
encuadrada en el grupo III (medianamente tolerante). El hecho de que Ailés y Riodeva
tuvieran un comportamiento claramente diferenciable y que ademas no sufrieran dafios
irreversibles tras los tratamientos los convierten en un material idéneo para la realizacion

de cruzamientos donde analizar la genética de este proceso.

Todas las descendencias F1 analizadas, procedentes de cruzamientos entre
plantas de Riodeva y Ailés, presentaban tolerancia al aluminio, indicando que esta
tolerancia es dominante respecto de la sensibilidad. El hecho de que las medias de
crecimiento de la raiz en las F1 fueran ligeramente superiores a las observadas en el
cultivar Ailés (1,94 ¢m en las F1 frente a 1,46 cm en Ailés) podria deberse a que la
realizacion de los cruzamientos se llevo a cabo seleccionando las plantas de Ailés con

mayor crecimiento de la raiz tras los tratamientos.

En el caso de los retrocruzamientos, realizados a partir de las F1, se pudieron
observar segregaciones para la tolerancia del tipo 1:1 y 3:1, mientras que en las F2 las
segregaciones observadas eran del tipo 3:1 y 15:1. Estos datos indican que en estos
cruzamientos se encontraban segregando al menos dos genes independientes de
tolerancia al aluminio, con dominancia completa. Cabe destacar que el retrocruzamiento
y la F2 en los que segregaban simultaneamente dos genes de tolerancia al aluminio
(segregaciones 3:1 y 15:1, respectivamente) procedian de la misma F1 (Figura 13, pag
56), siendo sus medias de crecimiento superiores a las observadas en el resto de
descendencias, donde hay un Gnico gen segregando (Figura 12, pag 54). Estos resultados
indican la existencia de un efecto aditivo para la tolerancia al aluminio en centeno. A
mayor niimero de genes que confieren tolerancia al aluminio mayor crecimiento adicional

de la raiz.

La segregacion 9:7, observada en el retrocruzamiento AR1.7xR, podria deberse a

la existencia de algin gen supresor de la expresion de la tolerancia al aluminio en
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centeno, similar al caso del gen localizado en el brazo 655 de trigo (Aniol, 1990). Sin
embargo, esta segregacién podria explicarse simplemente por una ligera desviacion

estadistica de una 1:1.

El anélisis de las segregaciones para la tolerancia al aluminio en las descendencias
de los diferentes cruzamientos entre Ailés y Riodeva confirma la existencia de varios
genes de tolerancia, al menos dos, en centeno. En la literatura se citan tres genes de
tolerancia (4lt1, Alt2 y Ali3), localizados, por analisis en las lineas de adicion trigo
“Chinese Spring” y centeno “Imperial”, en los cromosomas 6RS, 3R y 4R,
respectivamente (Aniol y Gustafson, 1984). En un trabajo reciente de Aniol y Madej
(1996) se analiza la tolerancia al aluminio en una serie de lineas consanguineas de
centeno, generadas a partir de dos grupos de lineas hermanas, uno tolerante y otro
sensible al aluminio. Sus resultados muestran que, entre las sublineas procedentes de la
linea tolerante, un 75% son tolerantes, mientras que todas las procedentes de la linea
sensible son sensibles. La existencia de variabilidad en las sublineas podria significar que
los grupos de lineas hermanas no son tan homogéneos como se podria pensar, existiendo
genotipos heterocigbtos para la tolerancia. Ademdas, en el analisis de una serie de
cruzamientos F1 entre sublineas tolerantes y sensibles encuentran algunas descendencias
con dominancia incompleta, apareciendo un 25% o un 50% de plantas sensibles, lo que
significaria realmente que se estan observando segregaciones en estas descendencias de
los tipos 1:1 y 3:1. Todos estos datos podrian apoyar los resultados obtenidos por
nosotros, en el sentido de la existencia de al menos dos genes de tolerancia al aluminio

en centeno.

Se ha postulado en numerosas ocasiones que si en trigo se han hallado varios
genes de tolerancia, en centeno, por ser mas tolerante, deben existir aln méas genes,
controlando otros mecanismos adicionales de tolerancia (Aniol y col., 1980; Aniol,
1990). Nuestros resultados indican que el cultivar Ailés difiere en, al menos, dos genes
de tolerancia con Riodeva. Por otro lado, la linea consanguinea Riodeva debe poseer uno
o mas genes adicionales de tolerancia al aluminio, pues presenta también un grado
considerable de tolerancia (a una concentracion importante de Al, como es 100 uM, su
media de crecimiento es ain de 0,6 cm). Parece por lo tanto muy probable que en

centeno existan mas genes refacionados con la tolerancia al aluminio. Esta suposicién no
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es muy descabellada si se piensa en el elevado nimero de rutas metabolicas que puede

afectar un estrés de tipo abidtico, como es el caso del aluminio.

En este trabajo se han podido localizar dos genes asociados con la tolerancia,
mediante el empleo de marcadores isoenzimaticos y moleculares, en los cromosomas 4R
y 6RS. Si bien, como hemos dicho previamente, deben haber varios genes involucrados
en los procesos de tolerancia, las diferencias en comportamiento entre Ailés y Riodeva

indican que estos dos loci deben tener una participacion destacada en los mismos.

Se ha hecho referencia a la posibilidad de transferir los genes de tolerancia del
centeno al trigo, o al menos de sustituir las zonas de suelos acidos cultivadas con
centenos por triticales, obtenidos a partir de variedades tolerantes {Aniol y Gustafson,
1984). También, se ha demostrado que este proceso no seria tan factl ya que la expresion
de la tolerancia del centeno esta altamente influenciada por el fondo genético del trigo,
siendo ésta practicamente nula en variedades con trigos sensibles y elevada en presencia
de trigos mas tolerantes (Aniol, 1986). En los analisis poblacionales que hemos realizado
se puede comprobar que, pese al comportamiento muy tolerante predominante, aparecen
individuos dentro de las poblaciones con sensibilidad al aluminio. Este hecho podria
producir que en el proceso de seleccion para el desarrollo de triticales, sin presion
selectiva para el aluminio, se acaben por obtener triticales con centenos sensibles. A
estos factores que podrian influir en la mejora de los triticales habria que afiadir €l efecto
aditivo, relatado anteriormente, sobre la tolerancia al aluminio en centeno, no siendo
igual el empleo de un centeno con una sola dosis de un gen de tolerancia que el de otro
con varias dosis de varios genes. Por ello, la obtencion de marcadores ligados a estos
genes de tolerancia al aluminio en centeno, como los presentados en este trabajo, jugaria
un importante papel en los procesos de mejora de los triticales, colaborando en la
seleccion de plantas con un elevado numero de alelos “favorables” (por ejemplo, en

segregaciones 15:1 en F2) y su mantenimiento a lo largo del tiempo.
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2 Metodologias para la obtencién de marcadores en regiones

cromosémicas especificas

En este trabajo se han buscado marcadores RAPD ligados a los genes de
tolerancia al aluminio mediante el anélisis de bloques segregantes y la localizacion
cromosomica en lineas de adicion, para posteriormente transformarlos en SCAR. A

continuacion, discutiremos la eficacia de estos procedimientos.

2.1 Utilidad de los RAPDs como marcadores genéticos

La utilidad de los RAPDs como marcadores moleculares ha sido puesta en duda,
debido principalmente a su sensibilidad a diversos factores que influyen en las reacciones
de PCR. Los productos de amplificacion son muy dependientes de la calidad y
concentracion del ADN molde, de la polimerasa y del resto de productos incluidos en la
mezcla de reaccion (especialmente el Mg™"). Ademas, las temperaturas y tiempos de cada
uno de los segmentos del programa empleado para amplificar, asi como el nimero de
ciclos y el tipo de termociclador utilizado son también elementos que influyen
notablemente en los perfiles de amplificacion obtenidos (Penner y col., 1993; Schierwater
y Ender, 1993; Wolff y col, 1993). En repetidas ocasiones, se ha demostrado que se
puede conseguir un alto grado de repetibilidad, si se establece un riguroso protocolo de
actuacion (revision en Smith y Williams, 1994). En este trabajo se muestra que los
RAPDs, en union con otras metodologias , como el analisis de bloques segregantes y los
SCAR, son unas herramientas de indudable utilidad para la obtencién de marcadores

fiables y de interés para la mejora en plantas.

2.2 Anailisis de blogues segregantes

El analisis de bloques segregantes (BSA) es un procedimiento rapido y eficaz
para la localizacion de loci en regiones determinadas del genoma. En este trabajo ha sido
posible hallar marcadores ligados a dos genes de tolerancia al aluminio, situados en dos
regiones diferentes, empleando 120 cebadores. Asi, se han estudiado aproximadamente
450 fragmentos de PCR, con notable ahorro de tiempo y dinero, en comparacion con los

analisis de ligamiento tradicionales.
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Michelmore y col. (1991) determinaron que la ventana en la que se pueden
localizar marcadores de RAPDs en 15 cM, mientras que nosotros hemos encontrado
marcadores a distancias de hasta 26,4 ¢M (A/tI-OpB03ss5). Parece bastante razonable
pensar que la sensibilidad de deteccion esta directamente relacionada con la “capacidad”
de amplificacién de cada uno de los fragmentos y con el nimero de individuos que
contengan cada bloque, como se observa en el experimento realizado con los cebadores

OpRO7 y OpS04 (Figura 16, pag 60).

En nuestro caso, realizamos los bloques de plantas a partir de descendencias F2,
en funcion de su tolerancia o sensibilidad al aluminio. La tolerancia era dominante sobre
la sensibilidad, y por lo tanto en el bloque de plantas tolerantes habia tanto homocigotos
(TT) como heterocigotos (Tt). Esta es la causa por la cual solamente podiamos
encontrar marcadores ligados en acoplamiento con la tolerancia. Un ejemplo de esta
situacién se muestra en la figura la (pag. 23). De este modo, estabamos perdiendo
aproximadamente la mitad de marcadores. Esta situacion no se producia cuando los
bloques se realizaban en funcién del marcador codominante Lapl. Otra opcion hubiera
sido la realizacion de los bloques en funcion de los datos de las F3, para de esta forma
diferenciar los genotipos homocigotos tolerantes de los heterocigotos tolerante-sensible.
Pensamos que era mas eficaz emplear un nﬁmefo de cebadores mayor y no tener que
esperar una nueva generacion, donde seria necesario realizar los test de tolerancia al
aluminio en unas 1000 plantas por cruzamiento. El nimero de marcadores que se han
podido conseguir no es menor que los obtenidos en otros trabajos de similares
caracteristicas, como en los trabajos de Michelmore y col. (1991) (100 cebadores
analizados y 3 fragmentos ligados al gen Dm5/8), de Schachermayr y col. (1994) (495
cebadores analizados y 3 loci ligados al gen Lr9) o de Woeste y col. (1996) (400
cebadores analizados y 2 fragmentos ligados al gen de hipersensibilidad a CLRV).

Para localizar los marcadores ligados en repulsion con el locus de tolerancia al
aluminio realizamos bloques en funcion de otro locus situado en la zona de interés, como
era el caso de Lapl (Figura 1b, pag 23). De esta forma, se pudo obtener, en otra
descendencia, el fragmento OpB155, ligado al bloque de plantas con genotipo 11 para
Lapl, y con posterioridad transferirlo directamente a la descendencia donde segregaba la

tolerancia al aluminio, comprobando que se encontraba ligado en repulsién con el locus
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Altl. Estos resultados demuestran que esta puede ser una estrategia alternativa al analisis

de bloques en F3.

2.3 Localizacién cromosémica de fragmentos amplificados por RAPDs en lineas de
adicion

Los trabajos de localizacion cromosomica de fragmentos de RAPDs en lineas de
adicion tenian como objetivo inicial la obtencion de marcadores en el cromosoma 6R de
centeno, para poder incrementar el nimero de loci ligados al gen de tolerancia al
aluminio localizado en este cromosoma por el anélisis de isoenzimas. Logicamente, se
localizaron fragmentos en todos los cromosomas del complemento haploide de centeno.
De esta forma, estabamos produciendo un banco de marcadores moleculares de utilidad,

tanto en los estudios sobre tolerancia al aluminio como para otra serie de trabajos.

En el analisis llevado a cabo para localizar RAPDs han sido empleados 60
oligonucleotidos decameros, de los cuales aproximadamente un 35% han generado
segmentos de ADN que han podido ser localizados en cromosomas especificos de

centeno. De este modo se han encontrado marcadores en los 7 cromosomas de centeno.

La confirmacion de seis de las localizaciones pudo realizarse mediante ensayos
de dot-blot. Sin embargo, con esta metodologia no fue posible obtener nuevas
localizaciones. La amplificacion de un elevado porcentaje de fragmentos que contienen
secuencias altamente repetidas (Williams, 1990), repartidas por todos los cromosomas,
parece ser la causa mas probable que impide su localizacion, pues estas secuencias deben
ser las que producen hibridacion cruzada con el ADN de trigo o con el resto de lineas de
adicion.

En centeno han sido amplificados 137 fragmentos de los cuales 46 (33%)
solaparon con bandas de trigo. De los 91 restantes, 21 (15%) pudieron localizarse en

alguna de las lineas de adicion trigo-centeno y 70 (51%) no se observaron en ninguna.

El hecho de que exista un alto porcentaje de fragmentos especificos de centeno

que no aparecen en ninguna de las lineas de adicion puede deberse a que estos
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fragmentos sean productos de amplificacton de secuencias repetidas en centeno pero no
en un nimero suficientemente alto en cada cromosoma como para ser visualizados en el
gel de amplificacion, en este caso, estos fragmentos son visualizados como producto de
amplificacion del anfiploide trigo-centeno. Otra explicacién posible podria ser la
existencia de competencia de las secuencias diana de trigo y centeno por los cebadores,
en cuyo caso estos fragmentos tampoco se observan como producto de amplificacion del

anfiploide.

En este trabajo no ha sido posible localizar ningun fragmento en el brazo
cromosdmico 6RS, con lo cual no se consiguieron, mediante este sistema, fragmentos
estrechamente ligados al locus A/t/. Sin embargo, no deja de ser una técnica eficaz en la
obtencién de marcadores moleculares, dado que el nimero de oligonucleétidos que

pueden ser empleados en la amplificacion es practicamente ilimitado.

Sin embargo, el fragmento OpA08,,s, situado en 6RL, ha podido incorporarse en
el mapa del cromosoma 6R. Este hecho demuestra la utilidad de la localizacion de
marcadores de PCR, mediante amplificacion por RAPDs en lineas de adicion y posterior

transformacion en SCAR.

En la actualidad, se estan obteniendo marcadores SCAR a partir del resto de
fragmentos localizados en los cromosomas 4R (OpA053ss y OpFli437) y 6R (OpA02;04,
OpA 13330, OpB153:ssy OpF05,57), para intentar de este modo incrementar el nimero de
marcadores ligados a los genes de tolerancia al aluminio localizados en estos

cromosomas.

2.4 Obtencion de SCAR

El desarrollo de marcadores SCAR es una herramienta adicional que aporta una
serie de ventajas sobre los RAPDs. El empleo de RAPDs nos ha posibilitado la obtencion
de una serie de marcadores ligados a los loci de tolerancia al aluminio, pero su gran
sensibilidad a las condiciones de la PCR, la amplificacién de varios fragmentos con cada
oligonucledtido y su naturaleza dominante restringen en gran medida su uso posterior.

En muchos casos, el principal problema de los marcadores RAPDs reside en la gran

89



Discusion

dificultad para su transferencia entre variedades, e incluso para su empleo en laboratorios
distintos de donde originariamente se consiguieron. Debido a la mayor longitud de los
cebadores de SCAR, y por consiguiente, la mayor temperatura empleada en la PCR,
hemos conseguido, en todos los casos, la amplificacion especifica de los fragmentos de
interés. Asi, se facilita enormemente la transferencia de estos marcadores a otras
descendencias y poblaciones, permitiendo su empleo en aplicaciones como la mejora

asistida por marcadores o la captura de genes.

El polimorfismo observado en los RAPDs (presencia-ausencia) puede ser
causado por diferencias en la secuencia en las zonas de unién de los cebadores o por
reordenaciones estructurales en la zona amplificada. Paran y Michelmore (1993)
encontraron, ademas de diferencias en las zonas de unién, reordenaciones que afectaban
al segmento amplificado, ya que al analizar un total de nueve SCAR diferentes,
observaron que en tres de los casos no era posible la amplificacion en uno de los
parentales, En nuestro caso, todas las amplificaciones empleando las parejas de
cebadores largos han permitido, al disminuir la temperatura, la amplificacion de los
fragmentos en los dos parentales. Por lo tanto, parece claro que en la mayor parte de las
ocasiones el polimorfismo observado en los RAPDs se produce por diferencias en las

zonas de unién de los oligonucleétidos.

En todos los fragmentos en los que se detect6 variabilidad mediante RAPDs se
pudo mantener esta variabilidad en las amplificaciones especificas, excepto para el locus
OpS14;5. Esta efectividad en el mantenimiento de la variabilidad observada en las
amplificaciones por RAPDs puede deberse, en gran medida, a que para el disefio de los
cebadores especificos decidimos mantener las diez bases del cebador de RAPD, pues esta
era la “diana” fuente de polimorfismo. Otro dato a tener en cuenta es que, pese a
mantener estas secuencias, al aumentar el tamafio del oligonucledtido hasta 21 pb, estas
se ven desplazadas hacia el extremo 3’, zona en la que las ADN polimerasas tienen una
mayor permisividad para la existencia de bases no apareadas (“mismatches”) entre las
secuencias del cebador y la hebra molde, pudiendo por tanto amplificarse los fragmentos
en los dos parentales. En este punto jugé también un destacado papel la ADN polimerasa

empleada en estos experimentos (Fragmento Stoffel, Perkin Elmer), pues una de sus
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caracteristicas es la gran especificidad en su amplificacion, no aceptando practicamente

“mismatches” en ningin punto de las dianas de los cebadores.

La realizacion de digestiones de las amplificaciones permite, por un lado, incluir
nuevos marcadores, y por otro, convertir los marcadores dominantes en codominantes.
En este trabajo se han incluido dos loci por este procedimiento (OpA0845 y OpSI4s).
Unicamente para el fragmento OpBI6;4s no se pudo encontrar variabilidad. En
situaciones como esta, en las que el fragmento se amplifica en los dos parentales, se
pueden probar varios métodos para identificar polimorfismo: 1) Buscar diferencias en
una base mediante electroforesis en gradiente de desnaturalizacion 2) Secuenciar ambos
parentales para hallar estas diferencias que pueden posteriormente ser identificadas con
un enzima de restriccion o mediante el disefio de cebadores especificos de alelos y 3) El
polimorfismo se puede buscar en otras lineas con mayor divergencia genética. Como
puede observarse, una vez que se han obtenido marcadores RAPDs son muchos los
caminos que se pueden seguir para que estos tengan una aplicacion util en el campo de la

mejora en plantas.

3 Localizaciéon del gen de tolerancia Altl y construccion de un mapa en
el cromosoma 6R

Con los marcadores que se comportaron como ligados al gen de tolerancia al
aluminio localizado en el cromosoma 6R se construydé un mapa en dicho ¢romosoma
(Figura 30, pag. 79). Los resultados de los andlisis de ligamiento (Tabla 19, pag. 78)
coinciden con los datos de localizacion cromosomica. Los loci isoenzimaticos Got3 y
Pgml, que se compénaron como independientes, se encuentran localizados en los brazos
cromosomicos 3RL y 4RS, respectivamente, mientras que aquellos que se comportaron
como ligados (Acol, Ndh2, Est6 y Est8) se localizan en el brazo cromosémico 6RL
(Tabla 10, pag. 57). En el caso de los marcadores SCAR también coincidieron los datos
de localizacion con los de ligamiento, ya que todos los loci que aparecieron como ligados
fueron localizados, bien en el brazo 6RS (OpB1579 y OpR0140), 0 bien en el brazo 6RL
(OpA08,;5). Unicamente en el caso del locus OpB03ss5 no se consiguio su localizacion
con lineas de adicion (Tabla 18, pag. 77), aunque los analisis de ligamiento indican que

se encuentra en el brazo 6RL, entre Acol y OpA08y; 5.'
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En el cromosoma 6R de centeno se han localizado una apreciable cantidad de
marcadores genéticos. Hasta el momento, existen varios trabajos con datos de ligamiento
en este cromosoma {Benito y col., 1991; Wehling, 1991; Wricke, 1991; Philipp y col,,
1994; Loarce y col., 1996).

Las distancias genéticas obtenidas en este trabajo son muy semejantes a las

descritas en trabajos previos (tabla 20).

Loci Distancia Referencias
(cM)
Acol-Ndh2 16,8
16+3,8 Wehling, 1991.
16 Philipp y col.,, 1994.
Acol-Est6 424
30,4441 Benito y col., 1991.
Acol-Est8 425
29,6+4,1 Benito y col., 1991.
33+3,7 Wehling, 1991.
Ndh2-Est6 26,1
Ndh2-Est8 26,7
22+1.6 Wehling, 1991.
22+1,6 Wricke, 1991.
22 Philipp y col., 1994,
Est6-Est8 0,7

0,5+0,5 Benito y col., 1991.
Lapl-Acol  33,66£3,7  Benitoy col, 1991.
41,46:5,6  Benito y col., 1996.
Tabla 20.- Relaciones de ligamiento obtenidas entre los loci isoenzimaticos localizados en ¢l
cromosoma 6R. En primer lugar aparecen los resultados de este trabajo.

En este trabajo no ha sido posible estimar la distancia genética existente entre el
locus de tolerancia A%t/ y el locus isoenzimatico Lap/, debido a que no se encontraban
segregando conjuntamente en ninguno de los cruzamientos analizados. Existen una serie
de datos, como son: la localizacién de Lap/ en el brazo 6RS (Tang y Hart, 1975), las
distancias genéticas obtenidas previamente entre Lap! y lA‘:coj’ (tabla 20) y el hecho de
que hemos obtenido un marcador SCAR estrechamente ligado a Lapl y a Altl
(OpB15790), que indican que Lap! debe estar estrechamente ligado a Al¢1.
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Como dijimos previamente, Aniol y Gustafson (1984) localizaron un gen mayor
de tolerancia al aluminio (4/t1) en el brazo cromosémico 6RS del cultivar de centeno
Imperial. Parece bastante probable que el locus de tolerancia que nosotros hemos
localizado en el mismo brazo cromosémico del cultivar Ailés se trate del mismo gen. Los
marcadores moleculares que hemos detectado mas proximos a este locus, mediante el
analisis con el programa MAPMAKER/EXP 3.0, son OpR0. 00 y OpB15760, hallandose a
una distancia de 2,1 y 5,5 cM, respectivamente. Si bien estas distancias suponen una
proximidad importante al gen, es necesario conseguir una aproximacién aiin mayor, si lo
que se desea es su captura. Para ello, es necesario, por un lado, aumentar el nimero de
marcadores a analizar | y sobre todo, incrementar el nimero de individuos incluidos en

los analisis.

Para incluir nuevos marcadores en esta region se utilizaran los fragmentos de
RAPDs localizados en 6R en este trabajo (OpA023ps, OpA133230, OpB153s5y OpF05.s7),
junto con nuevos fragmentos localizados y sondas de RFLPs localizadas en este
cromosoma en centeno y especies afines. Para incrementar el nimero de individuos en
los analisis, los loci OpRO0Isss y OpB1534 jugarian un papel vital, pues podrian ser
empleados para identificar las diferentes descendencias en las que se encuentra

segregando dicho gen, y no otro, para asi poder agruparlas.

4 Localizacién del gen de tolerancia A/f3 en el cromosoma 4R

En el caso del gen de tolerancia localizado en el cromosoma 4R el nimero de
marcadores obtenidos ha sido muy inferior. No se ha encontrado ninguna isoenzima
ligada al locus de tolerancia, debido a que en la descendencia del cruzamiento en el que
segregaba este gen no segregaba, en cambio, ningin locus isoenzimdtico localizado en el
cromosoma 4R. El Gnico fragmento de PCR ligado (OpS{47s) se halla a una distancia de
23,5 ¢cM. Si bien este SCAR esta més alejado que los del cromosoma 6R, podria
emplearse también como punto de partida en el anélisis y agrupamiento de descendencias
en las que segregue este gen de tolerancia. Este fragmento esta localizado en el brazo
4RL, pero pese a esto no es posible asegurar que el locus de tolerancia se halle también

en este brazo cromosomico.

923



Discusion

Los analisis de los fragmentos amplificados con las ﬁarejas de cebadores
disefiadas a partir de las secuencias wali de trigo (walil, wali2 y wali5) han posibilitado
la localizacién de un fragmento con elevada homologia con el clon wali 2 de trigo en los
cromosomas 4R y 7R. Cabe destacar que el clon wali2 es el inico que presenta un patron
de expresion diferencial entre genotipos tolerantes y sensibles. Si bien no ha sido posible
ligar este fragmento con el gen de tolerancia localizado en el cromosoma 4R, no se
puede descartar que tenga alguna relacion con él. Realmente, los fragmentos
amplificados son dos, de igual tamafio, ya que se localizan en dos cromosomas diferentes
de centeno. Por ello, habria que conseguir la secuenciacion de cada uno de estos dos

fragmentos y poder diferenciarlos mediante el disefio de cebadores adecuados.

Ademas del trabajo de Aniol y Gustafson (1984), en el que localizan un gen de
tolerancia (4/13) en el cromosoma 4R de centeno, existen otros trabajos que han descrito
la existencia de genes de tolerancia al aluminio en el grupo de homeologia 4 de otras
especies de cereales. Hay genes localizados en el cromosoma 4H de cebada (Stolen y
Anderson, 1978; Reid, 1970) y recientemente, se ha localizado un gen de tolerancia al
aluminio, mediante ligamiento con RFLPs, en el brazo 4DL de trigo (Riede y Anderson,
1996), que coincidiria con la localizacién en el brazo 4R/ del locus que hemos hallado en
el cultivar Ailés, aunque es necesario tener en consideracion las diferentes
translocaciones que afectan al cromosoma 4R de centeno. Estos datos parecen indicar la
existencia de un mecanismo de tolerancia comin a todos los cereales, localizado en el

grupo de homeologia 4.

Como dijimos con anterioridad, en el cromosoma 4R hemos localizado, por
amplificacion en lineas de adicion, los fragmentos OpA05:ss (en 4RS) y OpF14370 (en
4RL). Estos marcadores, transformados en SCAR, junto con una serie de marcadores
RFLPs localizados en este cromosoma, procedentes de centeno y espécies afines, seran
empleados ,como en el caso del locus Altl, para la obtencion de marcadores mds

proximos al locus A/3.

94



Discusion

5 Futuras aplicaciones

Para un mejorador que trata de desarrollar nuevos cultivares, el tipo de herencia
es de indudable interés. La seleccién de caracteres determinados por unos pocos genes
dominantes es mucho mas ficil que seleccionar para caracteres determinados por muchos
genes con poco efecto. La genética de la tolerancia al aluminio en trigos, triticales y
centeno es un caso tipico con unos pocos genes mayores y bastantes genes menores. En
este caso es ventajoso seleccionar para homocigdsis los genes mayores y posteriormente
los menores. Este procedimiento unicamente puede llevarse a cabo si estos genes
mayores son claramenete identificados y se obtienen marcadores genéticos para su

seleccion.

Disponemos de descendencias F2 en las que segregan dos genes que confieren
tolerancia al aluminio en centeno y en las que se pueden seleccionar, mediante el empleo
de los marcadores obtenidos, plantas homocigotas para ambos loci. Estas plantas podran

emplearse en la obtencion de triticales mas tolerantes.
Ademas, la obtencion de nuevos marcadores, més proximos a estos genes,

deberan posibilitar su captura y el conocimiento de la relacion entre los mecanismos

fisiolégicos de la tolerancia al aluminio y dichos genes.
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1. En base al crecimiento adicional de la raiz tras los tratamientos con aluminmo, las
variedades estudiadas pudieron clasificarse en tres grupos. El cultivar Ailés era el mas
tolerante, la linea consanguinea Riodeva era la mas sensible, mientras que el cultivar INK y
la linea consanguinea Pool mostraron una tolerancia intermedia. Las raices de las plantas
sensibles al aluminio presentaron una serie de diferencias morfologicas, claramente

apreciables.

2. Los analists realizados en descendencias F1, F2 y retrocruzamientos indican que en
estos cruzamientos se encuentran segregando al menos dos genes de tolerancia al

aluminio, con dominancia completa y efecto aditivo.

3. Se han localizado marcadores en los 7 cromosomas del complemento haploide de
centeno, mediante amplificacion por RAPDs en las lineas de adicion trigo “Chinese
Spring-centeno “Imperial”. Los 21 fragmentos localizados fueron a su vez asignados a
un brazo cromosdmico determinado empleando las lineas ditelosomicas correspondientes.
El fragmento OpA08,,s, situado en 6RL, ha podido incorporarse en un mapa del
cromosoma 6R, comportandose como ligado a la tolerancia al aluminio. Este hecho
demuestra la utilidad de la localizacion de marcadores de PCR, mediante
amplificacion por RAPDs y posterior transformacion en SCAR. Ademas, se han
localizado otra serie de fragmentos en los cromosomas 4R (OpA05:ss y OpFl14s7) y
6R (OpA02sps, OpA13230, OpB15sss y OpF05;55), que llevan informacion para la

tolerancia.

4. En el caso de las amplificaciones con las parejas de cebadores procedentes de los genes
wali de trigo, inducibles por aluminio, se pudo localizar un fragmento de 985 pb en los
cromosomas 4R y 7R de centeno, que presenta una elevada homologia con el clon de

trigo wali2.

5. Mediante analisis de bloques segregantes, ha sido posible hallar RAPDs ligados a dos
genes de tolerancia al aluminio, situados en dos cromosomas diferentes. Los
marcadores OpB03sss5, OpBl1500 v OpR01sy estan ligados al gen de tolerancia Alf1,
localizado en el cromosoma 6R, y el marcador OpSi4y; al gen Alt3, localizado en el

cromosoma 4R,
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6. La secuenciacion de los extremos de varios de los fragmentos amplificados por RAPDs
(OpA084;5, OpB03sss, OpB1579, OpB16;14s, OpROIsor y OpSi475) y el disefio de
cebadores largos, a partir de estas secuencias, ha permitido la amplificacion especifica de
estos fragmentos de ADN (SCAR). Los marcadores SCAR obtenidos se comportan como
ligados a los caractéres de interés y su localizacidon cromosémica se ha confirmado

mediante la amplificacion en lineas de adicion trigo-centeno.

7. Con los marcadores isoenzimaticos y de PCR, localizados en el cromosoma 6R se
construyé un mapa genético en dicho cromosoma. El orden mas probable de los loci
analizados es el siguiente:

OpRO sp0-Alt1-OpB 15 709-centrémero-Acol-OpB03sss-OpA 08 4;~-Ndh2-Est6-Est8.
El locus Lap!/ no ha podido incluirse en este mapa, pero debe estar estrechamente

ligado al locus Alt/, en el brazo corto (6RS).

8. Los marcadores mas proximos al gen de tolerancia al aluminio 4#¢1 fueron OpR0O1sep y
OpB15;79, hallandose a una distancia de 2,1 y 5,5 cM, respectivamente. Estos
fragmentos fueron localizados en el brazo cromosémico 6RS, confirmando la
localizacion de Alt en este brazo. Parece bastante probable que este gen de tolerancia
sea el mismo que el previamente localizado mediante el analisis de lineas de adicidn

por Aniol y Gustafson (1984).

9. En el brazo cromosémico 4RL se ha podido localizar e] fragmento de PCR OpSi47s que
se comporta como ligado al gen de tolerancia al aluminio A3, a una distancia de 23,5
c¢M. Como en el caso anterior, parece probable que este gen de tolerancia sea el mismo

que otro previamente localizado en este cromosoma, mediante el analisis de lineas de

adicion, por Aniol y Gustafson (1984).

10 Existen una serie de trabajos que han descrito la existencia de genes de tolerancia al
aluminio en el grupo de homeologia 4 de diferentes especies de cereales. Nuestros
datos podrian apoyar la hipétesis de la existencia de un mecanismo de tolerancia

comtn a todos los cereales, localizado en el grupo de homeologia 4.
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Apéndice 1

Secuencias obtenidas de los fragmentos de ADN de centeno que mostraron alguna
sefial de hibridacién con las sondas wali de trigo (rali) y de los RAPDs, a partir de los cuales
. 1 ., .
se diseftaron cebadores largos para la obtencion de marcadores SCAR (en negrita se

muestran los cebadores empleados en las amplificaciones):

ralil.1 (768pb)
CAGGTCGCCGECCETGETCETCCTCGTGARAACGAGATGGTGGCAGCATTGATTTGCAT GCATGCACAAACCAG
TTATTAGTCGTGCTTCACCT TACATCCTCGTCCTTTTTCTCCARAGAGGTATTTCTTTGGCCAATGCATGCAT
GAGTGAAGGAGTTATTGTTGGGTTGCATGCAGAAAAAGAGGGAGAGGAAGTTGCAT GCGAGGGAGTCTTGGAG
AGGGATGAGAGCGGGCTACACAGCCAAGTACTATTCCCAATATTTGCTCCACTTTTTATGCAACAGCCTTGET
ACTACGAAAAGATTTTAAACTTAGGCGCTGTTTATATGGAAGGAAGGAGTAGTTTCCAATGATATTATTTCTT
GGTGACATGCATTCAACATTTTAAGGTCAAAACTTGGAGCAAAATGCARAGGGGACCAATAGACCAGTAA
ACATCAAAGTTCTCTCGTTTTGCCCGAACTTGGTCTCGGTGAGATGACTATACTGCACCGGCACAGAGGE
AGGGCTGGGAGGCCCGAGGAGTACATGGCCAACACACACGTGAATGCARCGCATTCTGCACTTCTCATAT
ARAGGCTCCCCGACAGTCCAATCTACGAAATACAATGCACCTACGCACCCTAACCAAGGGCAAGAGTGAA
CACTCCAATCGCATGATCAGTTGACTAGTAGAAGCTATACCCATGGAGGCGATGAGCGCGACCATCAGCC
GGCTGTGTGAGATGGTCCACGACCACGGCGBCGACCTS

ralil.2 (375 pb)
CAGGTCGCCGCCGTGGTCGTTGGCCGGTCCGCTCGGTCCGGCCCGAGCTTGGACGCCGCCGGTCCGGTCCCT G
AAATCACACAGTATGTTCTETTTGGETTCTGAAACGTTCATCAACGAGTTTCGCTCTCCGCCTCCGCAGCGTT
CTTCAGGCACCGGCCCAAGCTGCAGCTCCGACCAT CTGCAGCCGTCCTCGCACAGCGGGGCGACGGAGGCAAC
AATGGGEGEGCATCCACCAGCOGCTGCCAGAGCCGGAGGLAGAGCCGAAGCACAAGATATCGCTCGAGCTGACA
CTCTCCTTCACCTACATGTTAGCCACCTTCAGATCGACCATCACTCTCTGCCCCACTGTTGTTAACTTAGAAC
ACGACCACGGCGGCGACCTG

OpA0845 (415 pb)

GTGACGTAGGGTGCGTATGCATTCAATGACTTGAAGACTACT TAGAGCAGGGTTAACAATATAGCCGACT
CAATGGCTATAATATATTGACAGGCCGTCTATAGCAAAGGT GTAGTACATAACAATGGTAATTTATTGCA
TTCAGTGCTATTAATTAGCACATAGTATTCATTTCATGTATAATAGTAAACATCACGTTCTCTCGTTTCC
ACTCCGCTGTGCGTGCCAAATGATTATTCACCTAGACGGAGGGAGTAGTACTTGTTTACAACATGGCCCA
TCATTCACTCTCACATATCTTCTTGGAGCTCGTGCTACAGCTGGCTGTAAATCTACATCACGCTTACTTC
TCTCTTATCTGACTGAGGCAAAGATATAGTACAATATTTTAAGCCTTACAGCCTGCCTACGTCAC

OPB 03 658 F

CATCCCCCTGGAGAATAGGACAGAGGCTTTCGGARAGGT GCTAGGGAACTGGATTGGTAARGCAGTATGG
GTGGAT CTGGARAAACATGGATCATTAAAAGGAGTTCATTTAGGGTTTGCACAAAGCTGT CAATTTTTGG
CCTCTT GCTGAGGGGGTTCAATTTGAAGGAGACAGAAGATCGATCCCGAAGAATATGTA
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Apéndice I

OPB03655R
CATCCCCCTGGCAGTTCCTCGTTTCCTTGCCCTTTGCCACAGCCGACCAGTGCCGCTGCTTATTCGGGET
ATTTACCTCCTCTTCAAARCCCTCCTTAAAG

OPBI 5:,00F
GGAGGGTGTTGTCGTGAAGCTTAGGTGTGCTAGGGCGTAGCGTGGEGTTGATCTARACATCCCCGTGTTA
TCCTTCGGTAGCCTAGTTTCCAACGT GAT

OPBI 5 790 R
GGAGGGTGTTCAGGACTAARAGAAACAGTGCGGCARAGGCGACTCTTGAAGTCTGCAGGGGACGGAACAGG
AGACCATCTGTGCATATTCGGATTAT

OpB16114sF

TPTGECCCGBACAACAGATGAGTCGCCCGCGGCATTGTAAGCCGGCACGTACGGGCGAGT TAATCGCAGGC
GCGCEACAGCTGAGTCGGCCACATATTGAT GTAAGCGCACGAATGGGGGCAGTGACTTGCACGCGTATCCG
TCGGEECGGTTTATGAGAACGGGT GCGGCACCGGCGTGT TAATGTAGACCAGACCGCGGRAAACGETGGCGT
GCGCACGTCCATTGGCGAGGGAGTCGGCCGCGGTGTTGGAGACCACCCAT

OpB16;14sR
TTTGCCCGGAGCTGTATAAACCCTTCTCTTGCGTGT TGATCTGCCTCGTGTCTCTCGATCCCGACCAACC
CCTTCAAGCTACCATA

OpR014oF

TGC GGGTCCTGTCACCCGGTAAATATCTGGCGCCGTTAGCAGTTGACACCTTCTTGTTGAACCTTGGAGT
CTCAGGGGAATTCGATCCGTGGTATCTTTGCCAAGGGAAAACTACCGCTACACTGCATCTCAAACCCT cC
ACTTGGGTAA

OPR01 600 R

TGCGGETCCTCCATAGTGAGTAGGAGGAGCGGAGTGGCAAGGATCCCACT CCCATCTTTAGTAACCGGGE
CTTGTTCACTACTTCTTCCTTGTCGGGATTAGCCTCGCACACGTTGGTAGCGGGACGARCCACTTCCAAC
GTGTGGTGGATAAT

OpS 1475 F
AAAGGGGTCCAACATCACCTTGGATGCTGGTCCAGGARCCATAATGGAAACCATCAACCACATAGCACAA
CTGAAAGGATCGATATGGTTGACTAGAGGGGGGGTETCAGGGATATGACTACGAGGTATAAACCGGCTAG
TGTAAACCGGCTTGTAATATTTAGTAAAGGCTACGGCCATGAGATCTTAGGGCCCATGTATAGAATTATG
GTTGTAA
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Apéndice 1

OPS 14795 R
AAAGGGGTCCTGACAATETGGCGCCACTGTACGTGTATTAGCACGGCAGATGT CCGGTTTACGACTAGAT
CTGGACCACTGACGG
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