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RESUMEN

La presencia de regiones conservadas en especies diferentes (sin-
tenia) permite identificar genes o regiones del genoma involucrados en
funciones similares. Asi, un marcador estrechamente ligado a un ca-
racter presente en una especie lo podria estar en todas las especies
donde amplifique ese marcador. La investigacion tuvo como objetivo
amplificar marcadores STS (Sequence Tagged Sites) funcionales pro-
venientes de la especie modelo Medicago truncatula y de Pisum sati-
vum, en Vicia faba, encontrar polimorfismos mediante enzimas de
restriccion e incluirlos en su mapa genético, para determinar posibles
homologias entre los genomios de estas especies. Para ello, se utilizé
una poblacion F¢ compuesta por 165 lineas derivadas del cruzamiento
Vf6xVf136. Se analizaron 57 iniciadores STS, 37 especificos de M.
truncatula y 20 de P. sativum. El mapeo de los STS que mostraron
variacion se hizo con el programa MAPMAKER V2.0. Aunque se
obtuvo una buena amplificaciéon en 10 STS de M. truncatula y seis de
P. sativum, sé6lo cinco mostraron polimorfismo, cuatro de M. trunca-
tula y uno de P. sativum. Los resultados obtenidos permitieron dedu-
cir que el Subgrupo I.A del cromosoma 1 en V. faba es homélogo al
GLO5 de M. truncatula, debido a la localizacién del STS MTU04. El
PCT ubicado en el subgrupo I.B del cromosoma 1 indica homologia
con el GL04 de M. truncatula. La ubicacién de los marcadores NPAC
y AATC en el subgrupo II.A del cromosoma 2, demuestra homologia
con el GL03 de M. truncatula y P. sativum. Finalmente, el VBP1 ubi-
cado en el cromosoma 5 muestra correspondencia con el GL07 de M.
truncatula. Los resultados representan un avance en los estudios de
sintenia realizados entre estas especies que seran corroborados al dis-
poner de mayor niimero de marcadores estandar distribuidos en sus
genomas.
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SUMMARY

The existence of conserved regions in different species (synteny)
allows the identification of genes or genomic regions with similar
functions. Thus, a marker tightly linked to a trait in a certain species
might be present in other species where this marker can be amplified.
The objective was to amplify functional STS markers (Sequence
Tagged Sites) from the model species Medicago truncatula and from
Pisum sativum, in Vicia faba, to identify polymorphisms by means of
restriction enzymes, and finally to map them into the genome of this
species. The final aim was to establish possible homologies among the
genomes of these species. To do so, an Fs population of 165 lines de-
rived from the cross Vf6 x Vf136 was used. A total of 57 STS primers
were analyzed, 37 from M. truncatula and 20 from P. sativum. Map-
ping of the polymorphic markers was performed with the program
MAPMAKER V2.0. Although 10 M. truncatula STS and six from P.
sativum were successfully amplified, only five of them showed poly-
morphism: four from M. truncatula and one from P. sativum. Results
allowed to deduce that Sub-group I.A from chromosome 1 in V. faba
is homologous to GL05 from M. truncatula, due to the localization of
STS MTUO04. PCT, located in sub-group I.B from chromosome 1,
indicates homology with GL04 from M. truncatula. Location of NPAC
and AATC markers mapped in the sub-group II.A from chromosome
2, allowed to infer homology with GL03 from M. truncatula and
GLO3 from P. sativum, respectively. Finally, VBP1 located in chro-
mosome 5 indicates correspondence with the GL07 from M. trunca-
tula. The obtained results represent an advance in the synteny studies
among these species and will be corroborated as more standard
markers distributed throughout their genomes are available.

Index words: Vicia faba, Pisum sativum, Medicago truncatula, STS,
genetic maps.

INTRODUCCION

La variabilidad entre y dentro de las especies es fun-
damental para estudiar diferencias genéticas en los seres
vivos y para seleccionar plantas con caracteres de interés
agronémico. Inicialmente la diversidad genética se estu-
diaba mediante caracteres morfol6gicos, posteriormente se
introdujeron marcadores bioquimicos y recientemente se
han utilizado marcadores de ADN para estudiar la diversi-
dad. Dentro de este grupo se encuentran los RAPD (Ran-
dom Amplified Polymorphic DNA), SCAR (Sequence
Characterised Amplified Region), SSR (Simple Sequence
Repeat), CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic Sequen-
ces) y los STS (Sequence Tagged Sites), donde cada uno
de estos marcadores tiene diferentes ventajas y desventa-
jas, mismas que se toman en cuenta para su aplicacion.

Los STSs son marcadores funcionales que permiten
hacer homologias entre especies. De esta forma la ubica-
cion de regiones similares entre especies permite encontrar
genes o regiones del genoma involucrados en funciones
similares, por lo que un marcador ligado a un caracter en-
contrado en una especie puede considerarse que lo estd en
todas las especies donde amplifique tal marcador.
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Un STS se define como una secuencia corta inica, am-
plificada mediante la técnica PCR (Polymerase Chain
Reaction) que identifica una regién conocida en un cromo-
soma (Srivastava, 1994; Talbert et al., 1994). Las secuen-
cias pueden provenir de cualquier fragmento de ADN ge-
némico, de marcadores como RFLP (Restriction Fragment
Length Polymorphism) y RAPD o extremos de BAC (Bac-
terial Artificial Chromosomes). También pueden originarse
a partir de ADN copia, es decir de regiones gendmicas que
se estan expresando, denominadas ESTs (Expressed Se-
quence Tagged Sites). A partir de dichas secuencias se di-
seflan iniciadores largos (20 a 25 pb) que amplifican el
fragmento de interés (Garcia-Mas et al., 2000; Gilpin et
al., 1997).

Una vez que su reproducibilidad se establece mediante
ensayos de PCR, los STSs son marcadores transferibles
entre laboratorios y entre mapas genéticos. En general, son
marcadores codominantes y el polimorfismo puede obte-
nerse directamente por diferencia en el tamafio de los ale-
los o mediante enzimas de restriccién (Zheng et al., 2003;
Brauner ef al., 2002; Gilpin et al., 1997). Una de las apli-
caciones interesantes de este tipo de marcadores es que un
EST desarrollado a partir de regiones conservadas de un
gen puede permitir el aislamiento de regiones sinténicas en
otros genomas (Mazzarella et al., 1992).

Al amplificar habitualmente fragmentos de ADN de
copia unica, los STSs son muy ttiles para la construccién
de mapas fisicos y facilitan, ademaés, la integracién entre
los mapas genéticos y mapas fisicos de una especie. Los
mapas genéticos son importantes en los trabajos de mejo-
ramiento genético, ya que muestran el orden y la localiza-
cién de genes de una especie; de acuerdo con Lee (1995),
los mapas saturados facilitan informacion para la clonacién
posicional de genes, permiten la expansion directa del co-
nocimiento del acervo genético de una especie a través del
mapeo comparativo entre taxones, y aceleran la identifica-
cién e incorporacién de genes deseables en los cultivos al
aportar pistas importantes para entender la base biologica
de caracteres complejos.

Esta investigacién tuvo como objetivo la busqueda de
marcadores STS provenientes de la especie modelo M.
truncatula y de P. sativum, que amplifiquen en la especie
V. faba, y encontrar el polimorfismo de los mismos me-
diante enzimas de restriccion para ser utilizados en mapas
de ligamiento de la especie que permitan detectar homolo-
gias con las especies de Medicago y Pisum.

MATERIALES Y METODOS

Se trabajo con 165 lineas Fs derivadas del cruzamiento
V16 x V{136 de haba donde el progenitor femenino V6 es
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susceptible a la planta parasita Orobanche crenata Forsk, y
el masculino Vf136 es la fuente de resistencia. La linea
asinaptica Vf6 se ha utilizado previamente en trabajos de
mapeo y ha facilitado la ubicacién de grupos de ligamiento
en cromosomas especificos.

La extraccion de ADN se hizo en hojas tiernas con el
método descrito por Torres ef al. (1993). Para la digestién
de ADN se afiadi6 1 pL. de ARNasa y las muestras se
mantuvieron a 37 °C por un minimo de 3 h con el fin de
degradar el ARN y obtener ADN limpio. El ADN utiliza-
do para la PCR se diluy6 de acuerdo con la cantidad de
ADN obtenida tras la disolucién con amortiguador TE-
EDTA (Tris-EDTA), para alcanzar una concentraciéon de
25 a 50 ng ul.

Se analizaron 57 STS, 37 especificos de M. truncatula
y 20 de P. sativum L. Para probar la amplificacion se em-
plearon los progenitores y cinco individuos de la progenie.
Los protocolos de amplificacién fueron tres; en el protoco-
lo 1 la amplificacién comprendié 40 ciclos de: 1 min a
95°C, 1 min a 60 °C y 1 min a 72 °C, seguidos de una ex-
tension final de 8 min a 72 °C. El protocolo 2 fue similar y
se diferencié s6lo en la temperatura de hibridacion de 1
min a 58 °C. El protocolo 3 comprendié dos temperaturas
de hibridacién con 20 ciclos cada una, los primeros 20
ciclos fueron de 1 min a 95 °C, 1 min a 65 °C y 1 min a 72
°C, y los siguientes 20 ciclos fueron de 1 min a 95 °C, 1
min a 55 °C y 1 min a 72 °C, mas una extension final de 8
min a 72 °C. La mezcla de reaccién para la amplificacion
del ADN se prepar6 con 1xAmortiguador (50 mM KCl, 10
mM Tris-HCI (pH 8.3), 0.001 % gelatina, 2 mM MgCl,
100 uM de cada dANTP, 0.2 uM de iniciador y 0.5 U de
Taq ADN polimerasa (Promega). La reacciéon de amplifi-
cacion se realiz6 en un termociclador 9700 GeneAmp®.

Para identificar polimorfismos se hizo una digestiéon de
los productos amplificados con enzimas de restriccion
(Cuadro 2). La digestion se desarrolld con dos unidades de
cada enzima (0.2 pL) en un volumen final de mezcla de
reaccion de 25 pL. Los otros componentes fueron 12 yL
de agua bidestilada, 2.5 uL. de solucién amortiguadora es-
pecifica para cada enzima, y 10 uL de producto amplifica-
do. La digestion se hizo durante 12 h a 37 °C.

La electroforesis se hizo en geles de agarosa a 2 % (1
% de agarosa tipo Seaken, y 1 % de agarosa tipo Nusie-
ve). Los geles se fabricaron con amortiguador 1 x TBE
(Tris Borato-EDTA). Las bandas amplificadas se tifieron
con 7 L. de bromuro de etidio y se observaron con luz ul-
travioleta.

La prueba de ajuste a la segregacion esperada en la po-
blacion Fs (1:1) se hizo mediante la prueba de y>. El
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desarrollo del mapa genético se hizo con el programa
MAPMAKER V2.0 (Lander et al., 1987), y se usé un
LOD (Logarythm of the Odd Distance) de 3. Los esque-
mas de los grupos de ligamiento se realizaron con el pro-
grama MapChart versioén 2.1 (Voorrips, 2002).

RESULTADOS Y DISCUSION

De los 57 iniciadores STS de M. truncatula y P. sati-
vum probados en haba, 17 mostraron patrones de amplifi-
cacion claros y repetibles (Cuadros 1 y 2). Con excepcién
de P482, todos amplificaron regiones monomorficas (Figu-
ra 1A). Para identificar polimorfismos se hizo la digestién
de los productos de amplificacion con enzimas de restric-
cion (Figura 1B). De este modo, los polimorfismos debi-
dos a cambios en un solo nucledtido SNP (Single Nucleo-
tide Polymorphisms) se transformaron en CAPs que identi-
ficaron SNPs que conferian lugares de restriccién diferen-
ciales entre los dos alelos parentales (Hauser et al., 1998;
Michaels y Amasino, 1998; Konieczny y Ausubel, 1993).
El procedimiento permitié seleccionar nueve STS polimoér-
ficos (Cuadro 2).

En el presente cruzamiento se logr6 la amplificacién de
un mayor nimero de STS pertenecientes a M. truncatula
(10) que de P. sativum (6). La mayoria de los STSs poli-
morficos fueron de M. truncatula (6). La cantidad de STS
amplificados cuya segregacion se ajust6 a la esperada (1:1)
fue baja. Asi, de 10 STS polimoérficos Unicamente cinco
fueron incluidos en el mapa (no publicado). Cuatro fueron
de M. trucatula (MTUO4, NPAC, PCT y VBP1) y sélo
uno de P. sativum (AATC).
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Cuadro 1. Iniciadores STS amplificados con patrones monomdrficos.

Nombre Secuencia Especie

ENOL TTCCATCAAGGCCCGTCAGA M. truncatula
TTGCACCAACCCCATTCATT

L109 GTTCCATGACAGTAGAAGCATTTG P. sativum
GTAGCATACATTTCCTTGCATCTG

DSI CCAAGACATCTTTGGTTTCATCC M. truncatula

ACTGCAGAATCACTTGCCGAGTT
CAB I CTCTGAACAAATTCCATCCTACC
AAAGAAACCAAACATGGAGAAC
DENP AGAATTGGACTTCTTCTCACTCACG
CGGATGAAAAGCCTGAAGATAAGTC
PEPCN GCAAAAGTGAGTGAAGATG
GCTTGGAAAACATTAAGGGTG
PGKI GATGACTGTATTGGCGAGGAAGT
GTTCGACACGGCTCCAACTA

Beta vulgaris
M. truncatula
P. sativum

M. truncatula

Los marcadores mapeados (Figura 2 y Cuadro 3) per-
mitieron establecer algunos indicios de correspondencias
entre los mapas genéticos de Vicia faba, la especie modelo
M. truncatula (Choi et al., 2004) y P. sativum (Weeden et
al., 1998). El subgrupo I.A del cromosoma 1 de V. faba
corresponde al GLO5 de M. trucatula donde se localiza el
marcador MTUO4. La localizacién del PCT en el subgrupo
I.B del cromosoma 1 de haba, indica que dicha regién tie-
ne homologia con el GL04 de M. truncatula. La presencia
de NPAC y AATC en el subgrupo II.A del cromosoma 2
de V. faba, demuestra la homologia de dicho cromosoma
con el GLO3 de M. trucatula y P. sativum. Finalmente, el
cromosoma 5 de haba correspondi6 al GLO7 de M. trunca-
tula, ya que tienen en comun el marcador VBP1.

La cantidad de STS analizados no se reflej6 en el nu-
mero de los marcadores mapeados. Hubo dos problemas
principales; primero, lograr la amplificacién interespecifi-
ca y después conseguir un buen ajuste de los marcadores
amplificados a la segregacion esperada (1:1). En estos dos
pasos la mayoria de marcadores se eliminaron del estudio
y s6lo 9.6 % pudieron mapearse. Sin embargo, es posible

Cuadro 2. Iniciadores STS polimorficos mediante el uso de enzimas de restriccion considerados en el andlisis de mapeo de las lineas Fe.

Nombre Secuencia Especie ER

PCT TTGGCAAAAACGATAAACCTGT M. truncatula Hae IIT
CACGGCACATCTGGAATAACTT

GPIC GAAGCGTGGAAGGATTTG P. sativum Rsa I
CCATGAACCAGAGCGAA

AATC TGCTTCACGATGCCACCAA B. vulgaris Alu 1
TCCGACATTAGGATCAAGTAGG

VBP1 CTGGAGAGCAGACCCATTCAAT M. truncatula Hae 111
GCGAAAGCCTCCAATCCAC

P482 GGTGTTTGATGAAACTGAACTGAG P. sativum -
TAGGTCTATTTGGCGAAGATAAGG

SQEX TGCCGCTATAAAAAGTAAACAAAGAA M. truncatula Hae 111
CAATTCACCCACAATTCTATCAGG

NPAC TGGCTCCAGGTCCAGTTATTGA M. truncatula Hinf I
TCGGCTCTTCTTCTCGCTTCT

LB CTTTAGTKAATAGCTCATGG P. sativum Alu 1
AGCAAAGCTTCTTTAACCAAC

MTU04  ATGGGAAGAGGATTGCTGTGATA M. truncatula Rsal
AAGCGAACATTTTTGGCATCTAC

UNK21 TCGCCTCCATGTCCACCTC M. truncatula Inf. 1

CGGCCTTGCTAAATCAGTCAG

ER = Enzima de restriccion.
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Individuos

Figura 1. Amplificacion (A) y digestion (B) mediante enzimas de restriccion del STS AATC mapeado en el GLO3 de P. sativum y en el GL II.A de V. faba.
Se muestran los progenitores y algunas lineas Fs del cruzamiento de V. faba Vf6 x Vf136. M= Marcador (®x174/Hae III). & = Progenitor masculino. 9 =

Progenitor femenino.

continuar una busqueda de nuevos polimorfismos en los
marcadores, hasta ahora monomorficos, a través del em-
pleo de otras enzimas de restriccién o mediante la secuen-
ciacion y posterior disefio de iniciadores. Asi se crearia un
nuevo lugar de restriccién en el producto de PCR de un
progenitor y no del otro. Este tipo de marcadores se de-
nominan marcadores CAP derivados o dCAPs (Neff et al.,
1998).

Los STS mapeados permitieron comparar y establecer
indicios de homologia entre algunos de los grupos de liga-
miento de V. faba, M. truncatula y P. sativum, aunque ha
sido mas factible la comparacién con la especie modelo

debido a la existencia mayoritaria de STS de M. truncatu-
la.

Cuadro 3. Localizacion de los STSs ajustados a la segregacion mendelia-
na en los grupos de ligamiento de V. faba, M. truncatula y P. sativum.

Iniciadores STS V. faba M. truncatula P. sativum
AATC LA - GLO03
MTUO04 LA GLO5 -
NPAC LA GLO03 -
PCT I.B GLO04 -
VBP1 \ GLO07 -

Pese a lo antes descrito, la total homologia de cromo-
somas de haba con los de P. sativum y M. trucatula no
podréa demostrarse de un modo inequivoco hasta disponer
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Figura 2. Localizacion de los marcadores STSs en los grupos de ligamiento (GL) de Vicia faba L.
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de un mayor niimero de marcadores estandar de esas espe-
cies, distribuidos homogéneamente a lo largo del genoma
de las habas. Esto facilitard, ademas, la identificacion de
posibles reestructuraciones (inserciones, delecciones o
translocaciones) entre genomios que podrian estar enmas-
carados por la limitacion en el niimero de marcadores ma-
peados. De igual modo, la inclusién de un mayor nimero
de genes funcionales de la especie modelo en el mapa del
cultivo, podria facilitar la identificaciéon de posibles genes
candidatos responsables de caracteres de interés agrondmi-
co.
CONCLUSIONES

Se logrd la amplificacién de 17 marcadores STS en Vi-
cia faba, que han sido mapeados en Medicago truncatula y
Pisum sativum. El polimorfismo de nueve marcadores fue
obtenido mediante la digestion con enzimas de restriccién
y s6lo uno presentd polimorfismo directo.

No se logré demostrar con fiabilidad la completa
homologia de haba con Medicago y Pisum debido al mane-
jo de un escaso numero de marcadores estindar de dichas
especies. La inclusién de un mayor nimero de genes fun-
cionales de la especie modelo en el mapa de haba facilitara
la futura identificacién de genes candidatos responsables de
caracteres de interés.
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