
O2YO CC?

UNIVERSIDAD COMPLUTENSEDE MADRID

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS

DEPARTAMENTODEGENETICA

“GENETICA DE LA TOLERANCIA AL ALUMINIO EN CENTENO

(SecalecerealeL.)”

uhIIU iflhltIElIl III
* 53098240

UNIVERSIDAD COMPLUTENSE

Memoriaqueparaoptaral gradodeDoctorenCienciasBiológicaspresenta

FranciscoJavierGallegoRodríguez

VOBO

DIRECTORDE LA TESIS

4o
1*l

MADRID, 1997

21.668

~1

u
1
u
1
u
u
u
E
u
1
u
E
u



A misPadresy a Emilia

u
1
u
u
1
u
u
£
u
u
u
u
u

ji



AGRADECIMIENTOS

Expresomi agradecimientoal Pr. Dr. JuanRamónLacadenaCalero,Director del

Departamentode Genética de la Facultad de CC Biológicas de la UCM, por las

facilidadesconcedidasparala realizaciónde estetrabajoen dichoDepartamento.

Igualmente,deseoagradecerde maneraespecialal Dr. CésarBenito Jiménezsu

constanteayuday colaboración,conderrochede interése infinita paciencia.

A] Dr. K. Richards(SchoolofBiological Sciences,University of Auckland), por

la cesiónde las sondaswaIil, wali2 y ‘¿‘abS,y al Dr. A.J. Lukaszewski(CollegeofNatural

and Agricultural Sciences,University of California), por la de las lineas de adición trigo-

centeno.

Sois muchos,muchisimos.Siempreos llevaréconmigo,y si aúnno he sido capaz

de demostraroslolo siento,sinceramente,porquecreoqueya esdemasiadotarde.

iii



u
Indice

E
INTRODUCCIÓN .1

3 1 TOXICIDAD DEL ALUMINIO 3

1.1 Toxicidadde lasdiferentesespeciesiónicasdelaluminio 3¡ 1.2Efectodel aluminio en la raíz 4

1.3Mecanismosdetoxicidaddel aluminio 53 2 TOLERANCIA AL ALUMINIO 8

2.1Exclusióndel aluminiodel ápicede lasraíces 8

2.2Detox¿jicacióninterna 101 3 GENÉTICADE LA TOLERANCIA Al ALUMINIO 11

3.1 Genéticade la toleranciaal aluminioen trigo 12¡ 3.2 Genéticade la toleranciaal aluminioen otrasespeciesvegetales 13

3.3 Genéticade la toleranciaal aluminio encenteno 143 4 MARCADORESGENÉTICOS 15

4.1Marcadoresmorfológicos 163 4.2Marcadorescromosomicos 16

4.3Marcadoresmoleculares 16

4.4Empleodemarcadoresmolecularesenmejoravegetal 21

4.5Localizacióncromosómicay mapasencenteno 24

OBJETIVOS 26

MATERIAL Y MÉTODOS 28

E 1 MATERIAL VEGETAL 29

2 TESTDETOLERANCIAALALUMINIO 30¡ 3 ELECTROFORESISDEISOENZIMAS 31

4 TÉCNICAS MOLECULARES 321 4.1 Técnicasgenerales 32

4.2AislamientodeADNtotal 323 4.3 Valoración delADNgenómico 33

4.4Ampl¡ficac¡óndelADNmedianteRAPDs 33

4.5Experimentostipo Southern 36¡
4.6Obtenciónde cebadoresespecíficosde centeno 37

4.7AmplíficacíónporPCRempleandocebadoresespecíficos(SC4R) 40u 4.8Digestionesconenzimasderestricción 41

5 ANÁLISIS DE LA SEGREGACIÓNY ELABORACIÓN DEMAPAS 41

E RESULTADOS

1 CONTROLGENÉTICODE LA TOLERANCIA AL ALUMINIO ENCENTENO 44u 1.1 Efectodel aluminiosobreelcrecimientodela raíz en distintaspobladonesdecenteno 44

iv



Indice

1.2Estudiodel controlgenéticode la toleranciaalaluminio 52

2 LOCALIZACIÓN DEGENESDETOLERANCIA AL ALUMINIO 56

2.1Análisisde ligamientoentregenesdetoleranciaalaluminioy varios loci isoenzimáticos 56

2.2 Obtenciónde marcadoresmolecularesligadosagenesde toleranciaal aluminio 60

2.3ObtencióndeSCAR 72

3 CONSTRUCCIÓNDE MAPAS GENÉTICOSENLOS CROMOSOMAS6R Y 4R 77

3.1 Construcciónde un mapagenéticoenel cromosoma6R 77

3.2Construcciónde un mapagenéticoen el cromosoma4R 80

DISCUSIÓN 81

1 TOLERANCIA AL ALUMINIO ENCENTENO 82

2 METODOLOGÍAS PARA LA OBTENCIÓN DE MARCADORESEN REGIONESCROMOSÓMICASESPECIFICAS 86

2.1 Utilidad de losR4PDscomomarcadoresgenéticos 86

2.2Análisisdebloquessegregantes 86

2.3Localizacióncromosómicadefragmentosampl</¡cadosporRAPDsen lineasdeadición 88

2.4 ObtencióndeSCAR 89

3 LOCALIZACIÓN DEL GEN DETOLERANCIA ALT 1 Y CONSTRUCCIÓNDE UN MAPA EN EL CROMOSOMA6R...91

4 LOCALIZACIÓN DEL GEN DETOLERANCIA ALT3 ENEL CROMOSOMA4R 93

5 POSIBLESAPLICACIONES 95

CONCLUSIONES 96

BIBLIOGRAFLA 99

APENDICE 1 120

y



Introducción



Introducción

El excesoo deficienciade ciertosmetalesen el sueloesuno de los factoresmás

limitantesde la producciónagrícolamundial. Aproximadamenteun 25% de los suelos

cultivablesdel mundo inducenalgún tipo de estrésen las plantasporexcesoo carencia

de ciertos metales.El efecto producidopor el estréses el productode la interacción

entrela concentracióndel metal,su disponibilidady el genotipode la planta.

La evolución de las floras en diferentessuelos ha dado lugar al desarrollode

ecotiposadaptadosa las condicionespanicularesde cada lugar. La agriculturaha

contribuidoa reducirel efectode esteprocesonaturalde adaptacióndebido al cultivo

tradicional en sueloscon poca salinidad, pH moderadoy donde el estrésabiótico es

mínimo. Además,la aplicaciónde prácticasagronómicasquemodifican lascaracterísticas

ambientales,como el riego y la fertilización,ha contribuidoaestareducciónen lapresión

selectiva.

La necesidadde un aumentode la producciónagrícolaen zonasmenosfavorables

paracompensarla demandageneradaporel incrementode la poblaciónmundial esuno

de los mayoresretosde laagriculturamoderna.Unaparteimportantede la investigación

en esteáreaseha centradoen el estudiode la toleranciaal alumno.

El aluminio (A]) es el metal másabundanteen la cortezaterrestre,suponiendo

aproximadamenteun 7% de su masa. La mayor parte de las especiesvegetalesson

altamentesensiblesa pequeñasconcentracionesde estemetal, cuando seencuentraen

formas solublesen el suelo. La solubilizacióndel aluminio seve favorecidaen medios

conreducidopH, siendoestala causaporla cualel aluminioesel factormás limitantede

laproducciónen suelosácidos,que comprendenun 40% de los terrenoscultivablesen el

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

En principio, esteproblemaselocalizabafbndamentalmenteen zonastropicalesy

subtropicales(Foy y col., 1978; Foy, 1984). Sin embargo,debido a situacionestales

como el empleode fertilizantes nitrogenados(Aniol y Hill, 1980) o la apariciónde la

denominadalluvia ácida (Haug, 1984; Kennedy, 1986) se esta produciendo la

acidificación de áreas agrícolas que anteriormenteno sufrían la fitotoxicidad del
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Introducción

aluminio. Así, esteprocesoestáafectandoamplias zonasde América del Norte y de

EuropaOccidental.

La únicaestrategiaparamantenerla producciónen suelos ácidosconsisteen la

aplicación de productos alcaliizantes,generalmentecalcáreos.Este es un recurso

temporaly de elevadocoste,constituyendouna soluciónpoco eficaz, ya quela acción

neutralizanteseproduceaproximadamenteen los primeros25 cm del sueloy no afectaa

zonasmásprofundas,dondepenetragran partedel sistemaradicularde muchoscultivos

(Guedes-Pinto,1985).

Otra manerade atacarel problemaes obtenervariedadestolerantesmediante

mejoratradicionalo pormétodosbiotecnológicos,siendo necesarioen amboscasosun

mayorconocimientode lasbasesgenéticasquecontrolanla toleranciaal aluminio.

1 Toxicidad del Aluminio

La inhibición del crecimientoradiculares el síntomainicial de la toxicidadpor

aluminio (Taylor, 1988;Delhaizey Ryan, 1995).El empleode solucionesnutritivas con

aluminio ha demostradoque esteefecto es muy rápido, observándosea partir de la

primerahorade tratamiento(Wallacey Anderson,1984; Ownby y Popham,1990).Por

esta causa,es muy complicado separar las respuestasiniciales relacionadascon el

crecimientode la raíz de aquellasque aparecencomo resultadodel daño producidoa

estas.Paracomprenderlos mecanismosde toxicidaddel aluminioesnecesarioidentificar

las especiesde aluminiomás tóxicasy sus “dianas” en la planta, ya que estasseránlas

responsablesde las respuestasiniciales.

1.1 Toxicjdadde lasdiferentesespeciesjónicasdel aluminio

Una gran partede la dificultad en el estudiode los procesosrelacionadoscon

aluminio se debea la complejidad de su química (Martin, 1988; Kinraide, 1991). El

aluminio seencuentraen el sueloen forma de diferentesespeciesiónicasen función del

pH. La disponibilidad de esteelemento,y por lo tanto su fitotoxicidad, se produce

cuandoseencuentradisuelto en la fase acuosadel medio. Cuandoexistencondiciones
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Introducción

ácidas(pHc5) en el suelo, el aluminio se encuentramayoritariamenteen forma de la

especiesolubletrivalenteAt [Al(H2O)6
3~],y a medidaque aumentael pH aparecenlas

especiesmás catiónicas, AI(OH)24[A]OH(H
20)2

4] y A](OH)
2

4[Al(OH)
2(H2O)4~]. En

condicionesde pH neutro,porsucesivasdesprotonaciones,seproducenAI(OH)3, quees

insoluble,y finalmenteencondicionesalcalinizantesAI(OH)¿, aluminato.

El aluminio,y principalmenteel catiónA]
34, puedeformarcomplejosdebajo peso

molecular uniéndosea varios ligandos, como son los grupos fosfato, sulfato y

carboxilato.Por ello, A? forma complejoscon ácidosorgánicos,fosfato inorgánico,

polifosfatos(comolos nucleótidos)y sulfatos.Así, el aluminio se une a macromoléculas

comolas proteínas,los ácidosnucleicosy los carbohidratos(MacDonaldy Martin, 1988;

Martin, 1992).

Muchoscationestrivalentessontóxicosparalas plantas.Teniendoen cuentaque

la toxicidaddel aluminioestarestringidaa condicionesácidas,seha supuestoque es

la especiemás fitotóxica. Además,se ha propuestoque la toxicidad del aluminio esta

máscorrelacionadacon la sumade todaslas especieshidroxi-AI y Al34 en lugar del Al34

únicamente(Blamey y col., 1983; Alva y col., 1986). Kinraide (1991)ha realizadouna

revisióndetalladasobreestetema.

Ademásdel pH del suelo, que es el máximo responsabledel efecto tóxico del

aluminio, existenotra serie de factorescomo son el contenidoen materiaorgánica,la

temperaturao los abonadosdel sueloque tienen una influenciaen la solubilizacióndel

aluminio,y porextensiónen su fitotoxicidad (Santos,1983).

1.2 Efectodel aluminioen la raíz

Recientementese ha demostradoque el ápice de la raíz (cofia de la raíz,

meristemoy zonade elongación)esel lugardondeseproducenlos dañosiniciales por

accióndel aluminio. Ryany col. (1993)observaronque únicamentelos 2-3 mm finales

de las raícesde maíz debenserexpuestosal aluminio paraque las plantassufrandaños

irreversibles.En cambio, si toda la raíz exceptoel ápice es expuestoal aluminio el

crecimientoradiculares normal. En trabajosprevios, se sugirió que la inhibición del
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Introducción

crecimiento radicular podría ser una consecuenciade señalesenviadaspor la cofia

mediandohormonasy segundosmensajeros(Bennety col., 1987; Bennet y Breen,

1991). Sin embargo,en el trabajopreviamentecitado de Ryany col. (1993) semuestra

que los efectosdel aluminiosonigualesen raícescon y sin cofia.

Estos resultadosmuestranque las interaccionesdeben producirsea nivel del

meristemoradicular,siendoporlo tantoestala zonade másinterésen estudiosfuturos.

1.3 Mecanismosde toxicidaddel aluminio

El aluminio puedeinteraccionarcon muchasestructurasextra e intracelulares.

Paracomprenderlas basesde los mecanismosde toxicidad del aluminio en la raíz es

necesariosabersi el origende los dañosseproduceen el apoplasmao en el simplasma.

El accesodel aluminio al apoplasmaes muy rápido, y su interacción con las

paredesy membranascelularesdebe necesariamenteprecedercualquier transporteal

simplasma.Muchasde estasinteraccionesson potencialmentedañinaspara la planta,

pudiendo interferir, por ejemplo, con proteínasde la pared, canalesde transporteo

activandorutas de segundosmensajeros(Haug, 1984; Taylor, 1988; Bennety Breen,

1991;Rengel,1992 ; Haugy col., 1994).

El aluminio , y en especial la especieA9~, es prácticamenteinsoluble en las

bicapaslipídicas, asíque la membranacelulardeberíaconstituirunabarreraa la entrada

del aluminio. Pesea esto, seha comprobadoque hastala mitad de la cantidadtotal de

aluminio presenteen los ápicesradicularesse encuentraen el simplasma(Tice y col.,

1992).Además,empleandoespectrofotometríade masasse hadetectadola presenciade

aluminio en los simplasmasde raíces de soja tras solamente30 mm. de tratamiento

(Lazof y col., 1994). Todos estos datos indican que la entradadel aluminio es

suficientementerápidaenlos simplasmascelularesparaserel lugarinicial de los daños.

El transporteal interior celularpareceproducirsemedianteendocitosis(Akesony

Munns, 1990) o por la permeabilizaciónde un canal de transportede Mg2~ o de Fe3~

(Winldery col., 1986).
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Introducción

Así, sehan descritonumerososmecanismosde toxicidaddel aluminio. Estos,por

su sitio de acción, podríanenglobarseen dosgrandesgrupos:mecanismosde interacción

conprocesosde transportey mecanismosde interacciónanivel intracelular.

1.3.1 Interaccióncon procesosdetranspone

Un considerablenúmerode trabajoshantratadode encontrarlasinteraccionesdel

aluminio con las membranas celulares y los procesos de transporte. Estudios

electrofisiológicoshan demostradoque los potencialesde membranano sufrencambios

de importancia,e incluso las bombasde H4 y K funcionancon normalidad(Kinraide,

1988; Miyasakay col., 1989). Por lo tanto, pareceque los cambiosque seproducen

debenafectara sistemasmuy específicosde transportede iones.

Los únicos canalesde transporteque seven inhibidos con la suficienterapidez

para estarrelacionadosdirectamentecon la entradadel aluminio son los de entradade

Ca2+y posiblementelos de Mg24 (Huangy col., 1992a,b;Ryany col., 1992). En primer

lugar, se observó en trigo que la rápida inhibición de la toma de Ca24 estaba

correlacionadacon la inhibición del crecimientode la raíz, siendoademásestainhibición

del aluminio sobreel calcio totalmentereversible. Con estosresultadosseplanteabala

posibilidad del bloqueopor partedel aluminio de los canalesde entradade Ca2 en la

membranacelular(Huangy col., 1992a).Con posterioridad,sehapodido caracterizarla

inhibición por aluminio de los canalesde tomade Ca2+en raícesde trigo (Huangy col.,

1994). Sin embargo,en estos estudios se ha comprobadoque las diferenciasentre

genotipostolerantesy sensiblesno residenen el bloqueo de estecanal. Se ha sugerido

que, como veremosmásadelante,el mecanismode toleranciasecorresponderíacon la

excreciónpor la raíz de ácidosorgánicosque quelanel aluminio, no pudiendode este

modoinactivarlos canalesde Ca24(Huangy col., 1996).

Por el momento,no parecedemasiadoclaro que la inhibición de los canalesde

Ca24seala causade la inhibición del crecimientode la raíz.Existen trabajosen los quese

hacomprobado,abajasconcentracionesde aluminio (1,5 pM), que existeinhibición del

crecimientoradicular,sin bloqueode los canalesde Ca2~(Ryany col., 1994).Además,se
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Introducción

ha comprobadoque la aplicaciónde otros cationes(Mg2~ y Na) mejorael crecimiento

de la raíz,inhibiendoal mismo tiempola entradade Ca2~.

1.3.2 Interaccióna nivel intracelular

Desdequesedemostróqueel aluminio puedeentrarrápidamenteen el simplasma

(Lazofy col., 1994)parecíamásfactible encontrarla causaprimerade su toxicidadpor

interaccionesen el citoplasma.

Frecuentemente,se ha especuladocon la posibilidad de que el aluminio

interaccionemedianteunión con el DNA, interfiriendo en la replicación(Matsumotoy

col., 1976; Morimura y Matsumoto,1978; MacDonaldy Martin, 1988). Sin embargo,

estainteracciónha sido desestimadaal demostrarseque el aluminio tiene una bajisima

capacidaddeunión al ADN (Martin, 1992).

Posteriormente,la toxicidad del aluminio en el citosol fl~e desestimadadebidoa

que al pH neutroque existeen el interior celularla mayoríadel aluminio estaríacomo

Al(OH)¿, especiequeno estóxica. Se estimaqueel A]3~ libre enel citoplasmaestaen un

rango de concentracionesde picomolaresa nanomolares(Martin, 1988). Estudios

recienteshan demostradoqueestasconcentracionespuedensersuficientesparaproducir

toxicidadcomoresultadode interaccionescon sitios reguladosporMg2. y no tanto por

Ca2~ (Martin, 1988, 1992).La inhibición de procesosdependientesdeMg2~ y Ca2~puede

alterarun elevadonúmerode procesoscelularescomo son: reaccionesenzimáticasde

transferenciadefosfato, interaccionesconel citoesqueletoy procesosde transducciónde

señal.

Porel momento,se han encontradonumerosaspruebasde la alteraciónde estos

procesosen células animales(MacDonald y col., 1987; MacDonaldy Martin, 1988;

Martin, 1988, 1992; SM y Haug, 1992; Shi y col., 1993). En célulasvegetalesexisten

únicamentedatos sobrela interacciónentre el aluminio y una ruta que pareceestar

estrechamenterelacionadacon el crecimientode la raíz, como esla de transducciónde

señaldel inositol trifosfato (1P3). Jonesy Kochian(1995) estudiaronla inhibición por

aluminio de varios de los enzimas relacionadoscon esta ruta, comprobandoque
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Introducción

únicamentela fosfolipasaC (PLC) era inhibida de manerasignificativa. Estetrabajoes

hastael momentoel único que ofreceevidenciasde la fitotoxicidad del aluminio en una

dianaintracelular.

2 Toleranciaal aluminio

La gran variabilidad intraespecíficaexistentepara la tolerancia al aluminio ha

servido tanto para desarrollarnuevoscultivares tolerantesal aluminio en diferentes

especiesvegetalescomo paraestudiar,a nivel fisiológico y bioquímico, estefenómeno.

La mayorpartede estostrabajosse hanrealizadoen Triticíneas,y másconcretamenteen

trigo (revisiónen Carvery Ownby, 1995).Hastael momento,sehanpropuestodostipos

de mecanismosqueexplicanla toleranciaal aluminio: 1) lasplantastolerantesposeenun

sistemade exclusióndel aluminio de las raicesy/o 2) disponende un mecanismode

detoxificacióninterna.

2.1 Exclusión del aluminio del ápice de las raíces

Varios estudioshan aportadodiferentespruebasde que los genotipostolerantes

de trigo excluyen el aluminio de los ápicesde sus raíces.Rincón y Gonzales(1992)

observaronque los genotipos sensiblesacumulanaproximadamenteocho vecesmás

aluminio en el ápice de la raíz que los tolerantes,mientrasque estasdiferenciasno se

producen en tejidos maduros. Resultadosparecidosse obtuvieron en líneas casi

isogénicas(NILs) que diferíanúnicamenteen el locusde toleranciaAlt] (Delhaizey col.

1993a)y en otros cultivarescon diferentecomportamientoanteel aluminio (Tice y col.,

1992).

2.1.1 Exclusiónporeflujo de ácidosorgánicos

La capacidadde los ácidos orgánicospara quelar el aluminio, produciendo

compuestosno tóxicos esbien conocida.Se ha especuladodurantebastantetiempo con

la posibilidad de que las plantastolerantesemplearanestos ácidospara detoxificar el

aluminio, bien internamenteo en la rizosfera. El primer trabajo que evidenció este

mecanismofue realizadoen judías(Phaseolusvulgaris L.) porMiyasakay col. (1991),
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observandoque en la tolerancia al aluminio de esta especietiene participación la

excreciónde ácidocítrico. Posteriormente,Delhaizey col. (1993b)demostraronque la

toleranciaal aluminio conferidapor el locus A/ti cosegregabacon la tasade malato

excretadoal medio desdeel ápicede la raiz. Además,la adición de malatoprotegea las

plantassensiblesal aluminiode sutoxicidad (Delhaizey col., 1993b;Basu y col., 1994b).

Finalmente,Ryany col. (1995a)estudiaronla excreciónde malatoen unagran variedad

de cultivares de trigo, proponiendo que este debía ser un sistemageneralizadode

toleranciaal aluminioen trigo.

Dadoque se ha demostradoque no existendiferenciasen la tasade síntesisde

malato entregenotipostolerantesy sensiblesde trigo, las diferenciasen eflujo deben

residir en la capacidadde transportarel malatoatravésde la membranaen respuestaal

aluminio. Porello, el locusAlt] parececandidatoparacodificarunaproteínade un canal

de membranapermeablea malato, o bien un componentede la ruta que regularíala

actividadde esecanal(Ryany col. 1995b).

En maíz, se han encontradogenotipostolerantesque excretanvariasvecesmás

cítrico en respuestaal aluminio que los sensibles. El ácido cítrico forma un fuerte

complejocon A13, siendo másefectivo que el malatoen la detoxificacióndel aluminio

(Pellety col., 1995).

2.1.2 Exclusjón por eflujo de fosfatos

Recientemente,Pellet y col. (1996)han investigado la respuestaal aluminio en un

cultivartolerantede trigo (Atlas 66), con controlmultigénicode la tolerancia,y unaNIL

tolerante(ET3), portadoraúnicamentedel genAlt]. En Atlas seobservótresvecesmás

resistenciaque en ET3, comprobandoque en estecultivar, se produce, ademásde

excreciónde malato,otrade fosfatoinorgamco.

2.1.3 Otrosmecanismosdeexclusión

En la literatura se citan otra serie de posiblesmecanismosde exclusión del

aluminio de las raices.Ejemplosde estosson: el incrementodel pH de la rizosfera,el
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bajo intercambiocatiónicode la paredcelular o la existenciade canalesde excreción de

aluminio en la membranacelular. Aunquelas hipótesisde partidasonbastanteatractivas,

no existe,porahora,ningunaevidenciaclaraqueratíflquealgunade ellas (Taylor, 1991).

2.2 Detoxificacióninterna

Como se dijo anteriormente,se ha postuladoque el mecanismogenérico de

toleranciaal aluminioen trigo esla excreciónde malato,el cual,no parecenecesitarde la

inducción de síntesis de proteínas.En cualquier caso, estos datos no excluyen la

posibilidaddela existenciade otrosmecanismosde toleranciaquerequieranestasíntesis

inducidaporaluminio.

Hastael momentose hanrealizadovarios trabajosdondeseobservala inducción

por aluminio de proteínasen los ápicesde la raiz de trigo, pero aún no existenclaras

evidenciasde que algunode esosgenesesteligado a la toleranciaal aluminio, siendola

mayoría de ellos inducidostanto en plantastolerantescomo sensibles.Cruz-Ortegay

Ownby (1993)encontraronunaproteínade 18 kD inducible poraluminio que mostraba

homologíacon proteínasrelacionadascon patogénesis.Esta proteínaes induciblepor

variostipos de estresdistintosdel aluminio y en el mismo gradoen genotipostolerantes

y sensibles.Basu y col. (1994a)identificaron dosproteínasde 5 lkD, inducidasa partir

de las 24 horasde exposiciónal aluminio, en la fracciónmicrosomalde ápicesde raízde

trigo. Estasproteínasseobservabansolo en el cultivar tolerantepero no en el sensible.

Debido a que la respuestaa la presenciade aluminio semanifiestaen pocashorassería

necesariodemostrarla rápidainducciónde estasproteínasparaprobar su participación

directaen la tolerancia.

Finalmente, comparandopatronesde expresión de proteínasde la fracción

microsomalen líneastolerantesy sensiblesde trigo se observaque todos los cambios

diferencialesen la expresiónestanasociadosa las líneassensiblesal aluminio, sugiriendo

que la toleranciaal aluminioentrigo debeconsistiren la expresiónconstitutivadeciertos

genes(Somersy Gustafson,1995).
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En el campodela biologíamolecularsehanrealizadoaún muypocostrabajos.Se

han donado siete c-DNAs (walil-7) que procedende los correspondientesmENAs

inducibles por aluminio en raíces de plantas sensibles (Snowdeny Gardner, 1993;

Richardsy col., 1994). La deducciónde las secuenciasde las proteínascodificadaspor

estosgenesindican la existenciade homologiascon diversasproteínasy familias de

proteínasrelacionadascon estrés,como son: “metalotionin-like”, fenilalanina amonio

liasa, inhibidores de proteínasy aspartatosintetasa.Todos estos genespresentanun

gradode inducciónproporcionalal gradode estrésal quehan sido sometidaslas plantas,

pero salvo el caso de wal¡2, no existen diferenciasentre los genotipostolerantesy

sensibles.

3 Genéticade la tolerancia al aluminio

La tolerancia al aluminio ha sido investigada en la mayoría de las especies

cultivadas, habiendoseencontradouna gran variabilidad (revisión en Duke, 1982).

Dentro de los cereales,el centenoy la avenasonlas especiesmástolerantesal aluminio,

mientrasque el trigo y la cebadasehan descritocomo poco tolerantes.Los triticales

presentan,porlo generalunatoleranciaintermediaentrelas de susprogenitorese incluso

más proximaal trigo. Ademásde la variacióndescritaentreespecies,existeuna gran

variabilidadintraespecíficaparael gradode toleranciaentrecultivares(revisiónen Aniol

y Gustafson,1990).

A pesarde la abundanciade información sobrevariabilidad en la respuestaal

estréspor aluminio en especiesvegetales,la informaciónsobresistemasgenéticosque

controlenestasrespuestases muy limitada y fragmentaria.La mayoría de los datos

disponiblesversansobretrigo. Porello, en primer lugarpresentaremosestosdatos,para

posteriormenteresumirlos avancesobtenidosen otrasespeciesvegetales.
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3.1 Genéticade la tolerancia al aluminio en trigo

3.1.1 Control genéticoen trigo

En referenciaal control genético de la tolerancia al aluminio en trigo la

informaciónesbastantefragmentaria.Lafevery Campbell(1978) analizaronla herencia

de la tolerancia al aluminio empleando diferentes cruzamientos Fi, F2 y

retrocruzamientosentre dos variedadestolerantesy dos sensibles, teniendo todas

diferentesprocedencias.En estetrabajoerancapacesde seleccionarplantassensiblesen

la F2, mientrasquela selecciónde plantastolerantesmediasera menoseficiente. Estos

resultadosdemostrabanque si bienen la herenciade la toleranciaal aluminiodebíaexistir

un gen de efectofuerteno podíadescartarsela existenciade otros con efecto menor.

Posteriormente,Campbelly Lafever(1981)estudiaron48 poblacionesFi procedentesde

16 parentalesdiferentesde trigo, concluyendoque la variabilidad genéticaobservada

entre los cruzamientostiene una gran proporciónde componentesaditivos y altamente

heredables.Otro trabajorealizadopor Aniol (1984)apoya el control multigénico de la

toleranciaal aluminio, puesen cruzamientosentrevariedadestolerantesbrasileñasy

variedadessensiblespolacasde trigo observadiferentesgradosde tolerancia.

Existenotraseriede trabajosdondesedescribeel controldel carácterporun gen

dominanteen diferentescultivares(Kerridge y Kronstad, 1986; Fisher y Scott, 1987;

Larkin, 1987).Apoyandoestosresultadosestanlas segregaciones3:1 (tolerante:sensible)

observadasen diversosdescendenciasF2 en trigo (Delhaizey col., 1993a; Sommersy

Gustafson,1995).

Recientemente,ha sido posibleidentificar en el cultivar de trigo brasileñoBH

1146 un gen responsablede la tolerancia al aluminio, denominadoA/tEN (Riede y

Anderson,1996).Estegen ha sido ligado aun marcadorRIFLP situadoen el brazo4DL

aunadistanciade 1,1 cM.

3.1.2 Localización cromosómicade genesde tolerancia al aluminio en trigo

Slootmaker(1974) analizó el grado de toleranciaal aluminio de los diferentes

genomiosdel trigo hexaploideestudiandodistintas variedades,con diferente nivel de
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ploidía. En los trigos diploides y hexaploidesencontróvariabilidad, mientrasque los

trigos tetraploideseran uniformementesensibles.Con estos resultadosse concluía la

existenciade factoresde toleranciaen los genomiosA y D y no en el B, dondepodrían

existir genessupresoresde los de expresiónde la toleranciaal aluminio.

Gracias a la existenciade las series aneuploidesde trigo hexaploidese han

realizado varios intentos de asignarlos genes de tolerancia en trigo a cromosomas

concretos.Polle y col. (1978) localizaron un gen de tolerancia al aluminio en el

cromosoma4D del cultivar “Chinese Spring”. Posteriormente,empleandolas líneas

ditelosómicasy nulitetrasómicasse han localizado genes mayores de tolerancia al

aluminio en los cromosomas2DL, 4DL y SAS(Takagi y col., 1983)y unaseriede genes

menoresen los cromosomas6AL, 7AS, 3DL, 4AL y 2V (Aniol y Gustafson, 1984).

Tambiénse han localizadofactoresgenéticosen SASque controlanla expresiónde los

genessituadosen 2DL y 4DL y otros factoresen 6BS con efecto supresorde la

toleranciaal aluminio (Aniol, 1990).

A la luz de todosestosdatossededuceque la toleranciaal aluminio en trigo es

un fenómeno de extremacomplejidad.Por el momento,solo pareceposibleafirmar que

existeun control multigénico con varios genesmayoresy una seriede genesmenores,

queprobablementesoncapacesde modularel efectode los anteriores.

3.2 Genéticadela toleranciaal aluminioen otrasespeciesvegetales

Mediantela realizaciónde cruzamientosentrevariedadestolerantesy sensiblesse

han tratado de identificar genes de tolerancia en diversas especies.En cebada se

determinóla existenciade un único gen dominantelocalizado en el cromosoma4H

(Reid, 1970; Stoleny Anderson,1978). En maiz, se identificó la existenciade un gen

multialélico (Rhue y col., 1978),mientrasque en sorgo se observó la presenciade una

seriede genes,al menostres,con efectoaditivo (Bastos,1982;Boye-Goney Marcarian,

1985). En Pha/aris aquatica se postuló una hipótesis con la acción de dos loci,

requiriendo al menosun alelo dominantepor locus paraexpresarla tolerancia(Culvenor

y col., 1986).
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En otras especies,como cebolla(Horst, 1985), alfalfa (Bauton y col., 1986) y

algodón(Kennedyy Smith, 1986) seha descritola existenciade un controlgenéticopara

latoleranciaal aluminio, pero sin poderidentificar el númerode genesimplicados.

Mediante experimentosde mutagénesisen Arabidopsis tha/iana, han sido

identificados ocho mutantes sensibles al aluminio (a/sl-a/s8) constituyendo ocho

diferentesgruposde complementación.Todaslas mutacionessehan comportadocomo

recesivas,aexcepciónde a/sSquepresentasemidominancia.Dosde los mutantes,a/sl y

a/s4, han podido ser localizadosen el cromosoma5 y ligadosa dos microsatélitesa 8-

9cM y 2-3cM, respectivamente(Larseny col., 1996).

3.3 Genética de la tolerancia al aluminio en Centeno

El centeno(Seca/ecerealeL. 2n=14)pertenecea la tribu Triticeae,dentrode la

cual se encuentrala subtribu Triticinae, donde se incluyen, ademásde Seca/e, los

génerosTrit¡cum y AegÍ/ops.El géneroSeca/ecuentacon un grannúmerode especiesy

subespecies,siendoSeca/ecerea/ela únicacultivada.

Estecerealpresentaunaseriede característicasmuy favorablesparasu cultivo en

suelos marginales(tolerancia a suelos ácidos, a la salinidad, al frio, etc. y diversas

resistencias).Estaesla razónpor la cual, peseatenerun valor nutricionalmásbajo que

otros cereales,escultivado en ampliaszonasdel centroy norte de Europa. Además,al

tratarsede una especieafin al trigo, seempleaparaintroducir en trigo algunade estas

característicasde interésagronómico,utilizandocomopuentelos triticales.

El centeno es, como dijimos previamente,una especiealtamentetolerantea

elevadasconcentracionesde aluminio (Aniol y col., 1980; Aniol y Madej, 1996; Pinto-

Carnidey Quedes-Pinto,1996). No obstante,solamenteexistendatosde localización

cromosómica,sin haberidentificadoen cruzamientosla presenciade genesde tolerancia

al aluminio. En el trabajo anteriormentecitado de Aniol y Gustafson(1984)se emplean

las líneas de adición trigo “Chinese Spring” - centeno “Imperial” localizando los

principalesgenesde toleranciaal aluminioen 3R, 6RSy 4R. Además,medianteel estudio

de estaslíneas y de diferentes triticales observanque la expresiónde los genesde
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tolerancia al aluminio de centeno es reducida por la acción de genes de trigo.

Posteriormente,empleandolas líneasde sustitucióntrigo “Holdfast” - centeno“KingII”

observanque dependiendodel cromosomade trigo sustituidoestainhibición esmayoro

menor(Aniol 1986).Así, la sustitucióndel cromosoma6R esmásefectiva cuandoespor

6D, algo menospor 64 y cuandoes por 6B no existetolerancia.Deestosresultadosse

desprendequela posibleintroducciónde genesde toleranciaal aluminio, procedentesde

centeno, entrigo no serásiempreun procesosimple.

La mejorade los trigos y triticales requiereel conocimientoprevio del control

genéticode la toleranciaal aluminio en el trigo y en el centenoy la localizaciónde los

genesresponsablesde los mecanismosde la toleranciaen estasespecies,así como su

expresiónen los híbridos. Por el momento,son muy escasoslos datossobreel control

genéticode la toleranciaal aluminio en centeno(Aniol y Madej, 1996), y no ha sido

posibleidentificar ningúnmarcadorgenéticoligado a un gen de toleranciaal aluminio en

estaespecie.

4 Marcadores genéticos

La obtención de marcadoresgenéticosestrechamenteligados a los genesde

interésconstituyeunaherramientaqueapoyay agiliza considerablementelos procesosde

mejora.Además,estosmarcadorespuedenpermitir, a máslargoplazo,el aislamientodel

gen o genesimplicadosen estasrespuestas,facilitando el conocimientodel mecanismo

deaccióny suposibleintroducciónen otroscultivaresy especiesrelacionadas,mediante

transformación.

Los marcadoresgenéticos pueden clasificarse en tres grupos: morfológicos,

cromosómicosy moleculares.En el grupo de los marcadoresmolecularesse podría

estableceruna subdivisiónen marcadoresproteínicosy de ADN. En estetrabajosehan

empleadomarcadoresmoleculares.
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4.1 Marcadores morfológicos

Los primeros marcadoresgenéticos empleados en plantas fUeron diversos

caracteresmorfológicostalescomo coloración,talla, morfologíafoliar, etc.Estetipo de

marcadorespresentanuna seriede desventajasque reducensu utilidad. Por lo general

soncaracteresdeterminadosporvariosloci, esnecesarioel desarrollode la plantahasta

la madurez, su expresión puede estar influenciada por el ambiente y presentan

frecuentementemodificaciones epistáticas.Pesea esto, un importante número de

marcadoresdeestegrupo,quepresentancontrolmonogénicoy sonde fácil clasificación,

sonempleadoshabitualmente.

4.2 Marcadorescromosónilcos

Dentro de este grupo se encuentran,ademásde diferentestipos de bandeos

cromosómicos,mutacionestalescomolas translocacioneso las inversiones,queoriginan

alteracionesen los gruposde ligamiento. Si bien su empleono estamuy extendidoson

fundamentalesen la construcciónde mapasfisicos. En la actualidadse estáproduciendo

un augeen la utilización de marcadorescromosómicosdebidoal desarrollode técnicas

de hibridación“in situ” (FISH) (Cuadradoy Jouve, 1994; Nenno y col., 1994; Jiangy

col., 1995).

4.3 Marcadoresmoleculares

4.3.1 Isoenzimasy proteínas de reserva

El desarrollo de las técnicas electroforéticasha permitido el análisis de la

variabilidad genéticaexistentea nivel de proteínas.Diferentesvariantesalélicasde un

mismogenpuedenpresentardistintacarganetadebidoamodificacionesen la estructura

primaria de las proteínas.Las más empleadasson las isoenzimas,que son distintas

formasmolecularesde la mismaenzimaque muestranidénticao similar especificidadde

sustrato(Markety Moller, 1959).

El uso de estetipo de marcadorespresentaunaseriede ventajas,como son:

e Seestudiade maneradirectael productogemco.
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• Estanpocoo nadainfluenciadosporel ambiente.

• Muestranen la mayor parte de los casoscodominancia.A cadafenotipo le

correspondeun genotipodeterminado.

• No suelenpresentarmodificacionesde tipo epistático.

• Se posibilita el análisis de un elevadonúmero de individuos en un tiempo

relativamentecortoy de manerano destructiva.

Sin embargoestosmarcadoresconllevantambiénvarios inconvenientes:

• Solo un tercio de todos los cambiosaminoacídicossondetectablesmediante

electroforesis(Lewontin, 1974).

• Puedenexistirmodificacionespostraduccionalesqueprovoquencambiosen la

movilidadelectroforética.

• El númerode marcadoresproteínicos esbastantelimitado, ya que solo se

analizangenescon informaciónparaproteinassolubles.

4.3.2 MarcadoresdeADN

El desarrollode técnicasparala manipulaciónde ftagmentosespecíficosde ADN ha

permitidoel descubrimientode un grannúmerode marcadoresbasadosen los polimorfismos

parasecuenciaso fragmentosde ADN. Estetipo de estudiostienela ventaja de analizar

directamenteel materialhereditarioy no su manifestaciónfenotípica.Entreestosmarcadores

seencuentranlos RFLPs,los basadosen PCRy los AFLPs.

a) RFLPs

Estefue el primertipo de marcadoresde ADN desarrollado.Los RFLPssebasan

en el empleo de endonucleasasde restricción para digerir el ADN. La variación se

detectaen función del cambio de tamaño de los fragmentosde ADN digeridosque

hibridan con una sonda. Estos cambios se deben a alteracionesen las dianas que

reconocenlas endonucleasaso a insercionesy delecionesque afectan a la zona de

reconocimientode lasonda(Botsteiny col. 1980).El ADN digeridopuedesergenómico

o mitocondrial.
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Presentanlas mismasventajasque los marcadoresproteínicos.Además,el hecho

de que el número de sondas utilizables sea practicamenteilimitado y que estos

marcadoressean, por lo general, de caractercodominante,han sido características

responsablesdel extendidouso de los RFLPsen estudiosgenéticos.

Porotraparte,estatecnologíasuponeun procesolargoy costoso,siendoademás

necesario,en la mayorpartede los casos,el empleode radiactividad.Además,la mayoría

de las sondasse obtienen a partir de cDNAs, abarcandouna porcion limitada del

genoma,sobretodoen especiescon un elevadoporcentajede ADN repetido.

b) Marcadoresbasadosen la PCR

La técnicade la reacciónen cadenade la polimerasa(PCR)(Mullis y col., 1986)

suponela amplificación enzimáticadel número de copias de un segmentode ADN

situadoentredosoligonucleotidosque actúancomo cebadores.Es un procesosimple en

el que el ADN sedesnaturalizay se une a un par de oligonucleótidosespecíficosque

suministranextremos3’-OH aunapolimerasade ADN termoestablecapazde replicar el

segmentode ADN comprendidoentrelas secuenciasdianade los cebadores.El principal

inconvementede estatécnicaes que requiereel conocimientoprevio de la secuenciaa

amplificar. Parasolventareste problema sedesarrollaronuna serie de variantesde la

técnica, como son: RAPDs (RandomAmplifled PolymorphicDNA) (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

empleode cebadoresde secuenciaal azary la principal diferenciareside en la forma de

visualización de los productos amplificados. Una revisión comparativa de los tres

métodosla realizaCaetano-Anollés(1994).

Con posterioridadse han desarrolladootro tipo de marcadoresbasadosen la

detecciónde microsatélites(Tautz, 1989, Webery May, 1989). Los microsatélites,o

secuenciascortasrepetidasen tandemun númerovariablede veces(VNTRs), son muy

abundantesy se encuentrandispersospor el genoma.En este caso, se detectala

variación en el número de repeticionesdel tandemmedianteamplificación,empleando

cebadorescomplementariosa las regionesflanqueantesal microsatélite.
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• RAPIPs

El uso de RAPDs suponela utilización para la reacciónde amplificación de

oligonucleótidos decámerosde secuenciaarbitraria que permiten amplificar distintas

regionesdel genoma.El polimorfismo encontradopuedeproducirsepor la existenciade

inserciones o deleciones dentro del segmentoamplificado, aunque en general es

consecuenciade mutacionespuntualesque afectananucleótidosde las secuenciasdiana

del cebador(Vierling y Nguyen, 1992).

Estosmarcadorespresentanuna seriede ventajasquelos hanconvertidoen uno

de los másempleadosen la actualidad:

• El métodoessencillo, rápidoy con costesinferioresa los de los RFLPs.

• No requiereel empleode radiactividad.

• Seempleancantidadesmínimasde ADN molde.

• El númerode marcadorespuedeserpracticamenteilimitado.

Sin embargo,los RAPDspresentantambiénuna seriede inconvenientes,queen

algunoscasossoncomunesa todoslos marcadoresbasadosen laPCR:

• En lamayorpartede los casosmuestranunaherenciade tipo dominante.

• Puedenaparecerfragmentosde ADN, de igual tamaño, amplificados de

diferentesindividuos, quetengandiferentessecuencias.

• Puedenpresentarseproblemasde contaminación.

• Se ha comprobadoque pueden producirse diferencias en los perfiles de

amplificación debidasa diversosfactores,como son: las concentracionesde

los diversoscomponentesde la mezcla de reacción, la DNA polimerasa

empleadao el tipo de termociclador(Devosy Gale, 1992, Yu y Pauls, 1992).

Estaes la razón por la cual el protocoloempleadodebeseguirsede manera

muy estricta.

Pesea estosproblemas,el gran númerode trabajosen los que sehan utilizado

estosmarcadores,demuestranla utilidad de esta metodología(Revisión en Smith y

Williams, 1994).
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Con posterioridad, se ha desarrolladola técnica de los SCAR (Sequence

CharacterizedAinplifled Regions)(Parany Michelmore, 1992),tambiénllamadosSTS

(SequenceTagged Sites) (Olson y col., 1989). Consisteen la secuenciaciónde los

segmentosde ADN de interés amplificados mediante RAPDs y el diseño de

oligonucleótidosde mayortamaño(20-25pb)pararealizaramplificacionesespecíficasde

estosfragmentos.Deestemodo los RAPDs puedensertransformadosen codominantes

mediantedigestióncon enzimasde restricción.Además, la amplificación específicade

estosfragmentosaumentasu repetibilidad,y porconsiguientesufiabilidad.

c) AFLPs

Los AFLPs (Amplification FragmentLengthPolymorphism)esuna metodología

de reciente aparición (Zabeau y Vos, 1994; Vos y col., 1995), que combina

característicasde los RFLPs y de los marcadoresbasadosen la PCR. Para la

identificación de polimorfismo de fragmentosde restricciónempleala amplificación de

fragmentospreviamentedigeridos.El procedimientoempleadosepuededividir en tres

pasos:

1. Restriccióny ligamiento: el ADN genómico es digerido con dos enzimasde

restricción.Los fragmentosdigeridosson ligados a unos adaptadoresde doble

hebra, específicosde las secuenciasque han quedadoen los extremospor la

restricción.

2. Amplificación preselectiva:las secuenciasde los adaptadoressirven de sitios de

unión paraestaamplificación.Cadauno de los doscebadoresempleadostieneun

nucleótido selectivo en 3’-OH que reconocerásolamente la parte de los

fragmentosdigeridosque tenganeste nucleótido. De estaforma se reducela

complejidadde la mezclade fragmentosparaobtenerasí un número razonable

que puedaserposteriormenteresueltomedianteelectroforesis.

3. Amplificación selectiva: La complejidad de la mezcla de PCR es nuevamente

reduciday los fragmentosson marcadosmediantela realizaciónde unasegunda

amplificación con cebadores selectivos marcados con radiactividad o

fluorescencía.Estos cebadorestienen tres nucleótidosselectivosen 3’-OH. El

primero es el mismo que se empleó en la primera amplificación, y los dos
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restantespueden ser alguna de las 16 combinaciones posiblesde los cuatro

nucleótidos.

Finalmente, los productos son resueltosmedianteelectroforesisen geles de

secuenciación.

Su mayorventajareside en la posibilidad de analizarcientosde fragmentosde

ADN al mismo tiempo. Por contra, estatécnicaes más laboriosaque los RAPDs,

requiriendoademásun importantedesembolsoeconómico.

4.4 Empleodemarcadoresmolecularesen mejoravegetal

Como dijimos previamente,los marcadoresmolecularesson piezasclave en el

desarrollode los mapasgenéticos,de gran utilidad en programasde mejoravegetal.En

la actualidad,existenmapasbien desarrolladosen diferentesespeciesvegetales,como

son: Alfalfa (Echt y col., 1993; Kiss y col., 1993),Arabídopsistha/iana (Reitery col.,

1992; Hauge y col., 1993), arroz (Caussey col., 1994), avena(O’Donoughuey col.,

1992),Brassicao/eraceae(Slocumy col., 1990), cebada(Heuny col., 1991; Granery

col., 1991; Kleinhofsy col., 1993),centeno(Devosy col., 1993a;Phillipp y col., 1994),

lechuga(Kesseliy col., 1994),maíz (Beavisy Grant, 1991),sorgo (Pereiray col., 1994;

Ragaby col., 1994), tomate(Tanksleyy col., 1992) y trigo (Chao y col., 1989; Liu y

Tsunewaki,1991;Devosy col., 1992, l993a,1993b;Cheny col., 1994).

La apariciónde los marcadoresde AUN ha posibilitado laconstrucciónde mapas

saturados. Así, se han conseguido mapas de estas característicasen especiesde

importanciaeconómicacomo tomatey patata(Bernatzkyy Tanksley, 1986; Tanksleyy

col., 1992) o arroz (Caussey col., 1994). Su utilidad principal resideen la obtenciónde

marcadores genéticos, estrechamenteligados a genes de interés agronómico, que

permitanla realizaciónde programasde mejoraasistidosporestosmarcadores.

Se han desarrolladodiferentes procedimientospara saturar de marcadores

específicamentelas regiones del genoma de interés. De este modo se reduce

notoriamenteel tiempo y el dineroinvertidos en estostrabajosal no tenerque construir
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mapas genéticos completos. La obtención de líneas casi isogénicas(NILs), que

solamentedifieren en la zonade interésesun procedimientoconel quese hanlocalizado

genescomo Tm-2a, de resistenciaa virus en tomate(Young y Tanksley, 1989), un gen

de aromaen arroz (Ahn y col., 1992)o el gen de la resistenciaa la royade la hoja(LT9)

en trigo (Schachermayry col., 1994). Esta estrategiarequiere la realización de

cruzamientosentreindividuoscon diferentegenotipoparael caracteren estudioy de una

seriede retrocruzamientosporuno de los parentales.

Una segundaaproximaciónconsisteen la simulaciónde bloquesde genotiposde

forma análogaa las NILs. Arnheim y col. (1985)describieronel empleo de bloquesde

muestrasde genotiposparaidentificar polimorfismosque estabanen desequilibrio de

ligamiento. En este caso, el análisis se realiza empleandodos mezclasde muestras

derivadasde unapoblaciónsegreganteparael locusde interés,que se originaa partir de

un único cruzamiento.Cadamezclacontieneindividuos con idéntico genotipo para el

locus estudiadoperogenotipoal azarparael restode regionesdel genoma.Así, las dos

mezclasdiferirángenéticamentesolo en la región seleccionada.Enla figura 1 semuestra

un ejemplo, en el análisis de una descendenciaF2 procedentedel cruzamientode dos

individuos que difieren en un carácterdominanteo uno codominante.Los bloquesse

obtienena partir de la mezclade varios individuos de la F2 con idéntico fenotipo. En

amboscasosse muestrancuatrofragmentosde RAPDs amplificadosen dosparentalesy

en sus descendenciasFi y F2. El locus a, que no estaligado al gen de tolerancia,y el

locusd, que no segrega,aparecenen los dosbloques.Los fragmentosamplificadosen

los loci b y c estanligadosal locus de interés.En el caso de los bloquesrealizadosa

partir del carácterdominante,el locusb no aparececomo diferencial entrelos bloques

por encontrarseligado en repulsiónrespectodel carácter.

Empleandoesteanálisisde bloquessegregantes(BSA) se han podido identificar

rápidamentemarcadoresligados a genes como el de la resistenciaal downy mildew

(Dm5/8) en lechuga(Michelmorey col., 1991) o aun gen que determinala maduración

delfruto en tomate(Giovannoniy col., 1991).
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Figura1.- Esquemade la basegenéticadel análisisdebloquessegregantes(BSA) en F2 de un
carácterA) dominantey B) codominante.
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Uno de los campos que estanmostrandoun mayor desarrollo gracias a la

obtenciónde estosmapaso regionessaturadasde marcadoreses el estudiode loci de

caracterescuantitativos(QTLs). Así, sehanpodido conseguirmarcadoresestrechamente

ligadosa diversosQTLs como porejemplolos que determinancaracterísticasforrajeras

del maiz (Melchinguery col., 1993), del arroz (Abn y col., 1993) o relacionadoscon la

resistenciaahongos,la alturade la plantao la fechade espigado(Backesy col., 1995).

La finalidad última de la obtención de estosmarcadoresmolecularesseríael

aislamientodel gen o genesde interés. En el casode especiescomo el centenocon un

elevadoporcentajede secuenciasrepetidas(Flavelí y col., 1974;Flaveil, 1982)estameta

no es sencilla, ya que pequeñasdistanciasgenéticassuelensuponergrandesdistancias

fisicas. Hasta el momento, basandoseen marcadoresestrechamenteligados, se han

conseguidodonar genesen especiescon genomasmás pequeños,como es un gen

implicado en el metabolismode ácidosgrasosen Arabidops¡sthaliana (Arondel y col.,

1992)y un gende resistenciaaFseudomonassyr¡ngaeen tomate(Martin y col., 1993).

4.5 Localización cromosómicay mapasen centeno

Los trabajosde localizacióncromosóniicaen centenohansido realizadosempleando

lineas disómicas de adición trigo-centeno,líneas ditelocéntricasde adición trigo-centeno,

líneas de sustitución trigo-centeno,translocacioneso análisis de ligamiento con loci

previamentelocalizados.Estetipo de análisistambiénpuedeserllevado a caboen lineasde

adición centeno-trigo,lineastrisómicasy telotrisómicaso a travésde análisisde ligamiento

conbandasC o hibridación“in situ”.

En centenohan sidolocalizadosmarcadoresgenéticosen todos los cromosomasdel

complementohaploide.A pesarde serbastanteamplio el númerode marcadoreslocalizados,

el númerode mapasgenéticosrealizadosesaúnescaso(Revisiónde MeIz y col, 1992; Liu y

col. 1992; A]onso-Blancoy col. 1993a, 1993b, 1994; Devosy col. 1993a,b;Philip y col.,

1994;VanDeynzey col., 1995;Wanousy Gustafson,1995).

Hastael momento,sonescasoslos trabajosen centenoen los quehayasido empleada

la PCR (Rogowsky y col., 1992; Koebner, 1995; Lee y col., 1996) y en concretola
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amplificación medianteRAPDs, para la construcciónde mapas (Iqbal y Rayburn, 1995;

Loarcey col., 1996).Estatécnica,debidoa sucapacidadde producirun númeroilimitado de

marcadoresde modorápido,debeconvertirseenunaherramientaeficazparala generaciónde

mapasgenéticossaturadosen centenoy otrasespeciesvegetalescon elevadocontenidoen

ADN.

25



u
1
E
E
u
1
u
u
u
u
u
¡
E
u
u
1
u Objetivos

¡
u
u
u



Objetivos

Consideradoel interésdel centenocomoespeciedonadoradetoleranciaal aluminioa

trigos y triticales, el presentetrabajopretendeprofundizaren el conocimientode la genética

de esteprocesoen dichaespecie.

Sonobjetivosde estatesis:

1. El estudiode latoleranciaal aluminio endiferentespoblacionesde centeno.

2. La investigacióndel controlgenéticode la toleranciaal aluminioen centeno.

3. La obtenciónde marcadoresmolecularesligados a genes de toleranciaal aluminio en

centeno.
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Material y Métodos

1 Material Vegetal
El materialvegetalempleadoen la realizacióndeestetrabajoha sido el siguiente:

• Los análisisdetoleranciaal aluminio serealizaronen plantasde doscultivaresde centeno:

Ailés (A) y JNK (J)y de doslineasconsanguíneas:Pool (P) y Riodeva(R), con másde 30

generacionesdeautofecundación.

• En la investigacióndel control genéticode la toleranciaal aluminio seemplearoncinco

generacionesFi (ARí, AR2, AR3, AR4 y AR6) obtenidasa partir de cruzamientosentre

las cinco plantasde Ailés (711 en meiosis)más tolerantesal aluminio con plantasde

Riodeva.Además,se analizaroncinco retrocruzamientosde plantasde estasFi por la

linea Riodeva (AR1 .5xR, ARt .7xR, AR1.1 lxR, AR2.6X1R y AR4.6xR) y seis

descendenciasF2 procedentesde la autofecundaciónde otras tantasplantasde las Fi

(AR1.13®, AR1.15®,AR2.14®, AR3.14®, AR4.180y AR6.17®). En la figura 2 se

muestraun esquemade estoscruzamientos.

Al XR A2XR A3XR A4XR A6XR

té + 44 +
ARí (100) AR2 (89) AR3 (51) AR4 (61) AR6 (42

)

AR1-5 AR1-7 ARí-Il AR1-13 AR1-lS AR2-6 AR2-14 AR3-14 AR4-18 AR6-17

x

44 té 44 4 4 4 4
(35) (84) (135) (115) (108) (81) (129) (116) (118) (97)

Figura2.-Esquemadelos cruzamientosrealizadosenestetrabajo.

• Parala construcciónde mapasde ligamiento se emplearondos de las descendenciasF2

anteriormentecitadas(AR1.13®y AR6.17®).

• En los trabajosde asignacióncromosómicade los marcadoresmolecularesseutilizó el

siguientematerial:

• Triticum aestivumL., cv. “Chinesespring” (CS) 2n=42.

• Seca/ecerea/eL., cv. “Imperial’ (1) 2n=14.
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• Las siete líneas disómicasde adición de Triticum aestivumL., cv. “Chinese

spring” y Seca/ecerea/eL., cv. “Imperial”:JR, 2R,3R,4R,SR,6Ry 7R

• Las lineas ditelocéntricas de adición de TrttÍcum aestívum L., cv. “Chinese

spring” y Seca/ecerea/eL., cv. ‘Imperial”: lBS, JRL, 21ff, 3RS, 4RL, SRL,

6RL, 7RSy7RL.

• El anfiploidede TrÍt¡cum aestívumL., cv. “Chinesespring” y Seca/ecerea/eL.,

Cv. “Jmperial” (CS-I) 2n56.

Estematerialfuecedidoporel DoctorLukaszewski(Universidadde California).

2 Testde tolerancia al aluminio

En los ensayosde toleranciaal aluminio se empleóun métodode pulso de aluminio

(Aniol, 1981).El procedimientofueel siguiente:

Las semillaseranesterilizadascon HgCI2 al 0,1% durantediez minutos. Una vez

lavadasabundantementecon agua,las semillaseranpuestasa germinartoda la nochesobre

papelde filtro. Los granosquehabíangerminadose sembrabanal día siguienteen unamalla

de polietilenocon flotadores.Estosbloquesse situabanen la superficie de una solución de

nutrientesvigorosamenteaireada,a 25
0C y con luz incandescentecontinuaa 12W/m2. La

composiciónde la solución de nutrientesera: CaCI
20,4 mM, KNO3 0,65 mM, MgC126H2O

0,25mM, (NFL)2504 0,01 mM y NH4NO3 0,O4mM. Estasolución, debíamantenersea pH

4,0+0 1 sustituyéndolados vecesal dia. A los cuatro dias, las plantulasse cambiabana la

misma solucióncon aluminio [AIK(504»J, a distintasconcentraciones.Despuesde 24h en

este medio las raices de las plántulaseran abundantementelavadascon agua durante3

minutosy posteriormenteteñidascon Eriocromo de cianinaR al 0,1% (p/v) durante 10.

minutos.De estaforma, seteñíanlos ápicesde las raices.Las plantulasse transferíana la

soluciónsin aluminio parasu recuperacióndurante48h. Finalmente,seprocedíaa medirel

crecimientoadicionalde la raizdesdeel puntoenquesetiñó conanterioridad.
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3 Electroforesis de isoenzimas

Parala resoluciónde los sistemasisoenzimáticosempleadosen estetrabajoseutilizó

la técnicade electroforesishorizontal en geles de almidón al 12% (p/v). El sistemade

tamponeseradiscontinuoy seaplicabaun voltajeconstante.Las electroforesisse llevarona

caboendossistemasdetamponesdiferentes:Poulik e histidina.

En el sistemaPoulik, eltampónde los electrodostiteBórico-NaOH(0,3M, pH 8,6) y

el del gel tite Tris-cítrico (0,01SM pH 7,75). Las condicionesde electroforesisfueron250V

durante3 horasa 40C. En dicho sistema se tiñeron los isoenzimasde Esterasas(EST),

Fosfoglucomutasa(PON»y Olutamatooxalacetatotransaminasa((lOT)

Enel sistemaHistidínael tampónde los electrodosfije Tris-cítrico(0,043M, pH 7,0)

y el tampóndel gel tite Histidína-CIH (0,006M, pH 7,0). Las condicionesde electroforesis

fueron 150V durantecinco horasa 40C. Las isoenzimasresueltasen este sistemafrieron:

Leucin aminopeptidasa(LAP), Malato deshidrogenasa(MDII), Aconitasa(ACO) y NADH-

deshidrogenasa(NDH).

Los gelesde almidón eran de 1cm de espesor,cortandoseen lonchasde 2mm. De

estamanerasepodíarealizarlatinción encadalonchaparaun isoenzimadiferente.

Estos siete sistemas ¡soenzimaticos fueron seleccionadospor presentar loci

previamentelocalizadosen los cromosomas3R, 4R y 61?, en los cuales estadescrita la

presenciade genesrelacionadoscon la toleranciaal aluminio en centeno.En la Tabla 1 se

muestranalgunas característicasde estos sistemas, como son, su código y estructura

molecular.

Los isoenzimasde NDH fuerontambiénresueltosmedianteelectroforesisverticales

en gelesde acrilamida-bisacrilamida(29:1) al 12% (p/v), urea 8M, TEMED 0,5 pl/mi,

persulfatode amonio60 pg/ml, siendoel tampóndel gel y el de la cubetalos mismosquelos

empleadosenalmidón.Las condicionesde electroforesisfueronde 20 mA durante4h.
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Isoenzima Símbolo Código Estructura
molecular

Esterasas EST (3.1.1.-) monomérica
Fosfoglucomutasa PGM (2.7.5.1) monomérica

Glutamatooxalacetatotransaminasa GOT (2.6.1.1) dimérica
Leucinaniinopeptidasa LAP (3.4.1.1) monomérica
Malatodeshidrogenasa MDH (1.1.1.37) monomérica

dimérica
Aconitasa ACO (4.2.1.3) monomérica

NADH-deshidrogenasa NDH (1.6.2.2) monomérica
tetramérica

Tabla 1.- Códigoy estructura molecular de los sistemasisoenzimáticosempleados.

Los métodosde tinción empleadosfueron, básicamente,los descritospor : Shawy

Koen(1968)paraEST;Brewery Singh(1970)paraMDW PGM y LAP; Cheniceky Han

(1987)paraACO; NielsenyJohansen(1986)paraNDHy Selanderycol. (1971)paraGOT.

4 Técnicas moleculares

4.1 Técnicasgenerales
Los procedimientosmáscomunesen la manipulacióndel ADN, como

1

extraccionesconfenol/cloroformo,precipitacionescon etanoly electroforesisen gelesde

agarosaserealizaronsegúnSambrooky col. (1989).

El sistematampónempleadoparatodasla electroforesisen gelesde agarosade este

trabajo fue TAE (Tris-AcetatoO’04M, EDTA 0’OO1M). Las condicionesde electroforesis

fueron de 3-4 V/cm (medidocomo la distanciaentrelos electrodos)durante2-3 horas.La

detecciónde los productosde amplificaciónsehizo portinción conBromuro deEtidio (0,5

~.tg/ml).

4.2 Aislamiento de ADN total

El aislamientoy purificación del AUN genómicoserealizó segúnel métododescrito

por Dellaportay col. (1983), con modificaciones.Se realizaronextraccionesde plantas

individuales,y parala obtención de alguno de los marcadoresde RAPDs se emplearon
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mezclasde plantas.Parahacerestasextraccionesconjuntassepesabanhojas de 15 plantas

(0,1 g/planta) previamenteclasificadascon igual genotipopara el locus analizadoen cada

caso.La metodologíaseguidaapartirde estepuntoeraigual a la de plantasindividuales.

El materialse congelabacon142 liquido, se pulverizabaen morterocon un tampónde

extracción(Tris-CII-1 100mM, pH 8; EDTA 50 mM, pH 8 y NaCí 500 mM) y sesometíaa

un tratamientocon SDS al 20% (p/v) a 650C. El siguientepasoeraañadiracetatopotásico

SM, incubandoa00C. Trascentrifugara25.000xg el sobrenadantesepurificabacon alcohol

isopropílicoduranteal menosmediahoraa-200C. Posteriormente,se centrifugabaa 20.000

xg paraprecipitarel ADN tras lo cual se resuspendíacon TE 50:10(Tris 50 mM, EDTA 10

mM pH 8). El AUN resuspendidose trataba con fenol:cloroformo:alcohol isoamilleo

(25:24:1) y con RNasaA (lOmg/ml). A continuación,el ADN se precipitabacon acetato

sódico 3 M y CTAB al 1% (p/v). Finalmente,se llevabaa caboun lavado del ADN con

etanolal 70%(y/y), resuspendiendoloenTE 10:1 (Tris 10 mM, EDTA mM pH 8).

4.3 Valoracjón del AUN genómico

Parala determinaciónde la concentraciónde ADN se medíala densidadóptica a

260nmde longitud de ondasegúnel método espectrofotométricodescritopor Sambrooky

col. (1989).Además,se obteníaunaestimade la purezadel ADN mediantela relaciónde la

densidadópticamedidaa260 y 280nmdelongitud de onda.De estemodo, un valorde PS a

2 de estarelación eraindicativo de pureza,mientras que si la relación era menor de estos

valoresdebíaexistir contaminacióncon proteinaso fenol. Paralelamente,sellevaba a cabo

unaelectroforesisde AUN en un gel de agarosaal 1% (p/v) paracomprobarqueno existía

degradacióndel ADN ni restosdeARN.

Unavezvaloradoel AUN setomabaunaalícuotaquese conservabaa+40Cy el resto

seprecipitabaconacetatosódico 3My etanolabsoluto,manteniéndosea-200C.

4.4 Amplificación del AUN medianteRAFUs

Para la obtenciónde ftagmentosde AUN por la técnicade RAPDs se siguió el

protcolodescritoporWílliamsy col (1990),conmodificaciones.
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La mezclade reacciónteníaun volumen fina] de 25 j.¡l y conteníalos siguientes

componentes:60 ng de AUN molde, 2,5 jil de tampónde reacción1 OX (Tabla 2), 100 i.Cvt

de cadauno de los dNTPs, 5 pmolesde cebadory 0,4u deADN polimerasa.En estetrabajo

seemplearondosADN polimerasasdiferentes.En los estudiosde localizacióncromosómica

seutilizó el enzimaBiotaq (BioprobeSystems)y parala realizaciónde mapasse empleó la

ADN polimerasatermoestableDyNAzyme (Finnzymes Thc.). Los cebadoresempleados

fueron 120, correspondiendosecon cadaunodelos 20 oligodecáznerosdelos kits A, B, C, F,

R y S de lacasaOperonTechnologies(Tabla3).

AUN poliinerasa Composicióndel tampónde reacción<lX)
BiotaqTM Tris-CIH2OniM, pH 8,55

(NH
4»S04l6mM

MgCl2 2,5mM
BSA lSOmg/ml.

DyNAzyme
TM Tris-CmlOmM, pH 8,8

KCI 50 mM
MgCI

2 1,5mM
TritonX-100 0,1%

Tabla 2.- ADN polimerasasempleadasparaRAPDs conlacomposiciónde sustamponesde
reacción.

Las reaccionesde amplificaciónserealizaronen dostermocicladores:DNA Thermal

Cycler480 (Perkin-ElmerCetus)y PTC-100 (MJResearch).

Los programasde amplificaciónllevadosa cabo en el caso de RAPDs fueron los

siguientes:

• Un ciclo de 4’ a94
0C.

• 45 ciclosqueconstabande3 segmentoscadauno:

a)Desnaturalizacióna940C durante1’.

b)Renaturalizacióna360C, 1’.

c) Polimerizacióna720C, 2’.

• Un ciclo determinacióna 720C,4’.
La separacióndelos productosdeamplificaciónserealizómedianteelectroforesis

horizontalen gelesdeagarosaal 15%&/v) (Sambrooky col., 1989).
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Kit A Sec.(5—>3’) Kit B Sec45’—>3’) Kit C Sec.(5—>3’)

OpAOI
OpAO2

OpAO3
OpA04
OpAOS
OpAO6
OpAO7
OpAOS
OpAO9
OpAlO
OpAl 1
OpAI2
OpAI3
OpAi4

OpAl 5
OpAi6
OpAl7
OpAIS
OpA19
OpAlO

CAOOCCCrTC
TOcCGAOCrn

AOTCAOCCAC
AATCOGGCTO
AOGOOTCITG
OOTCCCI’GAC
OAAACOOGTO
OTOACOTACO
GOOTAAÚXICC
OTGATCUCAG
CAATC¿XCGT
TCOOCOATAG
CAOCAOCCAC
TCTOTOCI’OO

TI?CCOAACCC
AOCCAGCOAA
OACCOCFTOT
AOOTOAOCOT
CAAACGTcOG
O1TGcGA2XC

Op
801

0p802

OpBO3
OpB04
O¡,805
Op1106
OpBO7
OpBOS
OpBO9
OpBIO
OpBI 1
OpB!2
OpBíS
Op814

Op815
OpBIó
OpBi7
Op1118
Op1119
Op1120

G’rrrCOCTCC
TOATCCCrOG

CATCCCCCI’G
OGACTGGAOT
TOCOCCCTI’C
TOCrCTGCCC
OOTGACOCAG
OTCCACACGO
TOOOOOACTC
aOCTGOOAc
OTAOACCCGT
CC¶ITOACOCA
TROCCCGCT
TCCGCTaOG

OGA(KKITOTT
1TI’OCCCOOA
AOOOAAcGAO
CCACAOCAOT
ACCCCCOAAG
OOACCCrFAC

OpCOi
OpCO2

OpCO3
OpCO4
OpCO5
OpCO6
OpcO7
OpCOS
OpcO9
OpCiO
OpCI 1
OpCI2
OpCI3
OpCI4

OpCI5
OpC16
OpCi7
OpCiS
OpCI9
OpC2O

1TCGAGCCAG
GTOAOCCOTC

OGOOOTUITI’
CCOCATCTAC
GATOACCOCC
GAACOOACTC
GTcQCOACOA
TOGACCOOTG
CTCACCOTCC
TOTCI’OOGTG
AAAOCTOCOG
TGTCATCCCC
AAOCCTCOTC
TOCGTOCYI’O

OACOGATCAG
CACACTCCAG
TI’CcCCCCAG
TOAOTOOGTG
(ITrGCCAOCC
AOTCOcCAC

¡(it F Sec.(5’—+3’) ¡(it R Sec.(5’—>3’) ¡(it S Sec.(5’—>3’)

OpFOi
0pF02
OpEU3
OpF04
OpFO5
OpFO6

OpFO7
OpFO8
OpFO9
OpFIO
OpFi 1
OpFI2
OpFi3
OpFi4
OpFIS
OpFI6
OpF17
OpFIS
OpF19
OpF2O

AcOOATCCTO
GAcIGATCCa
LrrGATCAcC
OOTGATCAGO
OCOAA’ITCCC
GGOAAITCGO

CCGATATCCC
OOGATATCCO
CCAAOCTTCC
OGAAGCI1?OO
T1?GOTACCCC
ACOOTACCAG
OGCTOCAGAA
TGCrOCAOOT
CCAOTACTCC
GOAOTACIYJG
AACCCOOGAA
nCCCOOOIT
cCTCTAOACC
COTCTAOAOO

OpROl
OpRO2
OpRO3
OpR04
OpROS
OpRO6

OpRO7
OpROS
OpRO9
OpRIO
OpRí1
OpRI2
OpRI3
OpRI4
OpRIS
OpRI6
OpRI7
OpRIS
OpRI9
OpR2O

TOcGGOTCCT
CACAGCIrCT
CCCOTAOCAC
CCCOTAGCAC
OACCrAOTOO
GTCTACOOCA

A~OGCC1?GA
CCCGTrOCCT

TOAOCACOAG
CCAITCCCCA
OT~ACCIGCA
ACAOGTOCOT
GGACOACAAO
CAOGA’I-rCcC
GOACAACOAG
CTCTOCOCOT
CCGTACOTAG
OGCflTOÚ~CA
cCTCCTCATC
MflOCAAGGA

OpSOI
0p502
OpSO3
Op804
OpSOS
Op806

OpSO7
OpSO8
0p809
OpSIO
Op811
OpSI2
OpSi3
OpSi4
OpSIS
OpSi6
OpSI7
OpEl 8
Op819
OpS2O

CTACrOcOcT
CCTaOACI’G
CAGAOCWCC
CACCCCCTI7G
T~~GGOGCCT
OATACCI’CGG

TCCOATOCTG
TI’CAOGGTGG
TCCTOOTCCC
ACCGTrCCAG
AGTCOOGTOO
CFOGOTOAGT
OTCOfl?CCI’G
AAAOOGOTCC
CAGITCACOO
AGOOOGTI?CC
TOOOOACCAC
CTOOCOAACT
OAGTCAOCAG
TCOOAtDOOA

Tabla3.-Secuenciadelos oligonucleátidos decámerosempleadosen estetrabajo.

Los tainafiosde los fragmentosde AUN amplificadoserancalculados,en función de

la comigraciónrespectode marcadoresde pesomolecular,medianteel programaGEL. Los

marcadoresde pesomolecularempleadosfueron los siguientes:FagoLambdadigerido con

BM II o conHind III y Fago4X1 74 digeridocon HaeIll (Tabla4).
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Marcador de pesomolecular Tamañosde los fragmentos(ph)

FagoLambda/BstEll 8454,7242, 6369,5686,4822,4324,3675,
2323,1929,1371,1264,702,224,117

FagoLambdaIHindllI 23130,9416,6557,4361,2322,2027,564.
Fago~X174/HaellI 1353,1078,872,603,310,281,271,234,194,118,72.

Tabla4.-Lista delosmarcadoresdepesomolecularempleadosenestetrabajocon lostamañosdesus
fragmentos.

4.5 Experimentos tipo Southern

4.5.1 Transferencia a membranasde Nylon

Se transferían los productos de amplificación resueltos por electroforesísa

membranasde Nylon cargadaspositivamenteprocedentesde la compañíaBoehringer.El

métodoseguidoesel descritoporSambrooky col. (1989).

4.5.2 Obtencióndesondasno radiactivas

Parala obtenciónde sondasse seleccionabauno de los productosde amplificación.

La extraccióndel ADN de la agarosase realizabaempleandoel kit USBioclean(USB).

Basicamente,la técnicaconsistíaen la disolución de la agarosacon Nal 6M y la posterior

fijación delAUN aunamatrizde silice.

El marcajede estosfragmentosserealizabamediantereamplificaciónen presenciade

digoxigenina (Dig-dUTP) o empleandola técnica de “random primer’ (protocolo de

BoehringerMannheim).

4.5.3 Hibridacióny detección

Las hibridacionesfueron realizadasa 680C en horno (TechneHybridiser HB-1D).

Los lavadosde los filtros fueron: 2x5 mm en 2x SSC; SDS 0,1%, y 2x15 mm. en 0,lx

SSC;SDS0,1%a 68~C.
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La deteccióndelos productoshibridadossellevó a cabomedianteinmunoensayocon

reacción de color (Fosfatasa)o con luminiscencia(AMPPD) siguiendolos protocolosde la

casaBoehringer Mannheim.

4.6 Obtención de cebadoresespecíficosde centeno

Los fragmentos amplificados que tenían mayor interés frieron parcialmente

secuenciadosparael diseño de cebadoresque produjeranuna amplificación específicade

dichosfragmentos.Paraello sesiguió el siguienteprotocolo:

4.6.1 Ligación de fragmentosdeAUN

Las piezasde ADN eranligadasal plasmidopGEM-Templeandoel kit paraligación

de fragmentosde PCR pGEM-T vector Systems (Promega) siguiendo el protocolo

especificadopor lacasacomercial.

4.6.2 Transformación de Escherichiacolí

La transformaciónde las célulascompetentes se realizabamedianteelectroporación

empleandoun electroporadordela casaInvitrogen(‘[he ElectroporatorII).

a) Obtenciónde célulascompetentes

Las células (E. cok, cepa DHSc¿) eran crecidas en 11 de medio LB hasta que

alcanzabanunadensidadóptica de 0,5-0,6 01)550.Posteriormente,se realizaban,mediante

centrifugación, una serie de lavados con agua, reduciendo el volumen hasta 40 ml.

Finalmente, se resuspendíanen glicerol al 10% (y/y), obteniendouna concentración

aproximadade 1 a 3x10’0cel/ml.

b) Electroporación

Para la electroporaciónse mezclaban20-100 ng de ADN con 80 gl de células

competentesy se sometíanaun pulsoeléctricocon las siguientescondiciones:SOpE,150(2y

1500V. A continuación,las bacteriasse incubabancon 10 ml de LB a 370C durante lh.
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Finalmente, se sembraban alícuotas de este cultivo en placas Petri con agar/LB/X-

QAL/ampicilina.En estasplacasseseleccionabanlas coloniasblancas.Estaselecciónsebasa

en la resistenciaa ampicilina que confiere el plásmido a las células bacterianasque lo

incorporany a la inactivacióndel gen de la ¡3-galactosidasapor interposicióndel ADN a

donar. En presenciade ampicilina solo crecíanlas células que habían incorporadoel

plásmido,presentandoadicionalmentecoloraciónblancaaquellasque teníaninactivo el gen

de la ¡3-galactosidasa,frente al color azul que desarrollabanaquellasque eran capacesde

metabolizarel x-gal.

Parala confirmaciónde la donaciónde los fragmentosde ADN se llevaron a cabo

extraccionesde plásmidoapequeñaescalay posteriordigestióncon enzimasde restncc¡on.

El métodode extracciónempleadofije el de lisis por álcali (Sambrooky col., 1989). Todos

los tratamientoscon enzimas de restricción se llevaron a cabo en las condicionesde

incubación recomendadas por los distribuidores.Las digestionesserealizaronempleandoSu

de dos enzimascon dianaen el polilinker, ApaI y Sacl (Amersham),y Su de RNasaA

(fi oehringerMannheim),duranteal menos4 horasde incubacióna370C.

Finalmente,secomprobabael exito del procesode donaciónmedianteexperimentos

tipo Southern,comosehadescritopreviamente,empleandodigoxigenina.

4.6.3 ExtraccióndeAUN plasmidicoparasecuenciación

En los clones en los que se confirmó la presenciade los insertosse realizó una

extracciónde ADN plasmídicopara su secuenciaciónempleandoel Qiagen PlasmidKit

(Qiagen).El métodoseguidotite el recomendadoporlos suministradores.

4.6.4 Reaccionesdesecuenciación

Los fragmentosde AUN fueronsecuenciados,mediantePCE, empleandoel kit no

radiactivo DJG Taq DNA Sequencing(BoehringerMannheim), siguiendo el protocolo

recomendadoporel fabricante.Seutilizaron los cebadores“M13/pUC forward y reverse

sequencingprimers”, marcadoscon digoxigenina en el extremo 5’, y la Taq AUN

polimerasaproporcionadaen el kit.
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El programadesecuenciaciónutilizadofue el siguiente:

• Un ciclo de2’ a950C.

• 30 ciclosqueconstabande 3 segmentoscadauno:

a)Desnaturalizacióna 950Cdurante30s.

b)Renaturalizacióna650C, 30s.

c) Polimerizacióna700C, 1’.

• Un ciclo de terminacióna720C, 4’.

La separaciónelectroforéticadelos productosde secuenciaciónserealizóengelesde

acrilamida-bisacrilamida(39:1) al 12%,urea8M, TEMED 0,5 íd/ml y persulfatode amonio

60 gg/ml, siendoel tampóndel gel y el de la cubetaTBE 1X (Tris 9 mM; Acido Bórico 9

mM; EDTA2,5 mlvi, pH 8,2).La cubetaempleadafue unaHoeffer 5E400(16cmx 18cmx

0,2mm) que permitíala secuenciaciónde al menos100 nucleótidospor cadaextremo del

fragmentode ADN.

Antesde aplicarlasmuestras,sellevabaacabounapreelectroforesisdurante30 mm a

650V, 20W y lOmA. Las muestrasse calentaban3 mm a 950C para su desnaturalización,

separandoseen unadiferenciade potencialde 550V, 15W y 7,5mA durante4h 3omin. Una

vezfinalizadala electroforesis,el gel seseparabadeuno de los cristales,situandoleencimaun

filtro de nylon cargadopositivamente(BoebringerMannheim)durante30 mm. Deestaforma

se producía la transferenciade los productos de secuenciaciónal filtro, que eran

posteriormentefijados porexposicióna luz ultravioleta(300nm)durante3 mm. El protocolo

de tinción del filtro fbe el de inmunoensayocon reacciónde color (Fosfatasa),siguiendo

lasrecomendacionesdeBoehringer.

4.6.5 Diseñode los cebadoresespecíficos

Una vez obtenidaslas secuenciasde los extremosde los fragmentosde AUN

amplificados,sediseñabanlos cebadoresde 21 bases,consistiendoen la secuenciade diez

basesdel oligonucleótidoempleadopara la amplificación por RAPDs y las once bases

siguientes.
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Ademásde estosoligonucleótidos,se diseñaroncebadoresespecíficosapartir de las

secuenciasconocidasde tres clonesinduciblesporaluminio en trigo (wa/i1, wa/12y wa/15)

(Snowdeny Gardner, 1993; Richards y col., 1994). En la tabla 5 se muestranlas

secuenciasdelos oligonucleótidosobtenidos.

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

OpAO8F GTGACGTAGGGTGCGTATGCA

OpAOSR GTGACGTAGGCAGGCI7GTAAG

OpBlóF rrrGCCCGGACAACAGATGAG

OpB1ÓR ‘ITrGCCCGGAGCTGTATAAAC

OpBO3F CATCCCCCTGGAGAATAGGAC

OpEO3R CATCCCCCTGGCAGTI7CCTCG

OpROXF TGCGGGTCCTG17CACCCGGTA

OpROiR TGCGGGTCCTCCATAGTGAGT

OpBl5l? GGAGGGTG¶I1GTCGTGAAGCT
OpB15R GGAGGGTGTrCAGGACTAAAA

OpS14F AAAGGGGTCCAACATCACCTT

OpS14R AAAGGGGTCCTGACAATGTGG

WalilF CAGGTCGCCGCCGTGGTCGT

WaI¡1R A’I1SCATCACTCCATCCATAG

WaIi2F TCCGACAAGAAGCGTAGCAG

WuIi2R CTCACTACGAACGACTACTr

WaJI5F GAGCArrCTACCACCGCACC
WaII5R CTGAACAACAAGCAACACCA

Tabla 5.- Secuenciasde losoligonucleátidosespecíficosobtenidosenestetrabajoy delos disefladosa
partirde lassecuenciasconocidasdetresclonesinducibles poraluminioentrigo (wahl, walí2 y

wahS).

4.7 Amplificación por PCR empleandocebadoresespecíficos(SCAR)

La mezcla de reaccióntenía un volumen final de 25 ¡il y conteníalos siguientes

componentes:60 ng de AUN, 2,5 j.d de tampón 1OX (Tris-HCI 100 mM pH 8,3, KCl 100

mlvi), MgCI2 2,5 mM, 100 pM de cadauno de los dNTPs, l5pmolesde cadauno de los dos

cebadoresy lu de Amplitaq AUN polimerasa,Stoffel fragment(PerkinElmer).

Las reaccionesde amplificación se realizaronen un termocicladorPTC-100 (MJ

Research).

Los programasdeamplificaciónllevadosacabofueronlos siguientes:

• Un ciclo de 5’ a94
0C.

• 35 ciclosqueconstande 3 segmentoscadauno:

a)Desnaturalizacióna940C durante1’.

b)RenaturalizaciónentreSSy 650C (segúnlos cebadores),1’.

¡
u
u
u
u
u
E
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c)Rampade transicióndela renaturalizacióna la polimerizaciónde

0,1 0C/seg.

d)Polimerizacióna720C, 6’.

e Ciclo determinacióna720C, 5’.

La temperaturade renaturalizacióneradeterminadaempiricamenteparacadapareja

de priiners.En cadacaso,sebuscabala máximatemperaturaqueprodujerala amplificación

del únicofragmentoesperado.

4.8 Digestionescon enzimasde restricción

Alguno de los fragmentosamplificadoseradigerido,en reaccionesseparadas,con un

total de 17 enzimasde restricción (Amersham);cuatro de las cualesreconocen4 paresde

bases:JrIaeIll, HhaI, RsaIy TaqI; y el resto6 paresde bases:BamHil, BgLI, EcoRI,H¡ndffi,

I-linJI, PstI, SacI,SmaI,XhoI, &zlI, MspI, ApoI y KpnI. Todos los tratamientoscon enznnas

de restricciónse llevaron a cabo en las condicionesde incubaciónrecomendadaspor los

distribuidores.Las digestionesse realizaronempleandoSu de enzimapara los 25 gí de la

mezcladePCE, duranteal menos4 horasdeincubacióna370C.

5 Análisis de la segregacióny elaboración de mapasmedianteel

programa MapmakerfExp 3.0

En los análisisde ligamientoseutilizó el programaMapmakerlExp3.0 (Landery

col., 1987).En primer lugar, seasignóa cadaindividuo el genotipoparalos diferentes

loci. En el caso de loci codominantesse asignaronlas letrasA (homocigoto para el

parentalAilés), R (homocigotoparael parentalRiodeva) y II (heterocigoto).Paraloci

dominantesseemplearoncuatroletras. Cuandola bandaproveníade Ailés seasignaron

las letrasR (ausencia)y 1) (presencia).Si la bandaprocedíade Riodevalas letraseranA

(ausencia)y C (presencia).En la tabla6 se resumenlas letrasasignadasen función de los

genotiposobservados.

41



Material y Métodos

Letra Genotipo
A Homocigotode Ailés
R Homocigoto de Riodeva
H Heterocigoto
C No homocigotode Ailés
1) No homocigotode Riodeva

Tabla6.-Letrasasignadasen funciónde los genotiposde los individuosparalos diferentesloci.

Unavez asignadoslos genotipos,se empleabael comando“group”, que dividía

los loci en gruposde ligamiento. Este comandodeterminabasi existía ligamientoentre

cualesquierade los loci, tomadosde dos en dos, calculando su distanciagenética

medianteel método de maxima verosimilitud y su LOD (logarithm of the odds)

correspondiente.Si dosloci teníanun LOD mínimo de 4.0 y unadistanciamaximade 50

cM seconsiderabancomoligados.El valor de LOD es el logio de la verosimilituddeque

dos loci estenligados. Estevalor es la razónde la probabilidadde que su segregación

seadebidaadosloci ligadosentrela probabilidadde quela segregaciónobservadaseala

propia de dos loci no ligados. Un valor de LOD de 4.0 significaría,por tanto, que es

10.000vecesmásprobableque la segregaciónobservadasea debidaa la existenciade

ligamiento.

El orden lineal de los loci, dentro de los grupos de ligamiento, se estimaba

medianteel comando“compare”, que determinabael ordenmásprobablede los locí de

entretodos los posibles.Esteresultadoeraverificadomedianteel comando“ripple”, que

compruebael ordende los loci tomadosde 5 en 5.

Finalmente, para obtener las distancias genéticasentre los loci ligados se

empleabael comando“map”, que realizabaun análisismultiple. Las distanciasgenéticas

entre los loci, expresadasen cM, eran calculadasa partir de las frecuenciasde

recombinación,utilizando la función de mapa de Kosambi. Esta función calcula las

distanciasen el mapateniendoen cuentala ocurrenciade multiples sobrecruzamientosy

la interferenciaentresegmentoscontiguos.
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1 Control genéticode la tolerancia al aluminio en centeno

1.1 Efecto del aluminio sobreel crecimiento de la raíz en distintas poblacionesde

centeno

Pararealizarun estudiosobrela genéticade la toleranciaal aluminio en centenoera

necesario,en primerlugar, analizarla variabilidad existentepara estecarácteren diferentes

poblacionesde estaespecie.Porello, seempleóuntestdetolerancia(vermaterialy métodos)

parainvestigarel efectoqueproducíaelaluminio, adiferentesconcentraciones(50, 100y 150

1.tM), sobre el crecimiento de las raícesen dos cultivares (Ailés y JNK) y dos lineas

consanguíneas(Pooly Riodeva)de centeno.Entodoslos casos,seobservóunadisminución

progresivaen el crecimientode la raízal aumentarla concentraciónde aluminioen el medio.

Detodosmodos,enbaseala respuestaalos tratamientos,lasvariedadesestudiadaspudieron

dividirse en tres grupos.En el primergrupo seencontrabael cultivar Ailés, en el segundo

JNKy Pool, y en elterceroRiodeva.

En el cultivar Ailés se observóel menorefecto del aluminio. Así, la diferenciaen

crecimientomedio de la raíz entreplantastratadasy no tratadascon aluminio, a todaslas

concentraciones,fue siempreinferior a 1 cm. Solo a una concentraciónde 150 pM se

observarondosindividuosen los queya no habíacrecimientode la raíztras el tratamiento,

pero incluso a estaconcentración,aparecíanindividuos con crecimientosde hasta3,5 cm

(Figura3).

El cultivar JNK y la línea consanguíneaPool, mostraron un patrón de

comportamientomuy similar. En amboscasos,la disminuciónen la mediade crecimientode

la raíz era proporcional al aumento de la concentraciónde aluminio. A partir de una

concentraciónde 100 iilvI se observaronindividuos en Pool que no teníancrecimiento

adicionalde la raíz. Estasituaciónsepresentabaaunaconcentraciónde 150 pM en JNK. A

estaconcentración,aúnse observabaun elevadonúmerode plántulascon crecimientosde la

raízde hasta2,3 cm(Figuras4 y 5).

La líneaconsanguíneaRiodevamostróun comportamientodiferencial.En estecaso,

la disminuciónde la mediade crecimientoeramuy drástica.A unaconcentración100 jiM de
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aluminio, la reducciónera ya de 1,3 cm, y a 150 ¡.tM no se encontraronindividuos con

crecimientossuperioresa0,3 cm(Figura6).
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T

Figura10.-Aspectodelos ápicesderaícesdeplantasdeAilés (T:tolerante)y Riodeva(s:sensible)
tratadosy no tratadoscon aluminio(150 jaN!).

Nuevamente,las mayoresdiferencias entre las poblaciones,para la tolerancia al

aluminio,aparecíanaunaconcentraciónde 150 ¡.dv! dealuminio.Por lo tanto, sedecidióque

estaseríala concentraciónaemplear,apartirde estemomento,enlostestdetolerancia.

1.2 Estudiodel control genéticode la tolerancia al aluminio

A la luz de los resultadosobtenidosen las cuatropoblaciones,realizamostest de

toleranciaal aluminio (150 pM) en las descendenciasde diversoscruzamientosde las plantas

de Ailés con mayorcrecimiento(>2,5 cm) por plantasde Riodevaen las queno se registró

ningúncrecimientoadicionaldela raíztrasel tratamiento.

Se analizaronun total de cinco descendenciasFi (ARí, AR2, AR3, AR4 y AR6).

Los resultadosobtenidossemuestranen la figura 11. Las mediasde crecimientoen estas

cmcodescendenciasoscilaronentre2,1 cm y 1,76 cm (~ conjunta=1,94cm) y en ningún

casohubo individuos con crecimientosadicionalesmenoresde 0,7cm. Estasmediaseran

estadísticamentesemejantesa la media del cultivar Ailés (1,46 cm), aunqueligeramente

superiores.
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mendeliana.Tomamoscomoindividuossusceptiblesaquellosen los que el crecimientode la

raízno excedíalos 0,3cm,puesesteerael máximocrecimientoobservadoenRiodeva(Figura

6), y comotoleranteslos quepresentabanun crecimientomayor de 0,3cm.En cinco de las

descendenciasF2(AR1.13®,AR2.14®, AR3.14®,AR4.18®y AR6.17®) las segregaciones

observadasfberon del tipo 3:1, mientras que en dos cruzamientosprueba(AR1.5xR y

AR2.6xR) estas se ajustaban a una segregación 1:1. También aparecieron un

retrocruzamiento(AR1.llxR) y una F2 (AR1.15®) con segregaciones3:1 y 15:1,

respectivamente,y queademásmostraronun crecimientomedio dela raízsuperioral restode

descendencias(Figura 12). En el casode la descendenciadel retrocruzamientoARí . 7xR la

segregaciónala quemásseasemejabaeraauna9:7.

En la tabla 9 y en la figura 13 se muestrala segregacióndel caráctertoleranciaal

aluminioy un resumendelos resultadosobtenidosenlas descendenciasanalizadas.

Cruzamiento Tipo Fenotipo Hipótesis X2

Tolerantes(X T) Sensibles(X ,)

AR1.llxR BC 103(1,77) 32(0,05) 3:1 0,12

AR1.13® F2 75 (1,84) 35 (0,13) 3:1 2,72

ARL.15® F2 98(2,44) 10(0,07) 15:1. 1,66

AR1.5xR BC 15(1,60) 20(0,12) 1:1 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) 3:1 0,006

Tabla9.- Segregacionesobservadasenlas descendenciasdelos cruzamientosanalizadosparael
carácter“toleranciaal aluminio”. BC: retrocruzamiento.x T: media(encm) de ladistribucióndelas

plantastolerantes.x ,: media(encm) dela distribucióndelasplantassensibles.* X2 condiferencias

significativasanivel deP’c0,05.
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ALXR A2XR A3XR A4XR A6XR

+
AMi (100) AR2 (89) AR3 (51) AR4(61) AR6(42

)

AR1.5 ARl.7 AR1.11 ARL.13 ARliS AR2.6 AR2.14 AR3.14 AR4.18 AR6.17

lix 1 ¡ 1
R

+
1:1 9:7 3:1 3:1 15:1 1:1 3:1 3:1 3:1 3:1

(35) (84) (135) (115) (108) (81) (129) (116) (118) (97)

Figura 13.-Esquema delassegregacionesobservadasparala toleranciaal aluminioentodaslas
descendenciasF2y retrocruzamientosanalizados.Entreparéntesissemuestraelnúmerodeindividuos

analizados.A: Allós. R: Riodeva

2 Localización de genesde tolerancia al aluminio

2.1 Análisis de ligamiento entre genesde tolerancia al aluminio y varios loci

isoenzimáticos

En centenose ha descritola existenciade genesde toleranciaa] aluminio en los

cromosomas3R,4R y 6R, medianteel estudiodelineasdeadición (Aniol y <Justafson,1984).

Porestarazón,seanalizaronlasdescendenciasdelos cruzamientosen los que seencontraban

segregandounaseriedeisoenzimaslocalizadasenestoscromosomas.

Se llevaron a cabo electroforesisen geles de almidón de dos descendenciasF2

(ARí.130 y AR6.170)y de doscruzamientosprueba(ARí .5xR y AR1.7xR).En latabla 10

se indica la localización cromosómicade los lod isoenzimáticosanalizados que se

encontrabansegregando.

El locus GoL? presentabados alelosactivos(1 y 2), mostrandoun comportamiento

dimérico.Los heterocigotosteníanunabandanuevade migraciónintermedia.Las isoenzimas

Acol, Aco2, ¡¿api, Mdh2 y PgmJ mostrarondos alelos activos (1 y 2), presentandoun

comportamientomonomérico.Cadauno delos loci de esterasas(Est6y Est8)presentabanun

alelo activo (+) y uno nulo (-). Estos loci llevan información para isoenzimascon un
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comportamientomonomérico.Portanto,paraestegrupode loci no eraposibledistiguira los

homocigotosparael alelo activo(++) de los heterocigotosactivo-nulo(+-). Finalmente,en el

caso del locus Náh2, con comportamiento tetramérico, solamente fUe posible la

diferenciaciónentredosfenotiposdediferentemigraciónenel gel (+ y -).

Locus Referencia CruzamientoBrazo
cromosómico

.3RL
3RL
~IRS

SRL

6RL

6RL

61ff

6RL

6RS

Localización

GoL? TangyHart,1975. AR6.170,AR1.5xRyAR1.7xR
Mdh2 SalinasyBenito,1985a. AR1.130
PgmJ Salinasy Benito, 1985c. ARÓ. 170
Aco2 Cheniceky Hart, 1987. AR1.130,AR1.SxRyAR1.7xR
Acol Chenicek y Han, 1987. ARí .130,AR6.170y ARí .5xR
NdJi2 Wehling, 1991. A.R6.17®
Est6 Salinasy Benito, 1985b. AR6.170
Est8 SalinasyBenito,1985b. AR6.17®
Lapí TangyHart,1975. AR1.130,AR1.5xRyAR1.7xR

Tabla 10,- cromosómicadelos genesestructuralesdeisoenzimasque segregaronen los
diferentescruzamientos

Unicamenteen la descendenciaAR6.170 se comprobóla existenciade ligamiento

entrevarios loci isoenzimáticos y un gen de tolerancia al aluminio. Estosloci eranAcol,

NdJi2, Kt6 y Est8(Figura14), habiendosidotodosellos previamentelocalizadosen el brazo

cromosómico 6RL. En la tabla 11 se muestranlas segregacionesconjuntas de estas

isoenzimasy del gendetoleranciaal aluminio,mientrasqueenla figura 15 sepuedeobservar

el mapagenéticoconstruido,empleandoel programaMAPMAKER/EXP 3.0.

En los otros tres cruzamientos(AR1.130, AR1.5xR y AR1.7xR) la segregación

conjuntadel gen de toleranciacon los loci isoenzimáticosno difería significativamentedel

supuestodeindependencia.
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Loci Distribución de la descendencia cM
T,11 s,11 T,12 s,12 T,22 s,22

AItJ,AcoI 8 16 43 6 22 2 31,17*** 24,6

Altl,Ndh2 58 15 11 13 994** 46,4
Altl,Est6 58 15 21 3 0,75 -

AItl,Est8 53 20 12 12 3,18 -

1t~ ‘ir 12, + 12,- 22,+ 22,-
Acol,Ndh2 5 19 40 9 24 0 43,29*** 16,8
Acol,Est6 24 0 39 10 16 8 9,33** 42,4
Acol,Est8 8 16 35 14 22 2 19,92*** 42,5

Ndh2±,Est6 52 17 27 1 5,83* 26,1
Ndh2,Est8 57 12 8 20 26,29*** 26,7
Est6,Est8 47 32 18 0 10,86””” 0

Tabla11.-Relacionesdeligamientoobsevadasentrelos loci isoenzimáticosanalizadosy el locusde
toleranciaal aluminio(Alt]) localizadoen 61?. * 2 condiferenciassignificativasanivel de P’C0,05;

** 2 con diferenciassignificativasanivel deP<O,01; “‘“‘X2 con diferenciassignificativasa
nivel de PC0,001.T: tolerante;s: sensible.

A¡ti

24,6 cM

Acol Ndh2

III
16,8cM 26,1 cM

Est6 Est8

“‘4
O cM

6RL

Figura15.-Mapagenéticoconstruidoenel cromosoma6R empleandolos locí isoenzimaticos
analizadosy el locus de tolerancia al aluminio (Alt])

A la vistade los resultadosde ligamiento conmarcadoresisoenzimáticosiniciamosla

búsquedade marcadoresRAPDs ligados a los genes de tolerancia al aluminio en dos

cruzamientosdiferentes.En la descendenciaARÓ.170 debieranhallarsemarcadoresligados

al gen detolerancialocalizadoen el cromosoma6R (Allí). Porotro lado, enla descendencia

F2 AR1.13® estabansegregandolos loci isoenzimáticosAcol y Lapí, localizadosen los

brazos61ff y 6RS,respectivamente.Debidoa queningunode estosdosloci secomportaron

como ligadosal gende toleranciaal aluminio quesegregabaen estecruzamientodecidimos

emplearloparalocalizarestegen,quedeberíaestarenotro cromosomadistinto del 6R.
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detectadosen una proporción de 1:9, mientrasque en el cebadorOpSO4 apareceun

fragmentoqueofreceproblemasparasu deteccióncuandoestáenproporción9:1. En fUnción

de esteresultado,parecíaque existía la posibilidad de detectarmarcadoresen una amplia

ventanaaambosladosdel locusanalizado.

a) Análisis debloquessegregantesenel cromosoma6R

Paralocalizarmarcadoresen la zonadel gen de toleranciaal aluminio situadoen el

cromosoma6R serealizaronanálisisdebloquessegregantesparadosloci de estaregión.Uno

de ellosera,lógicamente,el propio gende toleranciaal aluminio y el otro setratabadel locus

isoenznnático¡¿api.

Análisis de bloquessegregantespara la tolerancia al aluminio en el

cromosoma6R

Como dijimos previamente, en fUnción de los resultados de ligamiento con

marcadoresisoenzimáticosiniciamosla búsquedade marcadoresRAPDs ligadosal gen de

tolerancialocalizadoenel cromosoma61? (Ahí) enla descendenciaARÓ. 170.

Se realizaronamplificaciones en bloques de plantas tolerantesy sensibles del

cruzamientoAR6.170, empleando120 cebadores,correspondientesalos kits A, B, C, F, R y

5 de lacasaOperon.La mayorpartede los cebadoresempleadosproducíanel mismopatrón

de amplificaciónen ambosbloques.En la figura 17 se muestraun ejemplode los resultados

obtenidos.Unicamenteen ocho del total de cebadoresempleadosno se obtuvo ninguna

amplificación(OpAl9, OpCOl, OpCO4, OpCO9, OpCl6, OpRl4,OpRl7 y OpRIS).Con el

restode cebadoresse amplificaron un total de 452 fragmentos,con un rango de 1 a 10

fragmentospor primer. Del total de bandasanalizadasse encontrarondos que estaban

presentesen el bloquede plantastolerantesy no en el de sensibles.Estosfragmentosse

correspondíancon la amplificaciónde los cebadoresOpBO3 (655 pb) y OpROl (600 pb),

siendodenominadosOpBO3óssy OpROhoo(Figura18).
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u

En la tabla 12 se muestranlas segregacionesconjuntasde estos fragmentosde

RAYDs con el gendetoleranciaal aluminio y las distanciasgenéticasestimadas.

5,—
17
23

Loci Distribución de la cM
descendencia

T,+ T,- s,+
Altl,OpBO3nss 64 9 7 31,51*** 21,9
Altl,OpROluo 72 1 1 86,64*** 2,2

++ +,- -,+_____________________
OpBO36ss, OpROigoo 64 7 9 17 31,53*~ 21,9

Tabla 12.-Relacionesde ligamiento obsevadasentre los loci OpBOSóss,OPROJ600 y Alt]. ***X
2 con

diferencias significativas a nivel de PC0,001.

• Análisis de bloquessegregantespara el locus isoenzimáticoLapl

El locus ¡¿api esta localizado en el brazo corto del cromosoma<SR. Nuestros

resultadosde ligamiento entreAlt] y loci isoenzimáticoslocalizadosen 6R apuntabanla

posible localización en <SRS de Alt]. Estos datos nos indujeron a pensarque ¡¿api se

encontraríaprobablementeen las proximidadesdel gende toleranciaal aluminio. Como se

observaen la tabla 10, en la descendenciaAR6.17® no se encontrabasegregando¡¿api, y

dado t~ue en otros cruzamientossi segregaba,comoerael casode la F2 AR1 . 13®, lo que

intentamosfUe buscarfragmentosamplificadosmedianteRAPDs ligados a ¡¿api en ese

cruzamiento,paraposteriormente,traspasaresosfragmentosa la F2 AR6.17®.

Por lo tanto, en este caso se prepararonlos bloquesde plantasen fUnción de su

genotipoparael locus¡¿api. Serealizaronamplificacionescon 120 cebadoresen bloquesde

15 plantas con genotipos 11 y 22 para ¡¿api, en la F2 AR1.130. De estemodo, se

obtuvieronlosfragmentosde amplificaciónOpBlS
7poy OpBlójj4s, asociados a los bloques 11

y 22 para¡¿api, respectivamente.

La amplificacióncon estosprimersen losindividuosdel cruzamientoARÓ.17® rindió

resultadosdiferentesparalos dosfragmentos.El fragmentoOpBión4s no se detectabaen la
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Se amplificó con OpS14el ADN de los individuosde la descendenciaAR1.130.

Si bienen el casode los bloqueslas diferenciaseransiempreclaras,en el casode plantas

individuales las amplificacionesno eran siempre eficientes, con lo cual a muchos

individuos no se les podíaasignarun genotipocon fiabilidad. Porello, sedecidió pasar

directamentea la obtenciónde cebadoresespecíficos(SCAR) que permitieranel análisis

de ligamiento.

2.2.2 Localización cromosómicade fragmentosamplificados por PCR en

líneasde adición

a) Localización cromosómicade fragmentosamplificados por RAPDs

Paralelamentea los experimentos relatados hasta el momento, desarrollamos

experimentosde localizacióncromosómicadefragmentosamplificadosmedianteRAPDs.De

estaforma, intentábamosproducirun bancode marcadoresmolecularesde utilidad, tanto en

los estudiossobretoleranciaal aluminio comoenfUturostrabajos.

Se realizaronamplificacionesen trigo (CS), en centeno(1), en el anfiploide (CS-I) y

en las siete lineas disómicas de adición trigo-centenoempleando 60 oligonucleótidos

decámeros(Kits A, B y F). El númerode fragmentosamplificadosporcadaoligonucleótido

osdiló entre 1 y 6 en trigo y entre 1 y 7 en centeno.Del conjunto de los 137 fragmentos

obtenidosen centeno, 45 solaparoncon bandasde trigo y tan sólo 21 pudieron ser

localizados,encontrándoseestosrepartidosa lo largode los 7 cromosomas del complemento

haploide del centeno. Los 70 fragmentos restantes, pese a no solapar con bandasde trigo, no

seobservaronenningunade laslineasde adícion.

Los 21 fragmentoslocalizadosfUeron a su vez asignadosa un brazocromosómico

determinado mediante amplificación, empleando las líneas ditelosómicas correspondientes.

Porejemplo, la amplificacióncon el oligonucleótidoOpAlO generóun fragmentode 370 pb

que fue localizadoen el cromosoma7R. Medianteamplificaciónde las lineasditelosómicas

7RSy 7R13estefragmentotite asignadoal brazolargodel cromosoma7 del centeno(figura

20).
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El tama5o del fragmento localizado con cadauno de los oligonucleótidos, el

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

Oligonucleátidos Tamaño de los fragmentos Brazo

decámeros localizados(pb) cromosómico

OpAOl 570 SRS

OpAO2 304 <SRL

OpAO5 385 4R5

OpAO8 415 <SRL

OpAlO 370 7RL

OpAl3 230 <SRL

OpAl7 466 iRL

OpA2O 564 SRS

OpBO4 325 3Ff

OpBO7 276 3Ff

OpRíS 365 <SRL

OpBl6 175 3Ff

OpBl7 315 3RS

OpBl8 330 3RS

OpFOl 263 2RS

OpFOl 570 3113

OpFOl 476 7Ff

OpFOS 257 3RSy<SRL

OpFO8 311 2Ff

OpFl4 370 41ff

OpFl9 221 2Ff

Tabla 14.- Localización cromosómicade los productos de amplificación obtenidosmedianteRAPDs.

En la tabla 14 puedeobservarseque 13 de los 21 fragmentosfUeron localizadosen

los cromosomas 3R (OpBO4ns,OpBO7~6 OpBi6ns, OpBl
7su, OpBi8

33o, OpFOLvo y

OpFOS2r),4R(OpAOSs~sy OpFJ4syo) y <SR (OpAO2.qu4,OpAi3no,OpBISsósy OpFOS2sz),

dondeseha descritola existenciade genesde toleranciaal aluminio, medianteel estudiode

lineasde adición(Aniol y Gustafson,1984).
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localizadosporRAPDs. Comoresultado,seobservóque las distintas sondas hibridaban con

el ADNde centeno, el del anfiploide y el de la correspondientelíneade adiciónen la que se

había realizado la localizacion.

Estos resultados nos impulsaron a intentar la localización, mediante la técnica de dot-

blot, de diez de los fragmentosamplificadosque no habíanpodido asignarsea ningún

cromosoma directamente. Estas localizaciones no fUeronposiblesporque,o bien, la señalde

hibridación aparecía en todos los puntos, o bien, aparecía en todos menos en el del trigo (CS).

b) Localización cromosómicade fragmentos conposible homología con los

geneswali de trigo

Se diseñaron cebadores específicosapartir delas secuenciasconocidasde tresclones

inducibles por aluminio en trigo (wal¡i, wali2 y waliS) (Snowden y Gardner, 1993;

Richards y col., 1994), con la finalidad de intentar localizar, mediante amplificación en las

líneas de adición trigo-centeno, los correspondientes genes homeólogos en centeno. De esta

forma se trataba de comprobar si existía alguna relación entre los genes de tolerancia al

aluminio presentes en nuestras descendencias y estos clones de trigo.

Se realizaron amplificaciones en las lineas de adición trigo-centeno a una temperatura

de renaturalización de 600C. Para comprobar que los fragmentos amplificados tenían

homología con los genes de trigo, se transferíanlos gelesde agarosaa filtros de nylon para

realizar hibridaciones tipo Southern, empleando como sonda los clones originales de trigo.

Los fragmentos de centeno que mostraban sefial de hibridación eran secuenciadospara

comprobar el grado de homología con el trigo. En el apéndice1 semuestranlas secuencias

completas de estos fragmentos.

La pareja de cebadoresdiseñadaa partir de la secuenciade waliJ amplificabavarios

fragmentos en el centeno Imperial. La hibridación posterior mostró que únicamente dos de

estos fragmentos (rali 1.1 y rail .2) presentaban cierto grado de homología con la sonda de

trigo (Figura 23a). En ninguno de los dos casos estas bandasaparecieronen algunade las

lineas de adición y los resultados de la secuenciación de los mismos indicaron que el grado de

68



Resultados

semejanza era mucho menor del esperado. Incluso se pudo observar que en los dos extremos

de estos fragmentos se hallaba el mismo cebadorconla secuenciainvertida.

En el caso de la amplificación con la parejade cebadorescorrespondienteawah2 se.

observóla presenciadeun fragmentode 985 pb encenteno(rali2). Mediantehibridacióncon

la sonda de trigo, se pudo localizar dicho fragmento en los cromosomas4R y 7R (Figura

23b). La secuenciade estefragmentomostróunahomologíacon el clon de trigo del xx

(Figura22).

En la descendenciaARí. 130 estaba segregando un gen de tolerancia al aluminio

localizado en un cromosomadiferentedel 6R. Por ello, se realizaronamplificacionesen 10

mdividuos de esta descendencia con la pareja de cebadores de walí2, en la esperanza de que

pudiera existir ligamiento entre este fragmento de 985 pb y el gen de toleranciaal aluminio.A

una temperatura de 580C se conseguía amplificar la banda, pero no hubo posibilidad de

observar variabilidad, ni directamente por presenciao ausencia,ni mediante digestión de los

productos de amplificación con las 17 enzimas de restricción descritas en material y métodos.

La pareja de cebadores correspondiente a waliS no amplificó ningunabandaen

centeno y tampoco se observó fragmento alguno por hibridación con la sonda de trigo

(Figura23c).
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Figura 22.-Homología de wali2
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2.3 Obtención deSCAR

En este trabajo se planteó la obtención 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 marcadoresligadosadichosgenes.Paraello, eranecesariosecuenciarcadauno de los

fragmentos de interés y, de este modo, poder diseñar cebadores “largos” que permitieran la

realización de amplificacionesespecificas,siguiendoel protocolo descritoen material y

métodos.

Para cada pareja de cebadores se determinóempíricamentesu temperaturaidóneade

renaturalización. La decisión de esta temperatura dependía de dos factores: 1) debía

conseguirse amplificar únicamente el fragmento deseado y 2) debía producirse, si esto era

posible,la diferenciaciónde los genotiposdirectamentepor presenciao ausenciade la banda

amplificada. Lógicamente, no fue posible en todos los casos alcanzar este segundo objetivo.

En la tabla 15 se muestran los fragmentos de ADNpara los que se obtuvieron cebadores

específicos, el interés que podían tener en este estudio, las temperaturas establecidas para la

amplificacióny si se consiguió o no diferenciardirectamentepor PCRlos genotipos.En el

apéndice1 se presentanlas secuenciasobtenidasde los RAPDs, para el diseño de los

cebadores.

Locus Situación r de Variabilidad por
renaturalización PCR

OpA08os Localizadoen <SRL 690C No
OpB03MS Ligado a Alt] en <SR 610C Si
OpB15~w Ligado a Alt] en <SR 630C Si

OpBI6~
5 Ligado aLapí en <SR 65

0C No
OpROlw Ligadoa Alt] en <SR 630C Si
OpS14

7os LigadoaAlt3 58
0C No

Tabla 15.- Fragmentosde ADN paralos quesediseñaroncebadoresespecíficos.

En el casode los fragmentosOpBO3
6ss, OpBiSy%y OpROisoose pudo mantener la

variabilidad previamente observada en RAPDs. Los datos de presencia-ausenciade estos

fragmentosfueron totalmentecoincidentescon los previamenteobtenidospara RAPDs

(Figura 24). Además,se intentóconfirmar la localizacióncromosómicade estosfragmentos,

mediante amplificación en las lineas de adición trigo-centeno.El locusOpBO3&ssfUe el único
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En la tabla 18 se resumen las localizaciones cromosómicas obtenidas para todos

los marcadores SCARempleados, mediante el análisis de lineas de adición trigo-centeno.

Lotus Brazo cromosómico
OpA08415 <SRL
OpB03 655 -

OpBlSm <SRS
OpBl6íus <SRS
OpROtoo <SRS
OpSI4,os 41ff

Tabla 18.- Localización cromosómica de los marcadores SCARobtenidos

3 Construcción de mapas genéticos en los cromosomas61? y 41?

3.1 Construcción de un mapa genéticoen el cromosoma6R

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

con todos los loci que se encontrabansegregandoen la descendenciaAR6.17®.

Los dos marcadoresmáspróximosal locusde tolerancia(Alt]) eranOpB1579ay

OpROlúoo,hallándosea unadistanciadeO y 2,2 cM, respectivamente.

Una vez que habíamos obtenido una serie de marcadores isoenzimáticos (Acol,

Ndh2, Est6 y Est8) y basados en PCR (OpBO3ósss,OpROióoo, OpBJS~~oy OpA08415)

ligados al gen de tolerancia al aluminio en <SR (Alt]), pasamosa construir un mapa

genético, empleandoel programaMAPMAKER/EXP 3.0, con un L0D4. El mapa

obtenidosemuestraen la figura 30.
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Loci Distribución de la descendencia cM
TJX s,11 T,12 s42 T,22 s,22

Allí, OpAO841s 22 2 42 9 9 13 18,75*** 33,5
Alt¡,A¿ol 8 16 43 6 22 2 31,17*** 24,6

AIÍF,Est6 58 15 21 3 0,75 -
Altl,EslB 53 20 12 12 3,18 -
Alt), Ndia2 58 15 11 13 9,94** 46,4
Alt) ,OpBO36ss 64 9 7 17 31,51*** 21,9
Alt) ,OpBl

5z>,o 46 27 24 0 12,28*** Q
AlII,OpROl

6o0 72 1 1 23 86,64*** 2,2
11,11 11,12 11,22 12,11 12,12 12,22 22,11 22,12 22,22

OpAO84151Acol 0 7 17 5 39 7 19 3 0 53,71””” 13,8
11,+ 11,- 12,+ 12,- 22,+ 22,-

OpAO8415, Está 14 10 44 7 21 1 12,11** 29,9
OpAO841s,EstS 22 2 38 13 5 17 27,13*** 29,1
OpAOSos,Ndh2 24 0 45 6 0 22 71,13*** 6,4
OpAO84>5, OpBO3655 24 0 45 6 2 20 29,71*** 9
OpAO84>5, OpBlS,~,0 9 15 40 11 21 1 36,57*** 308
OpAO841s, OpROlw~ 22 2 42 9 9 13 18,75** 33,5
Acol, Est6 24 0 39 10 16 8 9,33** 42,4
.4col, Est8 8 16 35 14 22 2 19,92*** 42,5
Acol,Ndh2 5 19 40 9 24 0 43,29*** 16,8
Acol,OpBO36ss 1 23 46 3 24 0 80,19*** 4,3
Acol,OpBlSrn 24 0 40 9 6 18 38,41*** 18,5
Acol,OpROl~0 8 16 43 6 22 2 31,16*** 24,6

4.,-
Está, EstA 47 32 18 0 10.86*** O
Está,Ndh2 52 27 17 1 5,53* 26,1
Está,OpBO3655 54 25 17 1 5,08* 28,7
Está,OpBl5rn 61 18 9 9 5,33* -

Está, OpROl6oo 58 21 15 3 0,77 -
EstS,Ndh2 57 8 12 20 26,29*** 26,7
EstS, OpBO36.ss 56 9 15 17 16,89*** 36,4
EstS,OpBl5rn 43 22 27 5 3,41 -
EstA, OpROluo 53 12 20 12 3,19 -

Ndh2, OpBO3~ss 63 6 8 20 39,97*** 17,5
Ndh2, OpRl5~,0 44 25 26 2 8,37*~ 32,2
Ndh2,OpROl6o. 58 11 15 13 9,96** 46,4
OpBO3ai, OpBl5z,,o 45 26 25 1 10,17** 20,6
OpBO31sss, OpROl6oo 64 7 9 17 31,53*** 21,9
OpBlS,,0, OpROl600 46 24 27 0 12,29*** ()

Tabla 19.- Relaciones de ligamiento obsevadas entre todos los loci localizados en <SR. * X
2con

diferenciassignificativasanivel de P<O,05;** y2 con diferenciassignificativasanivel de
P<0,01; ~ con diferencias significativas a nivel de P<0,00l.
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2,1 cM

5,5 cM

16,1cM

4,8 cM

10,0cM

6,4 cM

24,0cM

0,7 cM __

— OPROiceo
—Alt]

—OpBlS~0

J <—Centrómero

6KV

col

— OpBOS6ss

—OpA

—Ndh2

Est6
Est8

6RL

Figura 30.- Mapa genético obtenido en el cromosóma61?.
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3.2 Construcción de un mapa genéticoen el cromosoma41?

En el cromosoma 4R únicamente se pudo localizar el locus OpSJ47osligado al

gen de tolerancia al aluminio (A1(3) (tabla 18). En la figura 31 se muestra el mapa

genético obtenido.

.4113 Op
514~os

23,5 cM

4RL

Figura 31.- Mapa genéticoobtenido en el cromosóma41?.

Como se puede observar en la figura 31, el marcador OpS14~osse halla a una

distancia de 23,5 cM del locusde toleranciaAlt3.
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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 célulasy tejidos, cultivo con solucionesde nutrientes,

ensayosde suelosy evaluaciónen campo (revisión en Carver y Ownby, 1995). La

utilización de un test de toleranciaque permitael análisis de un importantenúmerode

plantassimultáneamente,que posibilite la selecciónde individuos sin su destruccióny

que, sobre todo, sea fiable es la clave eninvestigacionessobrelagenéticadela tolerancia

a un estrés por metales. Los test de tolerancia en cultivos cumplenestastrescondiciones,

presentandouna elevadacorrelacióncon los realizadosen campo(Reid y col., 1971;

Campbelly Lafever, 1976;Howler y Cadavid, 1976;McCain y Davies, 1983).Además,

se han observado mayores grados de heredabilidad para la tolerancia al aluminio

empleandosolucionesde nutrientes(0,73-0,89)(Campbelly 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, homogeneizandode este modo los resultados

obtenidos.

Está ampliamente demostrado que el efecto principal del aluminio se ejerce en la

raiz, desdelos estadiosmás tempranosde desarrollode la planta (Delhaizey Ryan,

1995). Nuestras observacionesindican que es específicamentea este nivel donde

aparecenlos dañosenlas plantas,diferenciandolos genotipostolerantesde los sensibles.

El centeno,junto conla avena,hansido descritoscomo las gramíneascon mayor

gradode tolerancia,en contraposicióna otrasespeciescomoel trigo y la cebada,mucho

más sensibles(Aniol, 1990).Los trigos mástolerantes,como esel casode la variedad

“Atlas 66”, no resistenconcentracionesde aluminio superioresa 25 jiM, mientrasque

los centenostoleran, por lo general,concentracionesde hasta150 pM. Nuestrosdatos

en las diferentes poblaciones de centeno han coincidido con los previamente obtenidos en

otros trabajos, donde se observaronniveles de tolerancia a concentracionesmuy

similares a las empleadas por nosotros. En un estudio sobre tolerancia al aluminio en

centeno, Aniol y col. (1980) clasifican una serie de líneas consanguíneas analizadas en

cuatrogrupos: 1) sensiblesa 30 ppm de aluminio, II) sensiblesa50 ppm, III) sensiblesa
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70 ppm y IV) tolerantes a 70 ppm, presentando todas las líneas del grupo 1 y buena parte

de las del grupo II una inhibición irreversible del crecimiento de la raíz tras los

tratamientos. Dentro de esta clasificación podrían incluirse las poblacionesque hemos

analizado.Así, línea consanguíneaPool y los cultivaresJ?NK y Ailés se hallaríanen el

grupo IV (altamentetolerantes),mientras que la línea consanguíneaRiodeva estaría

encuadradaen el grupoIII (medianamentetolerante).El hecho de que Ailés y Riodeva

tuvieranun comportamientoclaramentediferenciabley que ademásno sufrierandaños

irreversibles tras los tratamientos los convierten en un material idóneo para la realización

de cruzamientos donde analizar la genética de este proceso.

Todas las descendencias Fi 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 raíz en las Fi frieran ligeramente superiores a las observadas en el

cultivar Ailés (1,94 cm en las Fi frente a 1,46 cm en Ailés) podría deberse a que la

realización de los cruzamientos se llevó a cabo seleccionando las plantas de Ailés con

mayor crecimiento de la raíz tras los tratamientos.

En el caso de los retrocruzamientos, realizados a partir de las Fi, 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 independientesde

tolerancia al aluminio, con dominancia completa. Cabe destacar que el retrocruzamiento

y la F2 en los que segregabansimultaneamentedos genes de tolerancia al aluminio

(segregaciones 3:1 y 15:1, respectivamente) procedían de la misma Fi (Figura 13, pág

56), siendo sus medias de crecimiento superiores a las observadas en el resto de

descendencias, donde hay un único gen segregando (Figura 12, pág 54). Estos resultados

indican la existencia de un efecto aditivo para la tolerancia al aluminio en centeno. A

mayornúmerode genesqueconfierentoleranciaal aluminiomayor crecimientoadicional

de la raíz.

La segregación 9:7, observada en el retrocruzamientoAR1.7xR, podríadebersea

la existencia de algún gen supresor de la expresión de la tolerancia al aluminio en
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centeno,similar al caso del gen localizadoen el brazo <SBS de trigo (Aniol, 1990). Sin

embargo, esta segregaciónpodría explicarsesimplementepor una ligera desviación

estadísticadeuna1:1.

El análisis de las segregaciones para la tolerancia al aluminio en las descendencias

de los diferentes cruzamientos entre Ailés y Riodeva confirma la existencia de vanos

genes de tolerancia, al menos dos, en centeno. En la literatura se citan tres genes de

tolerancia(Alt], Alt2 y Alt3), localizados,por análisis en las lineas de adición trigo

“Chinese Spring” y centeno “Imperial”, en los cromosomas <SRS, 3]? y 41?,

respectivamente (Aniol y Gustafson, 1984). En un trabajo reciente de Aniol y Madej

(1996) se analizala tolerancia al aluminio en una serie de líneas consanguíneasde

centeno,generadasa partir de dos gruposde líneas hermanas,uno tolerantey otro

sensible al aluminio. Sus resultados muestran que, entre las sublíneas procedentes de la

linea tolerante,un 75% son tolerantes,mientrasque todaslas procedentesde la línea

sensible son sensibles. La existenciade variabilidaden las sublíneaspodríasignificar que

los grupos de líneas hermanas no son tan homogéneos como se podría pensar, existiendo

genotipos heterocigótos para la tolerancia. Además, en el análisis de una serie de

cruzamientosFi entresublíneastolerantesy sensiblesencuentranalgunasdescendencias

con dominancia incompleta, apareciendo un 25% o un 50% de plantas sensibles, lo que

significaríarealmenteque seestanobservandosegregacionesen estasdescendenciasde

los tipos 1:1 y 3:1. Todos estosdatos podríanapoyar los resultadosobtenidospor

nosotros,en el sentidode la existenciade al menosdosgenesde toleranciaal aluminio

en centeno.

Se ha postuladoen numerosasocasionesque si en trigo se han hallado varios

genes de tolerancia, en centeno,por ser más tolerante,deben existir aún más 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 línea consanguínea Riodeva debe poseer uno

o más genesadicionalesde tolerancia al aluminio, pues presentatambién un grado

considerable de tolerancia (a una concentración importante de Al, como es 100 pM, su

media de crecimiento es aún de 0,6 cm). Parece por lo tanto muy probable que en

centeno existan más genes relacionados con la tolerancia al aluminio. Esta suposición no
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es muy descabellada si se piensa en el elevadonúmerode rutasmetabólicasque puede

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

En este trabajo se han podido localizar dos genes asociados con la tolerancia,

mediante el empleo de marcadores isoenzimáticos y moleculares, en los cromosomas 4]?

y <SRS. Si bien, como hemos dicho previamente, deben haber varios genes involucrados

en los procesosde tolerancia,las diferenciasen comportamientoentreAilés y Riodeva

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

Se ha hecho referencia a la posibilidad de transferirlos genesde toleranciadel

centeno al trigo, o al menos de sustituir las zonas de suelos ácidos cultivadas con

centenos por triticales, obtenidos a partir de variedades tolerantes (Aniol y Gustafson,

1984). También, se ha demostrado que este proceso no sería tan fácil ya que la expresión

de la tolerancia del centeno esta altamenteinfluenciadapor el fondo genéticodel trigo,

siendo ésta practicamente nula en variedadescon trigos sensiblesy elevadaen presencia

de trigos más tolerantes (Aniol, 1986). En los análisis 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 podría

producir que en el proceso de selección para el desarrollo de triticales, sin presión

selectiva para el aluminio, se acaben por obtener triticales con centenos sensibles. A

estos factores que podrían influir en la mejora de los triticales habría que añadir el efecto

aditivo, relatado anteriormente, sobre la tolerancia al aluminio en centeno, no siendo

igual el empleo de un centenoconuna soladosisde un gen de toleranciaque el de otro

con varias dosis de varios genes. Por ello, la obtenciónde marcadoresligados a estos

genes de tolerancia al aluminio en centeno, como los presentados en este trabajo, jugaría

un importantepapel en los procesosde mejora de los triticales, colaborando en la

selecciónde plantascon un elevadonúmerode alelos “favorables” (por ejemplo, en

segregaciones15:1 en F2) y sumantenimientoa lo largodel tiempo.
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2 Metodologías para la obtención de marcadores en regiones

cromosómicasespecíficas

En este trabajo se han buscado marcadoresRAPD ligados a los genes de

tolerancia al aluminio mediante el análisis de bloques segregantesy la localización

cromosómicaen líneas de adición, para posteriormentetransformarlosen SCAR. A

continuación,discutiremosla eficaciade estosprocedimientos.

2.1 Utilidad de los RAPDscomomarcadoresgenéticos

La utilidad de los RAPDs como marcadoresmolecularesha sido puestaen duda,

debidoprincipalmentea susensibilidada diversosfactoresqueinfluyen en las reacciones

de PCR. Los productos de amplificación son muy dependientesde la calidad y

concentracióndel ADN molde, de la polimerasay del restode productosincluidos en la

mezclade reacción(especialmenteel Mg»). Además,lastemperaturasy tiemposdecada

uno de los segmentosdel programaempleadoparaamplificar, así comoel númerode

ciclos y el tipo de termociclador utilizado son también elementos que influyen

notablementeen los perfilesde amplificaciónobtenidos(Pennery col., 1993; Schierwater

y Ender, 1993; Wolff y col, 1993). En repetidasocasiones,seha demostradoque se

puedeconseguirun alto gradode repetibilidad,si seestableceun rigurosoprotocolode

actuación(revisión en Smith y Williams, 1994). En estetrabajo se muestraque los

RAPDs,en unión con otrasmetodologías,comoel análisisdebloquessegregantesy los

SCAR, son unasherramientasde indudableutilidad para la obtención de marcadores

fiablesy de interésparala mejoraen plantas.

2.2 Análisis debloquessegregantes

El análisis de bloquessegregantes(BSA) esun procedimientorápido y eficaz

parala localizaciónde loci en regionesdeterminadasdel genoma.En estetrabajoha sido

posiblehallar marcadoresligadosa dosgenesde toleranciaal aluminio, situadosen dos

regionesdiferentes,empleando120 cebadores.Así, se han estudiadoaproximadamente

450 fragmentosdePCR,con notableahorrode tiempoy dinero,en comparacióncon los

análisisde ligamientotradicionales.
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Michelmore y col. (1991) determinaronque la ventanaen la que se pueden

localizar marcadores de RAPDs en 15 cM, mientras que nosotros hemos encontrado

marcadoresa distanciasde hasta26,4 cM (Alt]-OpBO36ss).Parece bastanterazonable

pensarque la sensibilidad de detección está directamente relacionada con la “capacidad”

de amplificación de cada uno de los fragmentosy con el número de individuos que

contengancadabloque,como se observa en el experimentorealizadocon los cebadores

OpRO7y
0p504(Figura16, pág60).

En nuestrocaso,realizamoslos bloquesde plantasa partir de descendenciasF2,

en fUnción de su toleranciao sensibilidadal aluminio. La toleranciaeradominantesobre

la sensibilidad,y por lo tantoen el bloquede plantastoleranteshabíatantohomocigótos

(TT) como heterocigotos(Tt). Esta es la causa por la cual solamentepodíamos

encontrarmarcadoresligados en acoplamientocon la tolerancia. Un ejemplo de esta

situaciónse muestraen la figura la (pág. 23). De este modo, estabamosperdiendo

aproximadamentela mitad de marcadores.Esta situación no se producíacuando los

bloquesserealizabanen fUnción del marcadorcodominanteLap]. Otra opciónhubiera

sido la realizaciónde los bloquesen fUnción de los datosde las F3, parade estaforma

diferenciarlos genotiposhomocigotostolerantesde los heterocigotostolerante-sensible.

Pensamosque era más eficaz emplearun númerode cebadoresmayor y no tenerque

esperaruna nuevageneración,donde sería necesariorealizar los test de toleranciaal

aluminio en unas 1000 plantaspor cruzamiento.El númerode marcadoresque sehan

podido conseguir no es menor que los obtenidos en otros trabajos de similares

características,como en los trabajosde Michelmore y col. (1991) (100 cebadores

analizadosy 3 fragmentosligadosal genDm518),de Schachermayry col. (1994) (495

cebadoresanalizadosy 3 loci ligados al gen Lr9) o de Woestey col. (1996) (400

cebadoresanalizadosy 2 ftagmentosligadosal gende hipersensibilidada CLRV).

Paralocalizar los marcadoresligadosen repulsión con el locus de toleranciaal

aluminio realizamosbloquesen fUnciónde otro locus situadoen lazonade interés,como

era el caso de LapJ (Figura ib, pág 23). De estaforma, se pudo obtener, en otra

descendencia,el fragmentoOpB]5
790, ligado al bloquede plantascon genotipo 11 para

Lap], y con posterioridadtransferirlodirectamentea la descendenciadondesegregabala

toleranciaal aluminio, comprobandoque se encontrabaligado en repulsióncon el locus
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Alt]. Estosresultadosdemuestranqueestapuedeserunaestrategiaalternativaal análisis

de bloques en F3.

2.3 Localización cromosónúcade fragmentosamplificados por RAPDs en líneasde

adición

Los trabajosde localizacióncromosómicade fragmentosde RAPDsen líneasde

adiciónteníancomo objetivo inicial la obtenciónde marcadoresen el cromosoma<SR de

centeno, para poder incrementarel número de loci ligados al gen de tolerancia al

aluminio localizadoen estecromosomapor el análisis de isoenzimas.Logicamente,se

localizaronfragmentosen todos los cromosomasdel complementohaploidede centeno.

Deestaforma, estabamosproduciendoun bancode marcadoresmolecularesde utilidad,

tantoenlos estudiossobretoleranciaal aluminio comoparaotraseriedetrabajos.

En el análisis llevado a cabo para localizar R.APDs han sido empleados60

oligonucleótidosdecámeros,de los cuales aproximadamenteun 35% han generado

segmentosde ADN que han podido ser localizadosen cromosomasespecíficosde

centeno.Deestemodosehanencontradomarcadoresen los 7 cromosomasde centeno.

La confirmaciónde seis de las localizacionespudo realizarsemedianteensayos

de dot-blot. Sin embargo, con esta metodología no fUe posible obtener nuevas

localizaciones.La amplificaciónde un elevadoporcentajede fragmentosque contienen

secuenciasaltamenterepetidas(Williams, 1990),repartidaspor todos los cromosomas,

parece ser la causa más probable que impide su localización, pues estas secuencias deben

ser las que producen hibridación cruzada con el ADNde trigo o con el resto de líneas de

adicion.

En centeno han sido amplificados 137 fragmentosde los cuales46 (33%)

solaparon con bandas de trigo. De los 91 restantes,21 (15%) pudieronlocalizarseen

algunadelas líneasde adicióntrigo-centenoy 70(51%)no se observaron en ninguna.

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

que no aparecen en ninguna de las líneas de adición puede debersea que estos
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fragmentos sean productos de amplificación de secuenciasrepetidasen centenopero no

en un número suficientemente alto en cada cromosoma como para ser visualizados en el

gel de amplificación, en este caso, estosfragmentosson visualizadoscomoproductode

amplificación del anfiploide trigo-centeno. Otra explicación posible podría 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 amplificación del

anfiploide.

En este trabajo no ha sido posible localizar ningún fragmento en el brazo

cromosómico <SRS, con lo cual no se consiguieron, mediante este sistema, fragmentos

estrechamenteligadosal locusAlt]. Sin embargo, no deja de ser una técnica eficaz en la

obtención de marcadores moleculares, dado que el número de oligonucícótidos que

pueden ser empleados en la amplificación es practicamente ilimitado.

Sin embargo,el fragmentoOpA084)5, situadoen <SRL, ha podido incorporarse en

el mapa del cromosoma <SR. Este hecho demuestra la utilidad de la localización de

marcadoresde PCR,medianteamplificaciónporRAPDsen líneasde adicióny posterior

transformaciónen SCAR.

En la actualidad, se estan obteniendo marcadores SCARa partir del resto de

fragmentoslocalizadosen los cromosomas4]? (OpAO5s~sy OpF]4370) y <SR (OpA02304,

OpA13230, OpB]5365y OpF052sz),paraintentarde estemodo incrementar el número de

marcadoresligados a los genes de tolerancia al aluminio localizados en estos

cromosomas.

2.4 Obtención de SCAR

El desarrollo de marcadores SCARes una herramienta adicional que aporta una

serie de ventajas sobre los RAPDs. El empleo de RAPDsnos ha posibilitado la obtención

de una serie de marcadores ligados a los loci de tolerancia al aluminio, pero su gran

sensibilidad a las condiciones de la PCR, la amplificaciónde varios fragmentoscon cada

oligonucleótido 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
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dificultad para su transferencia entre variedades, e inclusoparasuempleoen laboratorios

distintosde dondeoriginariamenteseconsiguieron.Debido a la mayor longitud de los

cebadoresde SCAR, y por consiguiente,la mayor temperaturaempleadaen la PCR,

hemosconseguido,en todos los casos,la amplificaciónespecíficade los fragmentosde

interés. Así, se facilita enormementela transferenciade estos marcadoresa 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

causadopor diferenciasen la secuenciaen las zonasde unión de los cebadoreso por

reordenacionesestructuralesen la zona amplificada. Paran y Michelmore (1993)

encontraron,ademásde diferenciasen las zonasde unión, reordenacionesque 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 amplificación en uno de los

parentales. En nuestro caso, todas las amplificaciones empleando las parejas de

cebadoreslargos han permitido, al disminuir la temperatura,la amplificación 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

zonasde unión de los oligonucleótidos.

En todos los fragmentosen los que sedetectóvariabilidadmedianteRAPDs se

pudo mantener esta variabilidad en las amplificaciones específicas, excepto para el locus

OpS]470s. Esta efectividad en el mantenimiento de la variabilidad observadaen las

amplificaciones por RAPDs puede deberse, en gran medida, a que para el diseño de los

cebadores específicos decidimos mantener las diez bases del cebador de RAPD, pues esta

era la “diana” frente de polimorfismo. Otro dato a tener en cuenta es que, pese a

mantener estas secuencias, al aumentar el tamaño del oligonucleótido hasta 21 pb, estas

se ven desplazadas hacia el extremo 3’, zona en la que las ADN polimerasastienenuna

mayor permisividadpara la existenciade basesno apareadas(“mismatches”)entre las

secuenciasdel cebadory la hebramolde, pudiendoportantoamplificarselos fragmentos

en los dos parentales. En este punto jugó también un destacado papel la ADNpolimerasa

empleada en estos experimentos(FragmentoStoffel, Perkin Elmer), pues una de sus
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característicases la gran especificidaden su amplificación,no aceptandopracticamente

“mismatches”en ningúnpuntode las dianasde los cebadores.

La realizaciónde digestionesde las amplificacionespermite,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 (OpA08475y OPS]47o5).

Unicamente para el fragmento OpB]6n
45 no se pudo encontrar variabilidad. En

situaciones como esta, en las que el fragmento se amplifica en los dos parentales, se

puedenprobarvarios métodospara identificar polimorfismo: 1) Buscar diferenciasen

una base mediante electroforesis en gradiente de desnaturalización 2) Secuenciar ambos

parentalesparahallar estasdiferenciasquepuedenposteriormenteseridentificadascon

un enzima de restricción o mediante el diseño de cebadores específicos de alelos y 3) El

polimorfismo se puede buscar en otras líneas con mayor divergenciagenética.Como

puede observarse, una vez que se han obtenido marcadores RAPDs son muchos los

caminos que se pueden seguir para que estos tengan una aplicación útil en el campo de la

mejora en plantas.

3 Localizacióndel gen de toleranciaAltl y construcción de un mapa en

el cromosoma6R

Con los marcadoresque secomportaroncomo ligados al gen de toleranciaal

aluminio localizado en el cromosoma<SR se construyóun mapaen dicho cromosoma

(Figura30, pág. 79). Los resultadosde los análisis de ligamiento (Tabla 19, pág. 78)

coincidencon los datos de localizacióncromosómica.Los loci isoenzimáticosGot3 y

Pgm], quesecomportaroncomoindependientes,seencuentranlocalizadosen los brazos

cromosómicos3RL y 4RS, respectivamente,mientrasque aquellosque se comportaron

como ligados (Aco], Ndh2, Est6 y Est8) selocalizan en el brazo cromosómico<SRL

(Tabla 10, pág. 57). En el casode los marcadoresSCAR tambiéncoincidieronlos datos

de localizacióncon los de ligamiento,ya quetodos los loci queaparecieroncomoligados

fUeronlocalizados,bienen el brazo<SRS(OpB]5790y OpROhoo),o bienen el brazo 6RL

(OpA08415). Unicamenteen el caso del locus OpBO36ssno seconsiguiósu localización

con líneasde adición (Tabla 18, pág. 77), aunquelos análisisde ligamiento indicanque

seencuentraen el brazo<SRL, entreAco] y OpA08415.
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En el cromosoma <SR de centenose han localizado una apreciablecantidadde

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

descritasen trabajosprevios(tabla20).

Loci Distancia Referencias
<cM)

Aco]-Ndh2 16,8
16±3,8 Wehling, 1991.

16 Philipp y col., 1994.
Aco]-Est6 42,4

30,4+4,1 Benito y col., 1991.
Aco]-Est8 42,5

29,6±4,1 Benito y col., 1991.
33±3,7 Wehling, 1991.

Ndh2-Est<S 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.

Lap]-Aca] 33,66±3,7 Benitoy col., 1991.
41,46+5,6 Benito y col., 1996.

Tabla20.- Relacionesde ligamientoobtenidasentrelos loci isoenzimáticoslocalizadosen el
cromosoma61?. En primer lugaraparecenlos resultadosdeestetrabajo.

En este trabajo no ha sido posible estimar la distancia genética existente entre el

locus de tolerancia Alt] y el locus isoenzimático Lapí, debidoa que no se encontraban

segregando conjuntamente en ninguno de los cruzamientosanalizados.Existen una serie

de datos, como son: la localización de Lap] en el brazo <SRS (Tang y Han, 1975), las

distancias genéticas obtenidas previamente entre Lap] y Aco] (tabla 20) y el hecho de

que hemos obtenido un marcador SCAR estrechamente ligado a Lap] y a Alt]

(OpB]579o),queindicanque[apI debe estar estrechamente ligado a Alt].
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Comodijimos previamente, Aniol y Gustafson (1984) localizaron un gen mayor

de tolerancia al aluminio (AIt]) en el brazo cromosómico <SRS del cultivar de centeno

Imperial. Parecebastanteprobableque el locus de tolerancia que nosotroshemos

localizadoen el mismobrazocromosómicodel cultivar Ailés se tratedel mismogen. Los

marcadoresmolecularesque hemosdetectadomás proximosa este locus, medianteel

análisiscon el programaMAPMAKERIEXP 3.0, son OpROLsooy QpB]5790, hallándosea

una distanciade 2,1 y 5,5 cM, respectivamente.Si bien estasdistanciassuponenuna

proximidadimportanteal gen, esnecesarioconseguiruna aproximaciónaúnmayor,silo

que sedeseaessu captura.Paraello, esnecesario,porun lado, aumentarel númerode

marcadoresa analizar, y sobretodo, incrementarel númerode individuos incluidos en

los análisis.

Para incluir nuevosmarcadoresen estaregión se utilizarán los fragmentosde

RAPDs localizadosen <SR en estetrabajo (OpA02304, OpA]3230, OpB]5365y OpFOS2s7),

junto con nuevos fragmentoslocalizados y sondasde RFLPs localizadas en este

cromosomaen centenoy especiesafines. Paraincrementarel númerode individuos en

los análisis, los loci OpRO]~oo y OpB]5,,o jugarían un papel vital, pues podrían ser

empleadospara identificar las diferentes descendenciasen las que se encuentra

segregandodichogen, y no otro, paraasípoderagruparlas.

4 Localización del gen de tolerancia Alt? en el cromosoma4R

En el caso del gen de tolerancia localizado en el cromosoma 4R el número 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, ningún locus isoenzimático localizado en el

cromosoma 4]?. El único fragmento de PCRligado (OpS]
47os) se halla a una distancia de

23,5 cM. Si bien este SCAResta más alejado que los del cromosoma<SR, podría

emplearse también como punto de partida en el análisis y agrupamiento de descendencias

en las que segregue este gen de tolerancia. Este fragmentoestalocalizado en el brazo

4RL, pero pese a esto no es posible asegurar que el locus de tolerancia se halle también

en estebrazocromosomico.
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Los análisis de los fragmentos amplificados con las parejas de cebadores

diseñadas a partir de las secuencias wali de trigo ~wali], wal¡2 y waliS) han posibilitado

la localización de un fragmento conelevadahomologíacon el clon wali 2 de trigo en los

cromosomas 4]? y 7R. Cabedestacar que el clon wali2 es el único que presenta un patrón

de expresión diferencial entre genotipos tolerantes y sensibles. Si bien no ha sido posible

ligar este fragmento con el gen de tolerancialocali~ado en el cromosoma4R, no se

puede descartar que tenga alguna relación con él. Realmente, los fragmentos

amplificados son dos, de igual tamaño, ya que se localizan en dos cromosomas diferentes

de centeno.Por ello, habríaque conseguirla secuenciaciónde cadauno de estosdos

fragmentos y poder diferenciarlos mediante el diseño de cebadores adecuados.

Ademásdel trabajode Aniol y Gustafson(1984), en el que localizan un gen de

tolerancia (AlO) en el cromosoma4]? de centeno,existenotrostrabajosquehandescrito

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, medianteligamientocon RFLPs,en el brazo4DL de trigo (Riedey Anderson,

1996),quecoincidiríacon la localizaciónen el brazo4RL del locusquehemos hallado en

el cultivar Ailés, aunque es necesario tener en consideración las diferentes

translocacionesque afectanal cromosoma4R de centeno. Estos datos parecen indicar la

existenciade un mecanismode toleranciacomúna todos los cereales,localizadoen el

grupodehomeología4.

Como dijimos con anterioridad, en el cromosoma4]? hemos localizado, por

amplificación en líneas de adición, los fragmentosOpA05385 (en 4K» y OpF]4370 (en

4RL). Estos marcadores,transformados en SCAR, junto con una serie de marcadores

RFLPs localizados en este cromosoma, procedentes de centenoy espéciesafines, seran

empleados ,como en el caso del locus Alt], para la obtención de marcadores más

proximosal locusAlt3.
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5 Futuras aplicaciones

Para un mejorador que trata de desarrollar nuevos cultivares, el tipo de herencia

es de indudable interés. La selecciónde caracteresdeterminadosporunospocosgenes

dominantesesmuchomásfácil queseleccionarparacaracteresdeterminadospormuchos

genes con poco efecto. La genética de la tolerancia al aluminio en trigos, triticales y

centeno es un caso típico con unos pocos genes mayores y bastantes genes menores. En

estecasoesventajososeleccionarparahomocigósislos genesmayoresy posteriormente

los menores.Este procedimiento únicamentepuede llevarse a cabo si estos genes

mayoresson clarameneteidentificadosy se obtienen marcadoresgenéticospara su

selección.

Disponemosde descendenciasF2 en las que segregandosgenesque confieren

tolerancia al aluminio en centeno y en las que se pueden seleccionar, mediante el empleo

de los marcadoresobtenidos,plantashomocigótasparaambosloci. Estasplantaspodrán

emplearseen la obtenciónde triticales mástolerantes.

Además, la obtención de nuevos marcadores, más proximos a estos genes,

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

fisiológicos de la tolerancia al aluminio y dichos genes.
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1. En base al crecimiento adicional de la raíz tras los tratamientoscon aluminio, las

variedadesestudiadaspudieronclasificarseen tres grupos.El cultivar Ailés era el más

tolerante, la línea consanguínea Riodeva era la más sensible, mientras que el cultivar JNKy

la líneaconsanguíneaPool mostraronunatoleranciaintermedia.Las raícesde las plantas

sensiblesal aluminio presentaronuna serie de diferencias morfológicas, claramente

apreciables.

2. Los analisis realizadosen descendenciasFi, F2 y retrocruzamientosindican que en

estos cruzamientos se encuentran segregando al menos dos genes de tolerancia al

aluminio,con dominanciacompletay efectoaditivo.

3. Se han localizado marcadoresen los 7 cromosomasdel complementohaploide de

centeno,medianteamplificación por RAPDs en las líneasde adición trigo “Chinese

Spring-centeno“Imperial”. Los 21 fragmentoslocalizadosfUeron a su vez asignadosa

un brazoeromosómicodeterminadoempleandolaslineasditelosómicascorrespondientes.

El fragmento OpA084>5, situado en <SRL, ha podido incorporarseen un mapadel

cromosoma<SR, comportandosecomo ligado a la toleranciaal aluminio. Estehecho

demuestra la utilidad de la localización de marcadores de PCR, mediante

amplificación por RAPDs y posterior transformaciónen SCAR. Además,se han

localizadootraserie de fragmentosen los cromosomas4]? (OpA05385 y OpF]4370)y

<SR (OpA02304, OpA]3~0, OpB]5365 y OpFO52s7), que llevan información para la

tolerancia.

4. En el casode las amplificacionescon las parejasde cebadoresprocedentesde los genes

walt de trigo, induciblespor aluminio, se pudo localizarun fragmentode 985 pb en los

cromosomas4]? y 7]? de centeno,que presentauna elevadahomologíacon el clon de

trigo wali2.

5. Medianteanálisisde bloquessegregantes,ha sido posiblehallar RAPDsligados ados

genes de tolerancia al aluminio, situados en dos cromosomas diferentes. Los

marcadoresOpBO3óss,OpB]S7=oy OpRO]óoo estanligados al gen de toleranciaAlt],

localizadoen el cromosoma6]?, y el marcadorOpS]
4zosal gen Alt3, localizado en el

cromosoma4]?.
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6. La secuenciaciónde los extremosde varios de los fragmentosamplificadospor RAPDs

(OpA08418, OpBO36ss,OpB]5790, OpB]6¡us, OpROLsoo y OPS]
47o5)y el diseño de

cebadoreslargos,a partir de estassecuencias,ha permitidola amplificaciónespecíficade

estosfragmentosdeADN (SCAR).Los marcadoresSCAR obtenidossecomportancomo

ligados a los caractéresde interésy su localización cromosómicase ha confirmado

mediantela amplificaciónenlíneasde adicióntrigo-centeno.

7. Con los marcadores isoenzimáticosy de PCR, localizados en el cromosoma <SR se

construyóun mapagenéticoen dicho cromosoma.El ordenmásprobablede los loci

analizadosesel siguiente:

OpRO1
600-Alt]-OpB]5790-centrómero-Aco]-OpBO36ss-OpA084¡8-Ndh2-Est6-Est8.

El locus Lap] no ha podido incluirse en estemapa,pero debe estarestrechamente

ligado al locusAlt], en el brazocorto (6RS).

8. Los marcadoresmáspróximosal gende toleranciaal aluminioAlt] fUeronOp]?0lóvo y

OpB]5790, hallándosea una distancia de 2,1 y 5,5 cM, respectivamente.Estos

fragmentosfUeron localizados en el brazo cromosómico 6RS, confirmando la

localizacióndeAlt] en estebrazo.Parecebastanteprobablequeestegen detolerancia

seael mismo que el previamentelocalizadomedianteel análisisde líneasde adición

porAniol y Gustafson(1984).

9. En el brazo cromosómico4RL se ha podidolocalizarel fragmentode PCROpS]
4zosque

secomportacomo ligado al gende toleranciaal aluminioAlt3, auna distanciade 23,5

cM. Como en el casoanterior,pareceprobablequeestegende toleranciaseael mismo

que otro previamentelocalizadoen estecromosoma,medianteel análisisde lineasde

adición, porAniol y Gustafson(1984).

lOExistenuna seriede trabajosque handescritola existenciade genesde toleranciaal

aluminio en el grupode homeología4 de diferentesespeciesde cereales.Nuestros

datos podríanapoyar la hipótesisde la existenciade un mecanismode tolerancia

comúnatodoslos cereales,localizadoen el grupode homeología4.
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Apéndice 1

Secuencias obtenidas de los fragmentos de ADNde centeno que mostraron alguna

señal de hibridación con las sondas wali de trigo (rail) y de los RAPDs, a partir de los cuales

se diseñaron cebadckes largos para la obtención de marcadores SCAR (en negrita se

muestran los cebadores empleados en las amplificaciones):

ralil.1 (768pb)

~

~

~

AGGGATGAGAGCGGGCTACACAGcCAAGTACTATTCCCAATATTTGCTC~CTTTTTATG~~GCCTTGGT

~

~

ACATCAAGTTCTCTCGTTTTGCCCGAACTTGGTCTCGGTGAGAT~CTATACTG~CCGG~CA~GGG

AGGGCTGGGAGGCCCGAGGAGTACATGGCCAACACACACGTG~TG~CGCATTCTG~CTTCTCATAT

~

CACTCCAATCGCATGATCAGTTGACTAGTAGAGCTATACC~TGGAGGC~T~GCGC~CCATCAGCC

GGCTGTGTGAGATGGTCCACGACCACGGCGGC~CCTG

ralil.2 (375pb)

CAGGTCGCCSCCGTGSTCGnGGCCGGTCCGCTCGGTCCGGCCC~GCTTG~CGCCGCCGGTCCGGTCCCTG

AAATCACACAGTATGTTCTGTTTGGGTTCTGAAACGTTCATCAAcGAGTTTCGCTCTCCGCCTCCG~GCGTT

~

~

CTCTCCTTCACCTACATGTTAGCCACCTTCAGATCGAC~T~CTCTCTGCCC~CTGTTGTT~CTTAGAJ½C

ACGACCACGGCGGCQACCTG

OpAO84ls (415pb)

GTGACGTAGGQTGCGTATGCATTcATGACTTGAAGACTACTTAGAG~GGGTT~C~TATAGCC~CC

CAATGGCTATAATATATTGACAGGCCGTCTATAGCAAGGTGTAGTACAT~C~TGGT~TTTATTGCA

TTCAGTGCTATTAATTAGCACATAGTATT~TTTCATGTAT~TAGTWCA.TCACGTTCTCTCGTTTCC

~

TCATTCACTCTCACATATCTTCTTGGAGCTCGTGCTACAGCTGGCTGT~TCTACATCACGCTTACTTC

TCTCTTATCTGACTGAGGCAAGATATAGTAATATTTT~GCCTTACAGCCTQCCTACGT~C

OpBO36ssF
CATCCCCCTQGAGAATAGGAcAGAGGCTTTCGGAAAGGTGCTAGGGAAcTGGATTGGTI~AGcAGTATGG

GTGGATCTGGAAAAACATGGATCATTAAAAG~GTT~TTTAGGGTTTG~AAGCTGT~ATTTTTGG

CCTCTTGCTGAGGGGGTTCAATTTGAAGGAGACAGAAGATC~TCCC~G~TATGTA

120



Apéndice 1

OpBO3óssR
CATCCCCCTGGCAQTTCCTCQTTTCCTTGCCCTTTGCCACAGCCGACCAGTGCCGCTGCTTATTCGGGCT

ATTTACCTCCTCTTCAAACCCTCCTTAAAG

OpB1579oF
GGAGGGTGTTGTCQTGAAGCTTAGGTGTGCTAGGGCGTAGCGTGGGGTTGATCTAAACATCCCCGTGTTA

TCCTTCGGTAGCCTAGTTTCCAACGTGAT

OpB1S79oR
GGAGSGTGTTCAGACTAAAAGAACAGTGGGCAAAGGCGACTCTTGAAGTCTGCAGGGGACGG~~GG

AGACCATCTGTGCATATTCGGATTAT

OpRí 61>45F

TTTSCCCGGACAACAQATGAGTCGCCCGCGGCATTGTAAGCCGGCACGTACGGGCGAGTT~TCGCAGGC

GCGGACAGCTGAGTCGGCCACATATTGATGTAAGCGCACGAATGGGGGCAGTGACTTGCACGCGTATCCG

TCGGGCGGTTTATGAGAACGGGTGCGGCACCGGCGTGTTAATGTAGACCAGACCGCGGAAACGGTGGCGT

GCGCACGTCCATTGGCGAGGGAGTCGGCCGCGGTGTTGGAGACCACCCAT

OpBl6íusR

TTTGCCCGGAQCTGTATAAACCCTTCTCTTGCGTGTTGATCTGCCTCGTGTCTCTCGATCCCGACC~CC

CCTTCAAGCTACCATA

OpR01 ~ F
TQCQaGTCCTQTCACCCSGTAAATATCTGGCGCCGTTAGCAGTTGACACCTTCTTGTTGMkCcTTGGAGT

CTCAGGGGAATTCGATCCGTGGTATCTTTGCCAAGGGCTACCGCTACACTGCATCTCP.>~CCCTCC

ACTTGGGTAA

OpR01600 R
TQCGaGTCCTCCATAGTGAQTAGGAGGAGCGGAGTGGCAAGGATCCCACTCCCATCTTTAGT~CCGGGG

CTTGTTCACTACTTCTTCCTTGTCGGGATTAGCCTCGCACACGTTGGTAGCGGGACG~C~CTTCCAAC

GTGTGGTGGATAAT

OpSl
4~’osF

mssGGTccAACATCACCTTGGATGCTGGTCCAGGAACCATAATGGAAACCATCAACCA~TAG~C~

CTGAAAGGATCGATATGGTTGACTAGAGGGGGGGTGTCAGGGATAT~CTAC~GGTATWCCGGCTAG

TGTAACCGGCTTGTAATATTTAGTAAGGCTACGGCCATGA~TCTTAGGGCC~TGTATA~TTATG

GTTGTAA
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OpSl47os R
AAAQSGGTCCTGACAATGTGGCGCCACTGTACGTGTATTAGCACGGCAGATGTCCGGTTTACGACTA~~T

CTGGAcCAcTGACGG
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