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1. Introduccion

Las peroxidasas de clase III (Prxs; EC1.11.1.7) se encuentran en todas las plantas superiores. Estas
Prxs participan en un amplio rango de procesos fisiologicos debido a su alto numero de isoformas y a
la regulacion tan heterogénea de su expresion. Ademas, estas enzimas multifuncionales se encuentran
altamente conservadas tanto entre genes paralogos como ortélogos. Este trabajo demuestra el uso efec-
tivo de una nueva estrategia, denominada Prx-profiling, para mapear nuevos marcadores homologos
a Prxs en el genoma de cebada (Hordeum vulgare).

2. Material y Métodos

El disefio de los cebadores degenerados se baso en la secuencia de 105 genes de Prx de cebada
(PeroxiBase, Passardi et al., 2007). Estas secuencias se alinearon con ClustalX (Thompson et al.,
1997) y en ellas se identificaron dos motivos peptidicos conservados: FHDCFV y VSCADI. A partir
de estos motivos se diseflaron 12 cebadores (denominados PERO) que se combinaron con tres enzi-
mas de restriccion: Msel, Alul, Rsal. E1 método de Prx-profiling se llevé a cabo de acuerdo al proto-
colo descrito por van der Linden et al. (2004) con algunas modificaciones. Para probar la eficiencia
de este método usamos dos RILs de cebada (Recombinant Inbred Lines, lineas recombinantes puras)
(L94 x Vada y Vada x SusPtrit). Se obtuvo un mapa integrado de cebada con 6990 marcadores, inclu-
yendo 160 PERO marcadores mediante el programa JoinMap 4 (Jansen et al., 2001). El mapa también
incluy6 secuencias basadas en Prxs. Para predecir el nimero de clusters posibles en el genoma de
cebada se empled un programa especifico para el procedimiento de re-muestreo, programado en C++;
la curva adaptada a los datos se realiz6 con el programa GenStat (VSN Int. Ltd., Oxford, UK).

3. Resultados y Discusion

Se seleccionaron las 12 combinaciones de cebador-enzima mas optimas de entre las 36 posibles.
Estas combinaciones generaron 1292 bandas, de las cuales 185 fueron polimoérficas. Las tasas medias
de polimorfismo detectadas usando Msel, Rsal y Alul como enzimas fueron 14%, 13% and 18%, res-
pectivamente. El nimero medio de bandas polimérficas por combinacion fue 15,4. Las poblaciones no
difirieron en su nivel de polimorfismo (14,2 y 14,4%).

Finalmente, se mapearon168 bandas (84 en cada poblacién) y 32 secuencias basadas en Prxs,
todas ellas se situaron en un mapa integrado de cebada (figura 1). Ambas poblaciones mostraron una
distribucion similar de los marcadores. El procedimiento de re-muestreo dio lugar a una curva con una
asintota horizontal que corresponde a 41 (figura 2), indicando que los clusters encontrados son alre-
dedor de un 95% del numero total de genes de Prx en cebada.

4. Conclusiones

Gracias al empleo de la nueva estrategia denominada Prx-Profiling, se han conseguido mapear un
gran numero de genes de Prx en el genoma de cebada, pudiéndose hablar del mapeo de un 95 % de
los clusters reales de Prxs en cebada.
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Figural. Localizacion de PERO marcadores en el mapa integrado de cebada.
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Figura 2. Cada punto representa la media de 50000 “runnings”. Se muestra la relacion entre el tamafio de la
muestra y el nimero medio de clusters de la muestra.
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