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COMPENDIO

Se construyé una pequefia librerfa de cDNA de frijol (Phaseolus vulgaris L.) de alrededor de 1500 clones, con el fin
de incrementar la saturacién del mapa de ligamiento de frijol con marcadores de RFLPs. Para la generacién de la
libreria se utilizé la técnica de amplificacion por PCR (Jepson et al., 1991). En ella se utilizan como iniciadores para
la reaccién los mismos adaptadores empleados para generar los terminales cohesivos del cDNA. Se obtuvieron insertos
con un promedio de 500 pares de bases. Se aislaron 93 clones, los cuales mostraron un porcentaje de repeticién del
61%. De los clones con patrén tinico, el 80% fueron de copia tinica y el 20% fueron de bajo niimero de copias. Se
evalué el polimorfismo de tres pares de parentales de frijol, escogidos por sus caracteristicas agronémicas. El
polimorfismo total més alto se hall6 con la enzima de restriccién EcoRV (77%), luego le siguieron Dral (73%), EcoRI

(63%) y HindIIl (60%). El par mds polimérfico fue DOR60 con APN18, con 71% para EcoRV y 57% para EcoRI
respectivamente. Se analizaron por hibridizacién dos clones de los grupos con mds repeticiones en "slot blot" contra
los demids clones y DNA que codifica para YRNA, con el fin de aclarar el origen de las repeticiones. Sélo uno de ellos
parece ser de origen ribosomal, como lo sugiere el patrén de hibridizacién con DNA genémico de frijol digerido con
Haelll, lo cual puede indicar que el grupo al cual pertenece es probablemente de origen ribosomal. Esto se puede
explicar probablemente por la combinacién en la metodologia de amplificacién por PCR con la utilizacién de iniciadores
multiples para la sintesis de la primera cadena de cDNA.

ABSTRACT

A small cDNA library from beans (Phaseolus yulgaris L.) of about 1500 clones was constructed, to further saturate
the bean RFLP linkage map. The primarily synthesized cDNAs were amplified by PCR using the adaptors as primers
for amplification (Jepson et al., 1991). Inserts in the range of 500 bp were obtained. 93 clones were singled for
further analysis. They showed a degree of repeatibility of around 61%. Around 80% of the unique clones were single
copy, and 20% were low copy sequences as expected from a cDNA library. Three pairs of parental bean lines were
chosen for their agrouomicalptraits, and evaluated for polymorphism, which was highest as revealed by digestion with
EcoRV (77%), followed by Dral (73%), EcoRI (63%) and HindIIl (60%). The lghest polymorphism was observed
between the pair DOR60 and APN18, 71% for EcoRV and 57% for EcoRI, respectively. Two clones of the two
groups with the most repeated clones were analyzed by slot blot hybridization against the other clones and ribosomal
DNA, to understand the origin of the repetitions. Only one clone seemed to be of ribosomal origin, as confirmed by
the patterns obtained by hybridization to bean genomic DNA digested with Haelll, implying that the whole group to
which it belonged was of ribosomal origin. It can be explained by the combined utilization of the PCR amplification
methodology and the multipleprimers for the synthesis of the first cDNA strand.

INTRODUCCION

Entre las leguminosas alimenticias de grano, el
frijol comin (Phaseolus vulgaris L.) es la espe-
cie m4s importante para consumo humano, espe-
cialmente entre los pafses de América Latina y
Africa, donde constituye una fuente importante
de proteina y calorfas de bajo costo (Voysest,
1983; Pachico, 1989; Laing et al., 1984).
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Los promedios de rendimiento en América
Latina y Africa (600 Kg ha-') son bajos si se
comparan con los de Estados Unidos (1500 Kg
ha-') lo cual puede ser atribuido al efecto de
factores tales como (a) BiGticos (plagas, enfer-
medades y malezas); (b) eddticos (deficiencias o
excesos de nutrientes, textura, estructura y PH
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inadecuados y (c) climdticos (sequfa, alta preci-
pitacién, temperaturas bajas o muy elevadas
(Pastor-Corrales, 1985; Pachico, 1989).

Se han obtenido algunos éxitos en el desarrollo
de variedades de frfjol con caracteres de impor-
tancia agronémica, como resistencia a algunas
enfermedades (Beebe y Pastor-Corrales, 1991) y
plagas (Kornegay y Cardona, 1991), variedades
con capacidad mejorada de fijacién simbiética de
nitrégeno (Bliss, 1984; CIAT, 1990), variedades
con la arquitectura de la planta modificada para
un mayor rendimiento (Kelly y Adams, 1987);
sin embargo ha sido limitado el mejoramiento
para caracteres mds complejos como rendimien-
to, tolerancia a suelos 4dcidos, adaptacién a la
sequfa, aumento en la calidad y contenido de
protefna del grano, probablemente debido a la
poca variabilidad genética (Sprecher, 1988;
Gepts y Debouck, 1991; Debouck y Tohme,
1988) y la incompatibilidad entre los acervos
genéticos de P. vulgaris (Smartt, 1970; Singh y
Gutiérrez, 1984; Debouck y Tohme, 1988) y
entre P. vulgaris y otras especies cultivadas
como P. acutifolius, P. lunatus, P. coccineus y
P. polyantus (Muiioz et al., 1990; Mok et al.,
1978).

El desarrollo de las técnicas de cultivo de tejidos
vegetales in vitro, del DNA recombinante y las
técnicas de transformacién genética de plantas,
ha abierto nuevas alternativas para el mejora-
miento vegetal, ya que ademds de proporcionar
nuevos métodos para la evaluacion de la variabi-
lidad genética a nivel gen6mico también, permi-
ten la identificacién, aislamiento, modificacién
y transferencia de genes, contribuyendo asf al
aumento de la variabilidad genética de una
especie (Roca, 1990; Roca y Mroginski, 1991).

Una de las herramientas claves para el mejora-
miento vegetal es el conocimiento del genoma de
la especie a mejorar lo cual se logra a través de
un mapa genético. Los mapas genéticos basados
en caracteres morfofisioldgicos son dispendiosos
y lentos de realizar, siendo ademds limitados en
su utilidad por el bajo nimero de marcadores
que poseen.

En la actualidad el proceso de generacién de
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mapas genéticos ha sido acelerado significativa-
mente a través del uso de marcadores molecula-
res, como los RFLPs (polimorfismo en la longi-
tud de los fragmentos de restriccion). Los
RFLPs permiten comparar regiones homélogas
en los genomas de diferentes materiales, las
cuales pueden haber sufrido cambios en la
secuencia de sus nucledtidos en el transcurso de
la evolucién debido a mutaciones puntuales,
inserciones, translocaciones, etc. Por esta
razén, al digerir estas regiones con una misma
enzima de restriccién (endonucleasa que recono-
ce y corta en una secuencia especffica dentro de
la cadena de DNA) los fragmentos originados
pueden variar en tamaifio, l0os que al ser separa-
dos electroforéticamente en geles de agarosa
presentan patrones de migracién diferentes.

Mediante la técnica de RFLP se ha logrado en
un tiempo relativamente corto, construir mapas
genéticos bastante saturados de tomate (800
marcadores) (Bernatzky y Tanksley, 1986) mafz
(Helentjaris et al., 1987) lechuga (Landry et al.,
1987) arroz ((McCouch et al., 1988) y frijol
(224 marcadores) (Vallejos et al., 1992 y Nodari
et al., 1990). La distancia entre marcadores en
estos mapas es de pocos centi-Morgan (1 ¢cM =
1% de recombinacidn), facilitando de este modo
el marcaje de genes de interés agronémico.

Para la construccién de estos mapas genéticos
con marcadores moleculares es importante tener
una fuente de sondas con un nivel de polimorfis-
mo alto (con un minimo de enzimas de restric-
cién) y que sean de secuencias de copia tinica o
bajo niimero de copias para facilitar la evalua-
cién de la poblacién segregante.

Las principales fuentes de estas sondas son
librerfas genémicas, de cDNA o sondas heter6-
logas. Las sondas provenientes de una librerfa
de cDNA, que se derivan de genes transcritos,
han demostrado gran utilidad para el mapeo
genético, primero porque presentan alto porcen-
taje de secuencias de copia tnica o de bajo
nimero de copias, y segundo porque el nivel de
polimorfismo de estas sondas es mds alto que el
de las provenientes de una librerfa genémica.
En tomate por ejemplo, el 60% de los clones de
cDNA presentaron secuencias de copia tnica
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(Tanksley et al., 1989), mientras que en lenteja
el 88% presentaron secuencias de bajo nimero
de copias (Havey y Muehlbauer, 1989); en
lechuga las sondas provenientes de clones de
cDNA fueson 2.5 veces mds polimérficas que
las de los clones de la librerfa gen6mica (Landry
et al., 1987), mientras que en lenteja los clones
de cDNA fueron dos veces mds polimérficos que
los genémicos (Havey y Muehlbauer, 1989).

El mapa de ligamiento de frijol, basado princi-
palmente en marcadores de RFLP, estd en
proceso de desarrollo. En la actualidad este
mapa cuenta con un marcador de color de flor y
semilla, 9 protefnas de semilla, 9 isoenzimas y
224 marcadores de RFLP arreglados en 11
grupos de ligamiento para un cubrimiento gené-
mico de 960 cM (Vallejos, 1992). Las sondas
que se estdn utilizando para la construccién de
este mapa provienen de una librerfa genémica
pequefia (aproximadamente 2.000 clones),
compuesta por insertos generados con la enzima
de restriccién Pstl (Chase y Vallejos, 1991).

El principal objetivo de este trabajo fue Ia
construccién de una librerfa de cDNA como
fuente complementaria de sondas para continuar
saturando el mapa de frfjol con marcadores
moleculares, y la caracterizacion de una muestra
representativa, con respecto a su grado de
polimorfismo en relacién con tres pares de
parentales seleccionados por sus caracteristicas
agronémicas.

MATERIALES Y METODOS
EXTRACCION DEL RNA TOTAL

Se pulveriz6 con nitrégeno liquido tejido fresco
congelado de plédntulas etioladas de 8 dfas a
-80°C en un mortero de porcelana. La extrac-
cién del RNA total se hizo siguiendo Ia metodo-
logia descrita por Chomczynski y Sacchi (1987).
EI RNA obtenido se analizé espectrofotométrica-
mente (Sambrook et al., 1989) y por electrofore-
sis (Rosen y Villa-kamaroff, 1990) para determi-
nar Su pureza y cantidad.

AISLAMIENTO DEL mRNA

El método mds comiin para el aislamiento del
mRNA (RNA mensajero) es el de cromatograffa
de afinidad por oligo (dT) celulosa. En vez de
utilizar una columna de vidrio termostatizada,
los pasos de adsorcién y elucién se realizaron en
un tubo de centrffuga haciendo lavados de la
matriz con las soluciones de adsorcién (Tris-
HCI 20 mM pH 7.6; NaCl 0.5M; EDTA 1 mM)
y elucién (Tris-HCI 10 mM pH 8.0; EDTA 1
mM) y separando los lavados por centrifugacio-
nes a bajas revoluciones (Sambrook et al.,
1989). Las fracciones recolectadas se precipita-
ron con 0,1 voliimenes de acetato de sodio 3M
pH 5.2 y 2.5 volimenes de etanol al 100% y se
dejaron a -20°C por toda la noche. El mRNA
se eluy6 con tampén TE a 65°C recuperdndose
luego por centritugacion a 12000 g por 20
minutos a 4°C después de afiadir 0.1 v de NaAc
3M pH 5.2 y 2.5 v de etanol al 100%. Los
precipitados de cada fraccion se resuspendieron
en 50 ul de agua desionizada estéril (libre de
RNasas) y se analizaron por electroforesis.

SINTESIS DEL ¢DNA

La sintesis del cDNA de doble cadena se realizé
segin Gubler y Hoffman (1983) usando el kit
"cDNA Synthesis System Plus" de Amersham.

En la sintesis de la segunda cadena se utilizaron
5 ul de P (10 puCi/ul, 3000 Ci/mmol) para el
marcaje del ¢cDNA. EI ¢cDNA marcado se
purific6 haciendo una extraccién con un volu-
men de fenol/cloroformo/isoamilalcohol (25: 24
:1), seguida de una extraccidn con cloroformo.
Antes de precipitar el cDNA, se tomé 1/10 del
volumen final de la solucién de cDNA para
evaluar la sintesis de cDNA por electroforesis y
autorradiografia. El resto de la solucién de
c¢DNA se precipité con un volumen de acetato de
amonio 4 M y dos volimenes de etanol al 96%.
La mezcla se agit6 y se colocé a -20°C por 15
minutos, luego se centrifugé a 12000 g por 10
minutos. El sobrenadante se eliminé con mucho
cuidado y el precipitado se lavé con 200 ul de
etanol al 70%, se centrifugé a 12000 g por dos
minutos, se eliminé cuidadosamente el sobrena-
dante y el precipitado se secé al vacfo.
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Clonaje del cDNA

El ¢cDNA obtenido presenta extremos romos.
Para facilitar el ligamiento de los cDNAs al
vector (pUC19) linearizado con la endonucleasa
EcoRI, fue necesario anexarles un adaptador
comercial de New England Bio-Labs el cual
consta de dos oligonucle6tidos complementarios
de 16 (adaptador EcoRI-Xmnl) y 12 bases
(adaptador Xmnl) respectivamente. El exceso
de adaptadores libres y dimerizados se hizo a
través de una columna de Sephacryl S-400
siguiendo el proceso descrito en Sambrook et
al., (1989).

Amplificacién del cDNA por PCR

La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR),
es un método in vitro para la amplificacién de
determinado segmento de DNA. Partiendo de
poca cantidad, en el rango de pg y fg, se pueden
producir pg del fragmento amplificado, lo que
equivale a un factor de amplificacién de 10°-10®
(Mullis and Faloona, 1987).

La amplificacién de los cDNAs utilizando el
sistema de PCR (Figura 1) se hizo.siguiendo la
metodologfa de Jepson gt g, (1991). La tempe-
ratura de alineaci6n del iniciador (primer), se
adapt6 a la longitud de los adaptadores. (40°C
para un oligonucle6tido de 16 residuos).
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FIGURA 1. Esquema del proceso de amplificacién del cDNA por PCR.
Fuente: Jepson et al, 1991
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En un termociclador de PCR (Perkin-Elmer
Cetus DNA Thermal Cycle 480) se efectuaron
30 ciclos de amplificacién, bajo las siguientes
condiciones:

Desnaturalizacién 94°C 0.8 minutos
Alineacién 40°C 1.1 minutos
Sintesis 72°C 3.0 minutos

El cDNA amplificado se analizé por electrofore-
sis en un gel de agarosa al 1.5%, luego se
purific6 con fenol/cloroformo/isoamilalcohol
(25:24:1) y cloroformo. Luego se precipité con
0.1 vol de NaAc 3 M pH 5.2 y 2.5 vol de etanol
al 95%. El cDNA purificado fue digerido con
EcoRI para la recuperacién de los extremos
cohesivos.

Preparacion del plismido vector

El vector utilizado para ligar el cDNA fue el
pldsmido pUCI19 (Vieira y Messing, 1982).
Este pldsmido presenta dos marcadores: un gen
que codifica para la enzima B-lactamasa, que
degrada el antibiStico ampicilina y que permite
seleccionar las bacterias que contienen el pldsmi-
do. El otro marcador es el fragmento N-termi-
nal del gene lac z que permite la seleccién por

a-complementacién (Vieira y Messing, 1982).

El pldsmido se amplificé y purificé siguiendo la
metodologfa de Sambrook et al., (1989). Luego
se lineariz6 con EcoRI y finalmente se defosfori-
16 con fosfatasa alcalina de intestino de ternera
(CIP), se purificd, se precipitd y el precipitado
se resuspendié con agua destilada estéril hasta
obtener una concentracién final de 1 pug/ul.

Ligacion del cDNA al vector

Para garantizar eficiencia en el ligamiento del
c¢DNA al vector se recomienda una relacién de
pldsmido a inserto de 5:1 Esta reaccidn se hizo
de acuerdo con Sambrook et al., (1989). Una
vez ligado el cDNA al vector, los pldsmidos
recombinantes se introdujeron por transforma-
cién en células competentes E. coli (DH5«w)
preparadas por el método de Hanahan (1985).

Las colonias con pldsmidos recombinantes se

seleccionaron en placas con X-gal/IPTG (el
sustrato cromogénico de la f3-galactosidasa, X-
gal, libera el colorante azul fndigo cuando la
enzima es activa, o sea, cuando el gen lac z no
ha sido interrumpido por un inserto). Se aisla-
ron colonias blancas individuales y se hicieron
minipreparaciones de pldsmidos siguiendo el
método de lisis alcalina. El tamafio de los
insertos se determiné en base al marcador de
tamafios moleculares Lambda-HindIII a través de
electroforesis en geles de agarosa al 1%.

MANIPULACION DEL DNA GENOMICO Y
TECNICAS DE HIBRIDIZACION

Para la evaluacién del mimero de copias y el
nivel de polimorfismo de los clones de cDNA,
se extrajo el DNA de tres parejas de parentales
por el método de Vallejos et al. (1992) y se
digeri6 con las enzimas de restriccion: EcoRlI,
EcoRV, Hindlll y Dral. La electroforesis del
DNA digerido (Sug de DNA por carril) se hizo
en geles de agarosa al 0.8% a 1.1 voltio/cm por
16 horas. La transferencia capilar a filtros de
nylon se hizo de acuerdo con Southern (1975).

La marcacién de la sonda y la hibridizacién de
los filtros se hizo de acuerdo con el manual del
Kit de Amersham "Multiprime DNA labelling
System".

La autoradiogratia de los filtros se hizo expo-
niéndolos sobre una pelicula de rayos X (Kodak
XAR-5) usando un casete de exposicién con
pantallas intensificadoras. EIl casete se colocd a
-80°C por 12 a 36 horas dependiendo de la
intensidad de la sefial radiactiva.

RESULTADOS Y DISCUSION

EXTRACCION DEL RNA TOTAL

De los métodos ensayados para la extraccién de
RNA total (Kirby, 1968; Chirgwin et al., 1979
y Chomezynski y Sacchi, 1987), se seleccion6 el
de Chomczynski y Sacchi debido a la sencillez
y rapidez (s6lo 4 horas para extraccién de RNA
de buena calidad).

El rendimiento promedio del RNA total (evalua-
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do espectrofotométricamente), fue de 350 ug/g
de tejido, con una relacién promedio de
Ajse/Agg de 1.75 que indica una contaminacién
proteica, lo cual sugiere que el rendimiento
obtenido es menor. Este rendimiento es acepta-
ble si se compara con los obtenidos para varios
tejidos de papa (tubérculos 171, hoja 317, tallo
74, y rafz 63 ug/g de tejido, respectivamente)
(Logemann et al., 1987); aunque otros autores
reportan rendimientos mds altos, como en el
caso del trébol blanco (Trifolium repens L.) con
780 ug/g de tejido (Hughes et al., 1990).

AISLAMIENTO DEL mRNA

Aunque el método mds comin es el de Aviv y
Leder (1972), en el presente trabajo se utilizé un
sistema de lavados de la matriz con soluciones
de adsorcién (Tris-HCl 20 mM pH 7.6; NaCl

0.5 M; EDTA 1 mM) y elucién (Tris-HCI 10
mM; EDTA 1 mM pH 8.0) caliente (65°C),
recuperando los lavados por centrifugaciones a
1500 g por 4 minutos (Sambrook et al., 1989)

El rendimiento promedio de mRNA fue de 2.9
pg/g de tejido lo que equivale a un 0.8% del
promedio del RNA total aislado, valor que estd
dentro del rango encontrado en muchos otros
cultivos.

El mRNA no mostré degradacién en la electro-
foresis donde se pudo apreciar un barrido bas-
tante amplio (100-10000 bases), lo que sugiere
una amplia poblacién de mRNAs (Figura 2).
También se observé alguna contaminacién de
rRNA irrelevante para la sintesis del cDNA, si
se usa oligo(dT) como iniciador en la sintesis de
la primera cadena del cDNA.
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(A) Electroforegrama del perfil de elucion de fracciones de mRNA en un gel de

agarosa denaturalizante al 1.5% teiiido con bromuro de etidio. 1. RNA total; (2-8)
fracciones. (B) Andlisis espectrofotométrico del mRNA.
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SINTESIS DEL ¢cDNA

La sintesis de la primera y segunda cadena del
cDNA se efectud mediante el kit "cDNA Synthe-
sis System Plus" de Amersham, que sigue la
metodologia de Gubler y Hoftman (1983). Este
kit utiliza la transcriptasa reversa del virus de
Mieloblastosis de ave (AMV) para la sintesis de
la primera cadena del cDNA que en presencia de
1 pg de mRNA debiera dar un rendimiento de 2
ung de cDNA, el cual es suficiente si se conside-
ra que para la construccién de una buena genote-
ca solo se necesitan 100 ng de cDNA.

Durante la sintesis de la segunda cadena se
incorpor6 t6sforo 32, para estimar la cantidad de
cDNA producido, y para hacer un seguimiento
del cDNA en las etapas posteriores de prepara-
cidn para el clonje. EI ¢cDNA obtenido tuvo un
promedio de 1500 pares de bases (Figura 3A).
El exceso de adaptadores luego del ligamiento
fue eliminado por cromatografia de exclusién
con Sephacryl $-400.

Amplificacion del cDNA por PCR

La metodologia de Jepson et al. (1991) para la
amplificacion del ¢cDNA por PCR permite
amplificar las diferentes secuencias de una
poblacién de cDNAs utilizando como iniciadores
para la Taq polimerasa los mismos adaptadores
que se usaron para generar los terminales cohesi-
vos de los cDNAs. La Figura 3B muestra la
amplificacién del cDNA de cada una de las 11
fracciones recolectadas. Las fracciones de 3 a 7
presentan cDNAs entre 400-1500 pares de bases,
las cuales se mezclaron, se purificaron y se
precipitaron. EI precipitado se secé al vacio
quedando listo para su clonaje. La cantidad de
cDNA obtenido en este precipitado juzgado por
la intensidad del barrido depués de la electrofo-
resis fue de aproximadamente, 4 ug.

Ligamiento del cDNA al vector y transforma-
cién

Los cDNAs amplificados por PCR fueron digeri-
dos con EcoRI para la recuperacién de los
extremos cohesivos y se ligaron al vector

(pUC19) linearizado con EcoRI y defosforilado.

También resultan cortadas las secuencias internas
reconocidas por EcoRI lo cual es irrelevante ya
que para marcadores de RFLP no se necesitan
cDNAs completos. En esta reaccion se usé una
relacién de vector a inserto de 5 a 1, con la cual
se esperaba una buena eficiencia de ligamiento
(Sambrook et al., 1989). Después de incubar a
16°C por dos dfas se usaron 1, 3 y 5 pul del
ligamiento para la transformacidn, utilizando
células competentes (E. coli DHS5«), y con una
eficiencia de 8x10° UFC por microgramo de
DNA del plasmido. Después de incubar las
células transformadas en medio SOC y sembrar
alicuotas de 25, 50 y 100 ul en cajas LB agar-
/ampicilina/X-Gal-IPTG e incubar a 37°C por
16 horas se hizo el conteo de colonias blancas y
azules en cada caja. El promedio de colonias
blancas (células con pldsmidos recombinantes)
fue de 20%. Esta baja eficiencia de colonias
blancas pudo deberse a trazas del vector no
linearizado 6 no defosforilado no detectables por
electroforesis.

Con esta eficiencia de pldsmidos recombinantes
seria posible obtener una librerfa de cDNA de
1.520 clones a partir de los 10 ul de reaccién de
ligacidn, lo cual no es tan bajo si estos clones
van a ser usados para mapeo. Sin embargo,
para aislar genes de interés usando sondas
heterélogas o sondas construfdas a partir del
producto génico se requieren librerfas de cDNA
de alrededor de 5x10° clones para tener mayor
probabilidad de que el gen de interés esté pre-
sente.

Caracterizacion de los clones de cDNA

De 220 colonias blancas evaluadas solamente 93
(42%) presentaron inserto. Una de las causas
podria haber sido la presencia de una pequeiia
fraccion de dimeros de adaptadores no completa-
mente eliminados durante el fraccionamiento por
Sephacryl S-400, los cuales se ligaron al vector
mds eficientemente que los cDNAs. Otra posi-
ble explicacién es la pérdida de o-complementa-
cién de vectores religados por dafios en el gene
lac z. Los 93 clones itiles de cDNA presenta-
ron insertos entre 400-600 pares de bases (Figu-
ra 3C). La obtencién de estos insertos relati-
vamente pequefios se puede explicar por la

13
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Figura 3A.  Autorradiografla del cDNA marcado con ¥P durante la sintesis
de la segunda cadena mostrando un tamafio promedio de 1.5 kb
(A) 1 pl de la sintesis. (B) 3 ul de la sintesis.
Kb
23.1 M 123456 789101
9.0 —— | 4 e 1
4.4
23/
2.0/
0.6
Figura 3B. Electroforegrama del cDNA amplificado por PCR en gel de
agarosa al 1.5% tefiido con bromuro de etidio. M= marcador de
tamanos moleculares. 1-11, fracciones de cDNA provenientes de
la columna se Sephacryl S-400 después de la amplificacion.
A B
Kb M123450678 91011121314 M1.2'3 4”557991.0111?1314

Figura 3C.

1.5 Kb =>

.. ! ; i‘.,-":ul

Electroforegramas de diferentes clones de cDNA en geles de
agarosa al 1%, tefidos con bromuro de etidio. M= marcador de
tamafnos moleculares. P = vector linearizado. 1= insertos de dife-
rentes tamanos. (A-B), 1-14 clones de cDNA tomados al azar de

la libreria.
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amplificacién de los cDNAs por PCR, ya que
por la cinética de este proceso, los fragmentos
pequeiios se amplifican con mayor eficiencia que
los grandes.

GRADO DE REPETICION Y POLIMOREFIS-
MO DE LOS CLONES

De los 93 clones titiles, 64 fueron usados como

sondas para hibridizar filtros de DNA genémico
de seis variedades de frijol digerido con las
siguientes enzimas de restriccién: EcoRI, Eco-
RV, HindHI y Dral, seleccionadas por Vallejos
et al., (1992). Los 64 clones se clasificaron en
25 grupos de patrones de hibridizacién (Cuadro
1). Los grupos 3 y 4 presentaron el mayor
mimero de clones con el mismo patrén de hibri-
dizacion (11 y 8, respectivamente).

CUADRO 1. Clasificacion de 64 clones de ¢cDNA en 25 grupos con base en la semejanza de los

patrones de hibridizacion.

Grupo Clones dentro de cada grupo Nimero de o
clones
1 75%,97/101*/137*,148 5 7.8
2 38,52,152,167,186*/149* 6 9.4
3 54,62,66,82,84,197,214,216*/10*,91/190* 11 17.2
4 14,22,23.26,59,60,67,210* 8 12.5
5 18 1 1.6
6 15,21%/17* 3 4.7
7 25 1 1.6
8 150 1 1.6
9 1,73*/6* 3 4.7
10 3*5 2 3.1
11 179 1 1.6
12 122 1 1.6
13 4 1 1.6
14 90*,121/170* 3 4.7
15 120*/172* 2 3.1
16 143*,165 2 3.1
17 19,85,94* 3 4.7
18 154,156* 2 3.1
19 162 1 1.6
20 80*/13* 2 3.1
21 175 1 1.6
22 163 1 1.6
23 173 1 1.6
24 135 1 1.6
25 158 1 1.6

* Clon(es) representativos dentro de cada grupo.

15
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De los 25 clones con patrones tnicos, 20 (80%) de Tanksley et al, (1988) para tomate (60% de
fueron de secuencias unica y 5 (20%) de secuen- clones de copia \nica) y de Havey vy
cias de bajo mimero de copias (Figura 4) (Cua- Muehlbauer, (1989) para lenteja (88% de clones
dro 2), resultados que concuerdan con los datos de cDNA de bajo mimero de copias).

CUADRO 2. Evaluaciéon del niimero de copias de los 25 clones con patrones iinicos
de hibridizacién.

Tipo de secuencia

Grupo Clon represen- Mayor Menor Copia Unica Bajo numero de
tativo numero de numero de (1-2 bandas) copias
bandas en bandas en (3-10 bandas)
cualquiera cualquiera
de las de las
enzimas enzimas
1 75 7 3 X
2 186 6 1 X
3 216 7 1 X
4 210 6 1 X
5 18 2 1 X
6 21 2 1 X
7 25 5 1 X
8 150 7 1 X
9 73 6 3 X
10 3 6 2 X
1 179 12 1 X
12 122 5 4 X
13 4 5 3 X
14 170 4 1 X
15 172 3 2 X
16 143 4 2 X
17 94 1 1 X
18 156 2 1 X
19 162 5 3 X
20 80 2 1 X
21 175 1 1 X
22 163 6 2 X
23 173 2 1 X
24 135 1 1 X
25 158 5 2 X
Resumen:
Tipo de secuencia Cantidad Porcentaje
Copia Unica 20/25 80
Bajo numero de 5/25 20
copias
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EcoRl EcoRV Hind I EcoRvV
123456
- -

-

- - .
A
EcoRl EcoRV Hind I Dra i M EcoRl EcoRV
12345 - 12345

Figura 4. Autorradiograffas de filtros con DNA genémico de los parentales
analizados e hibridizados con distintos clones de cDNA.
1= Calima, 2= XR-235-1-1, 3= DOR60, 4= APN18, 5= Ica Pijao
6= G12952. M = Marcador de tamafios moleculares. (A,B) clones
de copia Unica. No polimérfico en (A) y polimérfico en (B). (C a
F) clones de copias medianamente repetitivas. Poco polimérfico
en (C) y altamente polimorficos con algunas enzimas de

restriccion en (D, Ey F).
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Los clones presentaron mayor polimorfismo en
digestiones con EcoRV, (77%), seguida de Dral
(74%), EcoRI (63%) y HindIII (60%) (Cuadro
3). La pareja de parentales que presenté mayor
polimorfismo con las endonucleasas EcoRI y
EcoRV fue DOR60 y APN 18 con 57% y 71%
respectivamente, mientras que con HindIll la
pareja mds polimdrfica fue Calima y XR-235-1-
1 con 40% y con Dral fue la pareja Ica Pijao y
G12952 con un polimorfismo de 78% (Cuadro
4).

EVALUACION DEL GRADO DE REPETI-
CION (HIBRIDIZACION EN "Slot Blot")

Se traté de establecer el origen de los grupos de
clones con mds repeticiones. Los pldsmidos
recombinantes de los 93 clones de cDNA selec-
cionados fueron inmovilizados en filtros de
nylon que se hibridizaron con los insertos de los
clones 210 y 216 (representativos de los dos
grupos con mayor mimero de clones repetidos).
De los 93 clones inmovilizados, 15 hibridizaron
con el inserto del clon 210 presentdndose un
porcentaje de repeticién del 16.1% un poco
superior al 12.5% (Cuadro 1). Con la sonda del
clon 216, 16 clones presentaron hibridizacién
positiva lo que representa un porcentaje de
repeticion de este clon del 17.2% lo que confir-
ma el porcentaje indicado en la Cuadro 1
(Figura 5).

Para investigar si los clones 210 y 216 son de
origen ribosomal, se prepararon filtros con DNA
genémico de seis variedades de frfjol digerido
con la endonucleasa Haelll (Rogstad et al.,
1988; Jeffreys et al., 1988). Los filtros se
hibridizaron con los clones 210, 216 y el clon
ribosomal de soya pGmrl que contiene una
unidad repetitiva de DNA ribosomal (rDNA)
con un tamafio de mas de 8 kilobases (Zimmer
et al., 1988).

La Figura 6 muestra los resultados de la hibridi-
zacién de estos tres clones y se observa la
similitud de los patrones de hibridizacién de los
clones 210 y pGmrl en las regiones a, b y ¢,
mientras que el patrén de hibridizacién del clon
216 es diferente. Para confirmar el origen
ribosomal del inserto del clon 210, este puede

18

ser secuenciando y comparar su secuencia con
las secuencias de DNAs que codifican para
yRNA disponibles en bases de datos accesibles
a través de programas de computador especiali-
zados.
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Figura 5A.  Autorradiograflas de “Slot blots" de 93 clones de cDNA
hibridizados con los insertos de: (A) clon 210 y (B) clon 216.

1 3 4 5 6
A 1 3 4 5 6 10
B 12 13 14 15 17 18
Cc 19 20 21 22 23 25
D 26 28 38 48 48 49
E 52 53 54 55 56 59
F 60 62 64 66 67 71
G 73 75 80 81 82 84
H 85 86 a8 90 91 94
1 2 3 4 5 5
A a5 g7 101 120 121 122
B 135 137 143 148 149 150
o] 152 154 156 158 162 163
D 165 167 170 172 173 175
N E 179 186 188 180 191 192
F 193 194 196 197 199 202
G 203 204 205 207 209 210
H 212 214 216 pGmr1
Figura 5B. Posicidn de tos clones de ta prueba del "Stot Blot" mostrado en la figura 5A.
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Figura 6. Autorradiografila de DNA gendémico de 6 materiales de frijol
digeridos con Haelll e hibridizados con: (A) el clon 210, (B) el
clon ribosomal de soya pGmri y (C) el clon 216. 1= Calima,
2= XR-235-1-1, 3= DORG0, 4= APN18, 5= Ica Pijao, 6= G12952
M = Marcador de tamafos moleculares.
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