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RESUMEN

Lara Santisteban, L.M. 2012. Evaluacion del gen circumlineatus en la semilla de frijol
comun (Phaseolus vulgaris) con marcadores moleculares microsatélites. Proyecto especial
de graduacion del programa de Ingenieria Agrondmica, Escuela Agricola Panamericana,
Zamorano. Honduras. 17p.

La caracteristica expresada por el gen circumlineatus se reconoce por presentar una linea
precipitada en el borde de las pigmentaciones oscuras de la testa en la semilla del frijol
blanco con areas coloreadas, se expresa en su forma homocigota recesiva y se encuentra
Unicamente en semillas de patron restringido. Se intentd identificar un marcador
molecular para localizar el gen circumlineatus mediante la optimizacion del perfil térmico
y del protocolo de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) de 57 microsatélites.
Adicionalmente, se realizd la evaluacion de la expresion fenotipica del gen circumlineatus
en la testa de la semilla de familias avanzadas de frijol. La busqueda del marcador
molecular del mencionado gen se realizo para su incorporacion en el mapa genético del
frijol. La investigacion se llevo a cabo en la estacion de USDA-Servicio de investigacion
agricola en Mayaglez, Puerto Rico. Para el analisis genotipico se emplearon 12 plantas de
genotipos contrastantes, homocigota dominante (CI/Cl) y homocigota recesivo (cl/cl);
siendo analizados usando PCR con 57 microsatélites. Para el analisis fenotipico se evaluo
en estereoscopio la presencia o ausencia de caracteristica evaluada en la testa de la semilla
de frijol. De los 57 microsateélites evaluados, solo el marcador BM150 presento el patron
de bandas esperado (p=0.60); sin embargo, este marcador no fue suficientemente
consistente como para ser considerado marcador molecular del gen. Debido a que ninguno
de los microsatélites evaluados brindd los resultados esperados, se recomienda continuar
la investigacion con otro tipo de marcadores como los SNP (Polimorfismo de un
nucledétido).

Palabras clave: PCR, pigmentacion, SSR, testa.
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1. INTRODUCCION

El frijol (Phaseolus vulgaris) es la especie de las leguminosas de grano mas importante
para el consumo humano, debido a su alto contenido de proteinas, carbohidratos,
minerales y fibra. América Latina, la zona de mayor produccién y consumo, produce mas
del 45% de la produccion mundial (FENALCE 2010). Dada la importancia economica del
frijol, se ha incrementado el interés en su estudio con el fin de aumentar la resistencia a
factores bioticos y abioticos que limitan la productividad del cultivo, y mejorar el
contenido nutricional del grano.

Para poder estudiar la genética del frijol, es importante contar con un mapa genético, con
el mayor numero de genes localizados, mediante el cual se infieren interacciones entre
genes y se determinan loci especificos de caracteristicas a mejorar en el genoma del frijol.
La presente investigacion da continuidad a una serie de estudios realizados en USDA-
ARS (Servicio para la investigacion agricola) en Mayagiiez, Puerto Rico, con la finalidad
de completar el mapa genético del frijol, estudiando especificamente el gen recesivo
circumlineatus (cl). La construccion de mapas genéticos es uno de los objetivos
principales para el estudio de la organizacion, distribucién y conocimiento del genoma de
una poblacion (Vienne 2003).

El gen circumlineatus se caracteriza por presentar una linea precipitada en el borde de las
pigmentaciones oscuras de la testa en la semilla del frijol blanco con areas coloreadas.
Este gen se expresa cuando se encuentra de manera recesiva y es expresado Unicamente
en la testa de las semillas que son parcialmente coloreadas, con patrones restringidos
(Aranda et al. 2006). Las semillas parcialmente coloreadas, son controladas por el
genotipo t/t, siendo este el genotipo recesivo para el gen T de semilla totalmente coloreada
(Bassett y McClean 2000). Entre el loci T y el Cl hay una distancia aproximada de 36cM
(Prakken 1972), y acorde al estudio de McClean et al. (2002) el gen T esta localizado en
el grupo de ligamiento Pv9, localizacion que se busca comprobar con el presente estudio
mediante microsatélites (también llamados SSR-Secuencias de Simple Repeticion). Los
microsatélites son segmentos cortos de ADN (2 a 6 pares de bases) que se repiten en
tandem y de forma aleatoria en el genoma (Aranguren-Méndez et al.2005). Se emplean
SSR debido a su elevado nivel de polimorfismo y co-dominancia, por lo que generan
diferencias entre los organismos que presentan el gen y aquellos que no.

Los microsatelites han sido usados para estudios de mapeo en maiz, arroz, cebada y soya
(Vienne 2003). Adicionalmente al analisis molecular, se caracterizard fenotipicamente la
poblacion F5 segregante para el gen circumlineatus, con el fin de verificar la proporcion
del genotipo esperado con base en el fenotipo y dar continuidad a la caracterizacion que
se ha realizado en todas las generaciones del estudio.
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El objetivo del presente estudio fue optimizar el protocolo de PCR vy la temperatura de
acople de 57 microsatélites para identificar un marcador molecular que permita mapear el
locus del gen circumlineatus en el mapa genético del frijol comun y realizar la
caracterizacion fenotipica de este gen en semillas de frijol.



1. MATERIALES Y METODOS

La poblacion estudiada pertenece a la generacion F5 de la cruza entre t z cl G b v
virgarcus BC3 5-593 x t 2% Cl G b v sellatus BC3 5-593, desarrollada en USDA-ARS-
TARS (Estacion de Investigacion de Agricultura Tropical), Mayaglez, Puerto Rico y en
la Universidad de Florida, Gainesville. La poblacion es segregante para el gen
Circumlineatus (cl) y la seleccion se inici6 en la F2 para una testa parcialmente colorada
con un patron virgarcus (z/z), sin el borde circumlineado. En la generacion F3, la
poblacién segregé para el gen cl pero fue cruza verdadera para virgarcus. En las
generaciones F3 y F4 se realizaron caracterizaciones fenotipicas de las semillas obtenidas
(Aranda et al. 2006). Adicionalmente, en la generacién F3, la poblacién fue evaluada con
marcadores de tipo AFLP (Polimorfismos en la longitud de fragmentos amplificados), sin
encontrarse la localizacion de los marcadores polimorficos en el genoma (Aranda et al.
2006).

El 20 de enero del 2012, se sembré bajo invernadero la generacion F5 en 79 maceteros,
con cinco semillas cada uno, en Mayagliez, Puerto Rico. Luego de la emergencia de las
plantas, se ralearon, dejando una planta por macetero. En los 79 maceteros estuvieron
representadas 13 lineas, con diferente nimero de plantas por linea, debido a las
diferencias en la germinacion de cada una. En el cuadro 1 se presentan las lineas que se
sembraron y la cantidad de plantas que emergieron de cada una.

Cuadro 1. Numero de plantas emergidas por linea de la generacion F5, provenientes de la
cruza tzcl G b v virgarcus BC3 5-593 x t 2% CI G b v sellatus BC3 5-593 en Mayagiiez,
Puerto Rico.

Linea Genotipo esperado Numero de plantas
0415-6248 cl/cl 7
041S-6249 Cl/cl 10
041S-6250 cl/cl 8
041S-6251 Cl/CI 7
041S-6252 cl/cl 7
041S-6253 Cl/Cl 5
041S-6254 Cl/cl 2
041S-6255 Cl/cl 3
041S-6256 Cl/cl 13
041S-6325 Cl/Cl 4
041S-6326 Cl/cl 2
041S-6327 Cl/cl 4
041S-6328 cl/cl 3




Extraccion y estandarizacion de ADN. Cuando las plantas de frijol se encontraban en la
etapa de la segunda hoja trifoliada, se agruparon de acuerdo a la linea proveniente y se
muestrearon 12 de las plantas emergidas de la generacion F5 para la extraccion de ADN
(Cuadro 1). Cada muestra de ADN fue estudiada de manera individual. En este grupo de
12 plantas se presentan seis plantas homocigotas dominantes (CI/Cl) y seis plantas
homocigotas recesivas (cl/cl). Estas 12 plantas ademas se pueden clasificar en siete lineas
diferentes, tres son homocigotas dominantes (CI/CI) y cuatro son homocigotas recesivos
(cl/cl). En el cuadro 2 se presenta la lista de plantas usadas para la extraccion de ADN y
su respectivo genotipo esperado.

Cuadro 2. Genotipos esperados de las 12 plantas de la generacion F5, usadas en la
extraccion de ADN.

Numero de planta Genotipo esperado
041S-6248-6 cl/cl
041S-6248-9 cl/cl
041S-6250-10 cl/cl
041S-6250-3 cl/cl
041S-6251-2 Cl/CI
041S-6251-4 Cl/CI
041S-6252-6 cl/cl
041S-6253-3 Cl/CI
041S-6253-6 Cl/CI
041S-6325-5 Cl/CI
041S-6325-6 Cl/CI
041S-6328-1 cl/cl

Para la extraccion de ADN se empled el kit QIAGEN® DNeasy Plant Maxi, y luego de la
extraccion acorde al protocolo QIAGEN® (2006) se cuantificaron las 12 extracciones, por
medio del Ultramark™ Microplate Reader Bio-Rad. La cuantificacion se realiz6 tomando
100ul del ADN extraido y 100ul de buffer AE (control usado). Debido a la variacion en la
concentracion de ADN (Cuadro 3) se trabajé con una concentracion final de 25 ng/ul,
teniendo el ADN estandarizado en las pruebas de PCR (reaccion en cadena de la
polimerasa). Para la dilucion del ADN se utiliz6 agua de grado HPLC (liquido de alta
eficacia para cromatografia).



Cuadro 3. Concentracion de ADN en las 12 plantas F5 usadas para el analisis molecular.

NuUumero de planta Concentracién de ADN (ng/ ul)
0415-6328-1 98.67
041S-6248-6 108.42
0415-6248-9 111.72
041S-6250-3 98.65
0415-6250-10 52.60
041S-6251-2 68.92
0415-6251-4 80.72
041S-6252-6 83.58
0415-6253-3 50.68
041S-6253-6 64.45
0415-6325-5 61.47
041S-6325-6 99.73

Analisis del ADN con los microsatélites. Con el fin de estandarizar las pruebas de PCR
en el analisis con microsatélites, se realizd la optimizacion del protocolo y de las
temperaturas de acople de cada microsatélite (Cuadro 4). Esto se realiz6 llevando a cabo
la PCR con gradiente de temperatura y eligiendo la temperatura de acople a la cual se
observaba la mejor calidad de banda de manera consistente para cada marcador. El perfil
térmico de este protocolo también fue optimizado variando Unicamente la temperatura de
acople de cada marcador (Cuadro 5). Para observar las bandas expresadas por cada
marcador se emple6 la técnica de electroforesis usando gel de agarosa al 1%. Las
muestras se corrieron bajo electroforesis a 100V, por dos horas para obtener una buena
separacion de bandas y luego observarlas en un cuarto oscuro en un transiluminador UV.

Cuadro 4. Protocolo estandar de los reactivos para la PCR con microsatélites.

Reactivo Cantidad para una muestra (ul)
Agua doblemente destilada 13.75
Buffer para PCR (5 x) 5.00
Nucledtidos para PCR (10mM) 1.00
MgCl; (25 mM) 2.00
Microsatélite de reversa 0.50
Microsatélite de avance 0.50
Go Tag® Polimerasa de ADN (5u/ul) 0.25
ADN (25 ng/ pl) 2.00

Total 25.00




Cuadro 5. Perfil térmico de la PCR para el analisis con
temperatura, el tiempo y el nimero de ciclos de la PCR.

microsatélites incluyendo la

Perfil térmico Temperatura(°C) Tiempo(min)  Ciclos
Desnaturalizacion inicial 95 5 1
Desnaturalizacion 94 0.3 40
Acople Variable 0.5 40
Extension 72 1 40
Extension final 72 10 1
Mantenimiento final 8 0

Evaluacion fenotipica de la generacion F5. La segunda parte de la investigacion
consistio en cosechar las plantas de la generacion F5 y realizar una evaluacion fenotipica
de las semillas, mediante la observacion a través de un estereoscopio de diseccion. Se
tomo6 como referencia el estudio de Aranda et al. (2006) para identificar las semillas que
presentaban la caracteristica circumlineada. Se evaluaron las semillas de cada planta
cosechada de manera individual, no por genotipo o linea correspondiente.



2. RESULTADOS Y DISCUSION

Mediante las pruebas para la optimizacion de la temperatura de acople de la PCR con
microsatélites, se cambid la temperatura de acople de 15 microsatélites; las pruebas
indicaron que las temperaturas de acople estandar eran adecuadas para la PCR de los 42
microsatélites restantes. De esta manera, se logro optimizar el perfil térmico para la PCR
de los 57 marcadores microsatélites usados en el estudio. En el cuadro 6 se presenta un
resumen de los marcadores y la temperatura de acople recomendada en comparacion con
la optimizada. La mayoria de microsatélites empleados fueron desarrollados por Gaitan-
Solis (2002). A través de las tecnicas de PCR y electroforesis se obtuvieron diferentes
bandas de amplificacion. El tamafio de las bandas se determiné comparandolas con una
escalera molecular de 1kb (GeneRuler™1kb Plus DNA ladder).
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Cuadro 6. Listado de microsatélites (SSR) con la temperatura de acople recomendada y la
optimizada en TARS, Mayagiiez, Puerto Rico.

Recomendada Optimizada Recomendada Optimizada
>SR (C) (0) >R (0) (0)

AG1 52 52 BM167 50 50
BM114 50 50 BM170 50 47
BM137 55 55 BM171 50 47
BM138 50 48 BM173 50 47
BM139 50 50 BM181 50 50
BM141 95 95 BM184 50 48
BM142 55 55 BM185 52 52
BM143 55 55 BM195 54 54
BM146 58 58 BM197 54 54
BM147 48 48 BM199 56 56
BM148 58 58 BM20 55 55
BM149 50 47 BM200 52 52
BM150 50 47 BM201 50 50
BM151 50 47 BM202 50 48
BM152 50 50 BM209 56 56
BM153 50 50 BM210 52 52
BM154 50 50 BM211 52 52
BM155 50 50 BM213 52 52
BM156 52 52 BM25 55 55
BM157 52 52 BM3 56 54
BM158 52 52 BM48 58 58
BM159 52 52 BM53 55 55
BM16 54 54 BM6 48 48
BM160 52 48 BM67 50 48
BM161 52 52 BM68 56 56
BM164 52 50 BM79B 52 52
BM165 52 50 BM98 55 55
BM166 52 52 GATS11B 52 52
GATS54 50 48

En la figura 1 se observa un ejemplo de la diferenciacion de bandas por genotipo y
marcador. Se presentan los resultados de la electroforesis de dos marcadores moleculares
(BM171 y BM173); y en cada uno se diferencian las 12 muestras (plantas) evaluadas,
nombradas en las partes superiores y diferenciadas por color de acuerdo al genotipo,
diferenciandose las homocigotas recesivas de las homocigotas dominantes. Cada banda
observada representa la presencia del marcador en el genotipo de la planta. Con el
marcador BM171 (lado izquierdo), se lograron observar bandas de un mismo tamafio
(pares de bases) en todas las plantas, indicando que con este marcador no se pueden
identificar diferencias entre los genotipos, ya que todas las muestras expresan un mismo



tamafo de banda (149pb). Con el marcador BM173 (lado derecho), se obtuvieron tres
bandas en todas las muestras (280, 600 y 800pb), pero no se observan diferencias entre los
genotipos, ni la presencia de la banda esperada con este marcador (185pb). Segun los
resultados de Gaitan-Solis et al. (2002), quienes desarrollaron los microsatélites usados,
se presenta los tamafios de banda esperados (Cuadro 7).
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Figura 1. Bandas electroforéticas del producto de la PCR de los marcadores microsatélites
BM 171y BM 173, para los 12 genotipos evaluados.

Para cada marcador se analizaron las bandas observadas, sus tamafios y en qué genotipos
se expresaban. En el cuadro 7, se presentan los tamafios de banda observados en relacion
a los tamafios de banda esperados. En 23 marcadores microsatélites se observaron
tamafios de banda diferentes a los esperados. Se esperaba obtener bandas en los genotipos
homocigotos recesivos (cl/cl) y no obtener ninguna banda en los homocigotos dominantes
(Cl/Cl), o encontrar la banda en los genotipos homocigotas dominantes (CI/Cl) y no
encontrar la banda en los homocigota recesivos (cl/cl). En la mayoria de los marcadores
se presentaron las mismas bandas en todos los genotipos; cuando se observaron
diferencias en las bandas en algunos genotipos, estas fueron inconsistentes, lo cual
descarta a los marcadores para el fin deseado.

Para el analisis estadistico de los resultados con cada marcador se utilizo el andlisis de Chi
cuadrado. Este andlisis permite establecer si los resultados observados se ajustan
estadisticamente a los observados, segun el planteamiento de una hipotesis nula. Se
consideraron dos posibles clases fenotipicas (presencia y ausencia) para la banda
expresada con cada marcador. Lo esperado era tener presente la banda en seis de las doce
muestras. De los 57 marcadores evaluados, solo el microsatélite BM150 present6 una
probabilidad de ser aceptado segun la hipotesis nula (p= 0.60). A pesar de que el valor p
de este marcador es >0.05, no se pudo considerar como marcador del gen Circumlineatus
porque los resultados no fueron consistentes. Un marcador debe presentar una alta
consistencia (presencia o ausencia) en relacion a todos los genotipos homocigotos para la
caracteristica en estudio. EI marcador BM150 se encuentra en el grupo de ligamiento B7,
razon por la cual es probable sea poco consistente, ya que segin McClean et al. (2002) y
Prakken (1972), el gen esta asociado al gen T encontrado en el grupo de ligamiento B9.



10

Cuadro 7. Bandas electroforéticas (tamarfio expresado en pares de bases, pb) obtenidas y
esperadas de cada microsatélite evaluado.

Microsatélite ~ Banda(s) Banda(s) Microsatélite Banda(s)  Banda(s)

SSR esperada obtenida SSR esperada obtenida
AG1 132 180 BM167 165 100, 165
BM114 234 80 ,234 BM170 179 179,500,1470
BM137 155 155 BM171 149 149
BM138 203 203 BM173 185 280,600, 800
BM139 115 115 BM181 192 192
BM141 218 218,450,580 BM184 160 200, 400
BM142 157 157 BM185 105 105
BM143 143 143 BM195 138 138, 160
BM146 281 281 BM197 201 201
BM147 178 178 BM199 304 304
BM148 295 200,295,450 BM20 146 75, 200
BM149 273 273,350 BM200 221 80, 221
BM150 196 150 BM201 102 102, 500

200,
BM151 153 153 BM202 156 400,500,1000
BM152 127 127 BM209 129 129
BM153 226 226,500 BM210 166 166
BM154 218 218 BM211 186 186, 400
BM155 114 114 BM213 154 154
BM156 267 267 BM25 227 400, 550
BM157 113 113 BM3 193 193
BM158 130 130,360,460 BM48 232 232
BM159 198 198 BM53 287 310, 400

BM16 149 300 BM6 153 153,700,1300
BM160 211 211 BMG67 289 180, 500
BM161 185 185 BM68 170 170
BM164 182 182 BM79B 125 300, 700
BM165 177 177 BM98 247 247
BM166 151 151 GATS11B 160 120

GATS54 114 114
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Cuadro 8. Resumen del analisis de Chi cuadrado (x2) para los resultados del anélisis de
PCR con 57 marcadores SSR.

SSR Clases >x2 (gl p SSR Clases > x2 gl p
AG1 2 1200 1 0.001| BM167 4 24.00 3 0.001
BM114 4 12.00 3 0.001| BM170 6 11.00 5 0.050
BM137 2 1200 1 0.001| BM171 2 12.00 1 0.001
BM138 2 833 1 0.008| BM173 6 36.00 5 0.001
BM139 2 1200 1 0.001| BM181 2 12.00 1 0.001
BM141 6 2433 5 0.001| BM184 4 24.00 3 0.001
BM142 2 1200 1 0.001| BM185 2 12.00 1 0.001
BM143 2 1200 1 0.001| BM195 4 24.00 3 0.001
BM146 2 1200 1 0.001| BM197 2 12.00 1 0.001
BM147 4 16.67 3 0.008| BM199 2 12.00 1 0.001
BM148 6 36.00 5 0.001| BM20 4 24.00 3 0.001
BM149 4 533 3 0.030| BM200 4 24.00 3 0.001
BM150 2 0.33 1 0.600| BM201 4 24.00 3 0.001
BM151 2 533 1 0.030| BM202 8 27.33 7 0.001
BM152 2 1200 1 0.001| BMZ209 2 12.00 1 0.001
BM153 4 12.00 3 0.001| BMZ210 2 12.00 1 0.001
BM154 2 1200 1 0.001| BM211 4 20.33 3 0.001
BM155 2 1200 1 0.001| BM213 2 36.00 1 0.001
BM156 2 1200 1 0.001| BM25 4 8.67 3 0.060
BM157 2 12.00 1 0.001 BM3 2 12.00 1 0.001
BM158 6 36.00 5 0.001| BM48 2 12.00 1 0.001
BM159 2 1200 1 0.001| BM53 4 15.00 3 0.001
BM16 2 12.00 1 0.001 BM6 6 20.33 5 0.001
BM160 2 1200 1 0.001| BM67 2 12.00 1 0.001
BM161 2 1200 1 0.001| BMG68 2 12.00 1 0.001
BM164 2 1200 1 0.001| BM79B 4 16.67 3 0.001
BM165 2 1200 1 0.001| BM98 2 12.00 1 0.001
BM166 2 12.00 1 0.001 | GATS11B 2 12.00 1 0.001
GATS54 2 12.00 1 0.001
gl = grados de libertad p=probabilidad

Como parte del estudio se realizd la evaluacion fenotipica de la generacion F5, para
evaluar la evaluacion de la expresion fenotipica del gen circumlineatus, en las semillas.
Cabe mencionar que las semillas obtenidas presentaban cierto corrugamiento que dificulto
la lectura. En la figura 2 (Aranda et al. 2006) se ejemplifican las semillas en las que el gen
se considerd presente, el genotipo homocigota recesivo (cl/cl) expresa esta caracteristica,
y aquellas en las que se present6 el genotipo homocigota dominante (CI/CI) no expresan
la caracteristica circumlineada. Los dos fenotipos de semillas presentan testa blanca, con
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pigmentacion oscura y de patrén restringido. Pero en la imagen de la derecha se observa
una linea precipitada en el borde de la pigmentacién, que expresa la presencia del gen
Circumlineatus. Mientras en la imagen de la izquierda no observamos, ni la linea
bordeando la seccion pigmentada, ni la precipitacion que acompafia la linea.

Figura 2. Fenotipos del gen Circumlineatus con la linea precipitada indicada por la flecha
en lineas representativas de la poblacion t z cl G b v virgarcus BC3 5-593 Xt zsel CI G b
v sellatus BC3 5-593 (Aranda et al. 2006). Genotipo homocigota dominante CI/CI (izqg.) y
homocigota recesivo cl/cl (der.).

Los resultados de la evaluacion fenotipica, fueron analizados mediante la Prueba del Chi
cuadrado (x?), donde se comparé el fenotipo esperado y el obtenido (cuadro 9). Los
valores esperados se obtuvieron de los andlisis fenotipicos previos realizados por Aranda
et al. (2006); y los valores observados fueron los obtenidos mediante observaciones en el
estereoscopio de las semillas de plantas F5.
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Cuadro 9. Evaluacion fenotipica de semillas de plantas de frijol de la generacion F5,
segregantes para el gen circumlineatus, por medio del analisis de Chi cuadrado (x?). El
valor esperado se obtuvo de las evaluaciones realizadas en la generacion F4 (Aranda et al.
2006).

Plantas Fenotipo

Nombre Genotipo evaluadas Observado Esperado x2 gl p

041S-6248 cl/cl 7 7 7 0 6 1
041S-6249 Cl/cl 10 1 10 81 9 0.48
041S-6250 cl/cl 8 8 8 0 7 1
041S-6251 Cl/Cl 7 3 7 229 6 0.89
041S-6252 cl/cl 7 7 7 0 6 1
041S-6253 Cl/Cl 5 5 5 0 4 1
041S-6254 Cl/cl 2 1 2 05 1 0.48
041S-6255 Cl/cl 3 3 1 133 2 0.51
041S-6256 Cl/cl 13 1 13 11.08 12 0.35
041S-6325 Cl/Cl 4 0 4 4 3 0.30
041S-6326 Cl/cl 2 0 2 2 1 0.15
041S-6327 Cl/cl 4 1 4 225 3 0.65
041S-6328 cl/cl 3 3 3 0 2 1

gl =grados de libertad p=probabilidad

En 5 de los 13 genotipos evaluados, el marcador fenotipico fue efectivo en la
diferenciacion entre los genotipos que no presentan la caracteristica (homocigota
dominante -CI/Cl- y heterocigoto -Cl/cl- y el genotipo homocigota recesivo (cl/cl) en el
cual si se presenta el patron circumlineado. La diferencia se atribuye a que en las plantas
de la generacion F5 todavia existe un nivel de heterocigocidad (6-7%), que genera
segregaciones por el fenotipo en estudio. Para asegurar que las plantas sean altamente
homocigotas, se requiere usar generaciones mas avanzadas (>F6).



3. CONCLUSIONES

Se confirmaron las temperaturas de acople de 42 marcadores microsatélites, y se
modificaron las temperaturas de acople de 15 marcadores, lograndose optimizar el
analisis de PCR con los marcadores moleculares empleados en el estudio.

No se encontré un marcador molecular de tipo microsatélite que brindara consistencia
en la diferenciacion entre los genotipos que presentan la caracteristica del gen
circumlineatus y los que no la presentan. El Unico microsatélite que presentd
diferencia pero no consistente fue BM150.

En la caracterizacion fenotipica de la semilla se encontraron diferencias entre lo
esperado (determinado en la F4) y lo observado en la generacion F5, debido a que los
genotipos heterocigotas (Cl/cl) todavia presentan segregaciones en la expresion de la
caracteristica del gen Circumlineatus en las semillas.



4. RECOMENDACIONES

e Debido a que no fue posible encontrar un marcador molecular para localizar el gen
circumlineatus en el genoma, se recomienda continuar la investigacion con marcadores
de tipo SNP (Polimorfismo de un nucleé6tido), con los cuales se tienen mayores
probabilidades de encontrar un marcador molecular para el gen estudiado, debido al
alto nivel de especificidad, abundancia (alrededor de 10,600 de ellos), la facilidad de
poderlos estudiar sin necesidad de usar gel para la observacion y acorde a Gupta et al.
(2001) el grado de fidelidad de los SNP es mayor, en comparacion con otros
marcadores moleculares.

e Se recomienda realizar la investigacion utilizando plantas con una generacion mas
avanzada (F7-F8) de la poblacion estudiada, para tener un mayor nivel de
homocigocidad y evitar las segregaciones fenotipicas en la caracterizacion de la
poblacién.
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6. ANEXOS

A

Anexo 1. En la seccion A se observa el patron Ilamado Virgarcus (t z Bip). En la seccién
B se observa el patrén llamado Sellatus (t 2¢'Bip). Tomado de Bassett y McClean (2000).
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Anexo 2. Segmento B7 del mapa genético del frijol comin (Phaseolus vulgaris), donde se
muestra la interaccion de genes (Blair et al. 2003).
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