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Resumen. Trabajos anteriores han localizado un grupo de marcadores moleculares en el genoma de
Antirrhinum majus. Nosotros hemos realizado una Linea Recombinante Consanguinea (LIR) entre A. majusy la
especie silvestre A. linkianum. Con el objetivo de tener marcadores moleculares distribuidos a lo largo del
genoma de este cruce, utilizamos un total de 41 marcadores del mapa de A. majus y los comprobamos con A.
linkianum. Hemos identificado 23 marcadores que mostraron un polimorfismo visible en geles de agarosa entre
A. majus 165E y A. linkianum. Ademas, hemos conseguido localizar marcadores en todos los cromosomas de A.
linkianum.
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Abstract. Previous works had placed a set of molecular markers on the genome of Antirrhinum majus. We
performed a Recombinant Imbred Line (RIL) between A. majus and the wild species A. linkianum. In order to
have molecular markers spread throughout the genome of this cross, we used a total of 41 markers from the A.
majus map and tested them in A. linkianum. We were able to identify 23 markers that showed visible
polymorphism on agarose gels between A. majus 165E and A. linkianum. Moreover, we were able to place

markers in all the chromosomes of A. linkianum.
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1. Introduccién

Antirrhinum majus, popularmente conocido como
boca de dragon, ha sido utilizada como planta modelo
en genética desde comienzos del siglo XX. EI grupo
de especies de Antirrhinum también ha sido utilizado
en estudios sobre wvariacion natural. Hay
aproximadamente 20 dentro del grupo monofilético
de A. majus. Este grupo es nativo de la cuenca
Mediterranea, principalmente del suroeste de Europa
y el norte de Africa. Estas especies varian
ampliamente en ecologia y morfologia y estan
adaptadas a climas, a menudo, bastante extremos [1].

Todas las especies del género Antirrhinum que han
sido estudiadas pueden cruzarse entre si y son
capaces de formar hibridos fértiles, lo que facilita la
identificacion de los genes que producen sus
diferencias [2]. Hay estudios de poblaciones de
especies de Antirrhinum que han mostrado distintas
distribuciones geogréficas, tamafios de poblaciones y
tipos de reproduccion, desde autocompatibles hasta
alégamas obligadas [3]. Este género comparte el
mismo nimero de cromosomas (2n= 16) y la mayoria
de las especies son alégamas, aunque las variedades
comerciales de A. majus y algunas otras especies
silvestres pueden autopolinizarse [4].

Se han producido algunas lineas en laboratorio a
partir de cultivares de A. majus. Existe también una
amplia coleccion de mutantes [4] y la mayoria estan
sobre un fondo genético isogénico de A. majus: Sippe
50 [5]. Concretamente, hay una coleccion de

mutantes de A. majus que ha sido seleccionada por su
alta actividad de transposicién [6]. En algunos casos,
éstas lineas seleccionadas se han utilizado para aislar
genes por medio de “transposon tagging” [7].

1.1. Mapas
segregantes

genéticos y poblaciones

Los mapas genéticos de recombinacion son una
fuente importante para la genémica, ya que permiten
identificar las funciones de los genes, el ensamblado
de secuencias de genomas y también son (tiles para
las técnicas de mejora. Hasta la fecha, hay publicados
dos mapas genéticos de recombinacion para A. majus
(linea 165E), ambos se hicieron a partir de una
poblacion F,. El primero se hizo a partir de un cruce
entre A. majus y su pariente silvestre A. molle [8]. El
segundo se publicd en 2010 [9] y se hizo sobre un
cruce entre dos lineas homocigotas: A. majus (165E)
x A. majus (Sippe 50). Los genotipos resultado del
primer mapeo se usaron para la construccion del
segundo, para poder identificar y establecer una
relacion entre los grupos de unién entre las dos
poblaciones. Los marcadores comunes a ambos
mapas permitieron la identificacion de los loci
vinculados y su orientacion.

Los MITEs (miniature inverted-repeat transposable
element) estan presentes en un bajo nimero de copias
en todas las especies de Antirrhinum. Debido a que
tienen una actividad relativamente baja, se les ha
Ilamado IDLE [10]. Los transposones tipo MITE se
han encontrado a menudo en zonas del genoma con

V. Ruiz-Hernandez et al.



10 Anuario de Jévenes Investigadores, vol. 8 (2015)

alto contenido de genes [11], en contraste con
muchas familias de transposones que son los
componentes principales de la heterocromatina. Este
aspecto fue observado también en las inserciones de
los IDLEs en Antirrhinum que estaban intercaladas
en zonas codificantes y no se encontraban en los
centrémeros ni en los telomeros [9].

El objetivo de éste trabajo es el de probar 41
marcadores moleculares desarrollados para A. majus
como marcadores Utiles para una poblacion
segregante entre A. majus (165E) y la especie
silvestre A. linkianum.

2. Materiales y Métodos
2.1. Material vegetal

Utilizamos material vegetal de ambos parentales: A.
majus (165E) y A. linkianum.

2.2. Extraccion de ADN

El ADN se extrajo de hojas jovenes, utilizando el kit
de Macherey-Nagel, “NucleoSpin® Plant 11”7, vy
siguiendo el protocolo establecido. Utilizamos 100
mg de hojas jovenes homogeneizadas con N liquido.

2.3. PCR

Debido a que usamos muchos marcadores distintos,
las condiciones de la “polymerase chain reaction”
(PCR) se modificaron en funcién de la necesidad.
Algunos productos de PCR tuvieron que ser
digeridos. Las condiciones de las PCRs y las
digestiones se hicieron de acuerdo con [9].

2.4. Analisis en gel

La electroforesis para aislar los fragmentos de ADN
se realizé utilizando geles de agarosa con distintos
porcentajes de agarosa, dependiendo del tamafio de
los fragmentos de PCR, preparados tal y como indica
[12].

2.5. Marcadores usados para el mapeo

Los marcadores utilizados fueron una mezcla de
MITEs, AFLPs (amplified fragment length
polymorphism) y zonas codificantes de proteinas:
ESTs (expressed sequence tag) y CAPS (cleaved
amplified polymorphic sequence). Previamente
publicados por [9]. Los cebadores utilizados
correspondian con 6 loci en el cromosoma 1, 5 en cr.
2,5encr.3,5encr.4,6encr.5,5encr.6,3encr. 7
y6encr. 8.

3. Resultados y Discusion

Para verificar si los marcadores moleculares
desarrollados en A. majus podian ser Gtiles para A.
linkianum, comprobamos la presencia-ausencia de los
marcadores desarrollados en los estudios anteriores
[9]. Analizamos en paralelo A. majus (165E) y A.
linkianum.

El resultado que obtuvimos fue que 23 de los 41
marcadores usados resultaron ser dtiles, ya que

permitieron la identificacion directa de diferencias
entre A. majus (165E) y A. linkianum (Tabla 1). En el
caso de emplearse estos cebadores con la progenie de
este cruce, podremos identificar facilmente Ia
procedencia del fragmento de ADN amplificado. Los
marcadores MITEs han resultado ser una buena
herramienta ya que suelen amplificar bien y estan
distribuidos a lo largo de todo el genoma. Esta
identificacion se obtiene mediante presencia-ausencia
0 mediante diferencias de tamafio de los productos de
PCR (Fig. 1).
Tabla 1. Listado de los marcadores Utiles para identificar A.

linkianum vs. A. majus en geles de agarosa. X*=distintos tamafos;

X=presencia; Celdas vacias=ausencia; Digest.=digestion (enzima);
Cr.=cromosoma.

MARCADOR | TIPO | Cr. | A. majus ﬁﬁk. E,)ir?e“
MITEL 88i24 | MITE | 1 X
MITEL 01p23 | MITE | 1 X* X*

018 510 p15 | EST | 1 X* X*

018 503 k18 | EST | 1 X* X* | Msel
STY-L GEN | 2 X* X* | Hinf
018 112¢18 | EST | 2 X | Mset
g/llTEl_G?ml wiTE | 3 r

75167 EST | 3 X* X* | Hinf
75168 EST | 3 X* x* | cfr31
MITEL 2 MITE | 4 X
MITEL 67i01 | MITE | 4 X* X*
gtg/MlTEl- GEN | 4 <
MITEL 06n14 | MITE | 5 X* X*
SeussL3B GEN | 5 X* X* | Hae3
Q%TEl_SiGW ViTE | 6 "
MITEL 83d24 | MITE | 6 X

018 2 04 mo9 | EST | 6 X* X* | Hinf
MITEL 51g09 | MITE | 7 X

MITEL 8_2 MITE | 7 X
SeussL1 GEN 7 X* xX* Hinf
MITEL 94b13 | MITE | 8 X* X*
018 2 09 k03 | EST | 8 X* Msel
7576 EST | 8 X* X* | Nde
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Fig. 1. Fotografias de geles de agarosa con marcadores co-
dominantes a) Polimorfismo visible directamente: MITE1_67i01;
b) Polimorfismo tras digestion: ZS167.

Un total de 10 marcadores funcionaron en uno de los
parentales (presencia) y no funcioné en el otro
(ausencia). Ademas, 13 de los 41 marcadores
utilizados resultaron co-dominantes en ambos
parentales y mostraron diferencias de tamafio
(polimorfismos) entre A. majus (165E) y A.
linkianum.

Algunos de los marcadores desarrollados en el
segundo mapa molecular de A. majus son Utiles para
identificar loci de A. linkianum. Esto es una
herramienta Gtil aplicable a nuestra RIL. Un ejemplo
es que el trabajo desarrollado por [9] permitié
relacionar algunos mutantes con los marcadores,
indicando la zona del genoma dénde se encuentra la
mutacién. Ninguno de estos marcadores esta
contenido en la Tabla 1.

4. Conclusion

El nimero de marcadores utilizados proporciona un
mapeo de baja resolucion de A. linkianum. Este
primer acercamiento al mapa genético de nuestra RIL
(A. majus x A. linkianum) puede resultar (util, por
ejemplo, en futuros andlisis de QTLs (Quantitative
Trait Locus).
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