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TRABAJO DE GRADUACION

DESARROLLO DE UN MARCADOR MOLECULAR, BASADO EN LAT ECNICA DE
REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA, PARA LA DETECC ION DEL GEN
I-3 DE RESISTENCIA A LA MARCHITEZ VASCULAR EN EL TOMAT E (Solanum
lycopersicum L.), CAUSADA POR Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici RAZA 3
Y SERVICIOS REALIZADOS EN EL LABORATORIO DE BIOTECN OLOGIA DE LA
FACULTAD DE AGRONOMIA, UNIVERSIDAD DE SAN CARLOS DE GUATEMALA

RESUMEN

El trabajo realizado para las investigaciones agricolas en aspectos de Biologia
Molecular en el Laboratorio de Biotecnologia de la Facultad de Agronomia es de gran
aporte a la solucién de problemas relacionados a esa rama de estudio, a nivel nacional.
Ademas, el Laboratorio lleva a cabo actividades de docencia, por lo cual se abrié un
espacio para la realizacion del Ejercicio Profesional Supervisado de Agronomia (EPSA) en
colaboracién con el proyecto de investigacion titulado "Evaluar la efectividad genética de

cinco genes de resistencia a Begomovirus en el tomate" (FODECYT 54-2007).

En el presente informe integrado se describen las actividades realizadas para el
diagndstico, la investigacion y los servicios prestados en el Laboratorio de Biotecnologia.
El diagndstico descrito en el primer capitulo permiti6 conocer con mas detalles los
antecedentes del proyecto FODECYT 54-2007, por medio de la revision de los objetivos y
resultados esperados, como de los resultados de proyectos anteriores relacionados al
proyecto FODECYT 54-2007 y de los cuales se obtuvieron las herramientas para iniciar la
investigacion dirigida a la evaluacion de los genes Ty-1, Ty-2, Ty-3, Ty-3a y Ty-4 de

resistencia a Begomovirus en el tomate.

El diagnéstico también sirvié para conocer las condiciones fisicas y administrativas
del Laboratorio de Biotecnologia. Con la participacion de los investigadores vinculados al

Laboratorio por medio de proyectos de investigacion, se determinaron las fortalezas y



oportunidades caracteristicas del Laboratorio al inicio del afio 2008. Por otro lado, la
determinacion de sus debilidades y amenazas concluyd en la identificacion de siete
problemas de mayor importancia, cuatro de los cuales se seleccionaron para proponer

servicios que aportaran a su solucion.

El segundo capitulo se ha dedicado a la presentacion de la investigacion realizada
durante el EPSA en el Laboratorio de Biotecnologia y en el laboratorio del Dr. Douglas P.
Maxwell, en el Departamento de Patologia Vegetal de la Universidad de Wisconsin-
Madison. La investigacion pretendia desarrollar marcadores moleculares tipo CAPS y
SCAR codominante para la deteccion de la introgresion del gen I-3 de resistencia a
marchitez vascular en el tomate (Solanum lycopersicum L.), causada por Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici raza 3. Los resultados fueron el desarrollo del marcador tipo
CAPS P7-43BF1/R1 y el marcador tipo SCAR codominante P7-43DF3/R1, siendo este
ultimo el marcador molecular recomendado para su aplicacibn en programas de

mejoramiento de tomate, con previa evaluacion en distintas condiciones y materiales.

En el capitulo tres se describen los servicios prestados al Laboratorio de
Biotecnologia, los cuales incluyen el apoyo para el ordenamiento y mantenimiento del
Laboratorio, por medio del cual se lograron establecer espacios especificos para
almacenamiento y uso de materiales y equipo del Laboratorio, como también la
elaboracion de un Manual de Mantenimiento del equipo y una compilacion de informacién
sobre cebadores que puedan aplicarse en diagnosticos fitopatologicos; el inicio de
actividades de divulgacion de las investigaciones realizadas por medio de la elaboracion y
presentacion de pésters cientificos; y finalmente, el apoyo técnico y administrativo al
proyecto FODECYT 54-2007, lo cual resulté en el avance de las actividades del proyecto,
dirigidas al andlisis molecular de plantas por medio de la técnica de reaccion en cadena de
la polimerasa y la ejecucion financiera del proyecto por medio del apoyo al manejo

administrativo del mismo.



CAPITULO |

DIAGNOSTICO DEL LABORATORIO DE BIOTECNOLOGIA DE LA FACULTAD DE
AGRONOMIA, UNIVERSIDAD DE SAN CARLOS DE GUATEMALA






1.1. PRESENTACION

El trabajo realizado para las investigaciones agricolas en aspectos de Biologia
Molecular en el Laboratorio de Biotecnologia de la Facultad de Agronomia, Universidad de
San Carlos de Guatemala es de gran aporte a la solucibn de problemas nacionales
relacionados a esa rama de estudio de la Agronomia. Tal es el caso de la investigacion
realizada a través del proyecto Evaluar la efectividad genética de cinco genes de
resistencia a Begomovirus en el tomate (FODECYT 54-2007), dentro del cual se trabajé en

colaboracién con otros investigadores.

El proyecto FODECYT 54-2007 esta financiado por el Consejo Nacional de Ciencia
y Tecnologia (CONCYT) y tiene como objetivo principal la evaluacion de la efectividad de
los genes Ty-1, Ty-2, Ty-3, Ty-3a y T-y4, asociados a la resistencia a Begomovirus en el
tomate para ser incorporados a lineas de mejoramiento, que pueden ser utilizadas para el

desarrollo de hibridos resistentes de tomate (Mejia et al., 2007).

Dado que el proyecto contempla el uso de marcadores moleculares para la
deteccion de los genes de resistencia a Begomovirus en el tomate, existe una relacion
estrecha con el Laboratorio de Biotecnologia de la Facultad de Agronomia. Por esta
razon, el presente diagndstico fue elaborado siguiendo dos modalidades. La primera fue
la revision de los antecedentes y objetivos del proyecto FODECYT 54-2007. La segunda
modalidad fue la elaboracién de un analisis FODA del Laboratorio de Biotecnologia,
contando con la participacion de seis miembros de los equipos de trabajo de los distintos

proyectos de investigacion realizados en el Laboratorio.



1.2. MARCO REFERENCIAL

El proyecto FODECYT 54-2007 contempla un periodo de ejecucién de dos afios,
iniciando en enero de 2008 y finalizando en diciembre de 2009. El trabajo relacionado al
cargo de Auxiliar de Investigacion en el proyecto FODECYT 54-2007 fue realizado en el
Laboratorio de Biotecnologia. Este pertenece a la Subarea de Manejo y Mejoramiento de
Plantas, Area Tecnoldgica de la Facultad de Agronomia, Universidad de San Carlos de

Guatemala, Ciudad Universitaria, zona 12, Ciudad de Guatemala.

El Laboratorio se dedica a la investigacion y docencia en la rama de Biologia
Molecular. Las investigaciones realizadas por el equipo de trabajo del Laboratorio de
Biotecnologia estan orientadas a resolver problemas del sector agricola utilizando técnicas

de Biologia Molecular e Ingenieria Genética.



1.3.

1.3.1.

1.3.2.

OBJETIVOS

Objetivos Generales

Describir los antecedentes del proyecto FODECYT 54-2007, relacionado a la
evaluacion de la efectividad genética de cinco genes de resistencia a Begomovirus

en el tomate.
Identificar y priorizar los principales problemas existentes en el Laboratorio de

Biotecnologia de la Facultad de Agronomia, Universidad de San Carlos de
Guatemala.

Obijetivos especificos

Analizar participativamente las fortalezas, debilidades, oportunidades y amenazas

del Laboratorio de Biotecnologia de la Facultad de Agronomia.

Identificar y priorizar los principales problemas encontrados a partir del analisis

FODA y proponer alternativas para su solucion.



1.4. METODOLOGIA

1.4.1. Descripcion de antecedentes del proyecto FOD  ECYT 54-2007

Se realiz6 una revision de los antecedentes del proyecto FODECYT 54-2007,
titulado "Evaluar la efectividad genética de cinco genes de resistencia a Begomovirus en el
tomate"”, tomando en cuenta los objetivos y resultados esperados, asi como los resultados
obtenidos, las conclusiones y las recomendaciones de proyectos anteriores, directamente
relacionados al proyecto FODECYT 54-2007.

1.4.2. Andlisis FODA del Laboratorio de Biotecnolog ia

Se realizé un andlisis de las fortalezas, oportunidades, debilidades y amenazas del
Laboratorio de Biotecnologia de la Facultad de Agronomia. La metodologia del analisis
consistio en los siguiente: 1) Integracion del equipo de trabajo, 2) Sesion de trabajo
(entrevista), 3) Elaboracion de lista plana FODA, 4) Seleccion y analisis de problemas, 5)
Ordenamiento de problemas, 6) Evaluacion de los problemas, 7) Seleccién ponderada de

los problemas, y 8) Alternativas estratégicas (Pérez, 2005).

A. Integracion del equipo de trabajo

El equipo de trabajo fue conformado por los investigadores que trabajan en el
Laboratorio de Biotecnologia (Cuadro 1-1) y estan vinculados a los distintos proyectos de
investigacion que se llevan a cabo en la Facultad de Agronomia.



Cuadro 1-1. Equipo de trabajo para la realizacién del analisis FODA, personal relacionado con proyectos de

investigacion en Biologia Molecular, realizados en el Laboratorio de Biotecnologia, FAUSAC.

Nombre del participante Cargo en Proyecto
Ana Cristina Barillas Palma (Moderadora) Auxiliar de Investigacion
Dr. Luis Mejia De Le6n Investigador Principal (FODECYT 54-2007)
M. Sc. Amilcar Sanchez Investigador Principal/Adjunto
Ing. Agr. Brenda Garcia Investigadora Adjunta
Ing. Agr. Rudy Teni Investigador Adjunto (FODECYT 54-2007)
Ing. Agr. Julio Berduo Investigador Adjunto
Licda. Isabel Gaitan Investigadora Adjunta
B. Sesion de trabajo (entrevista)

La discusion de los aspectos relacionados con el trabajo realizado en el Laboratorio
y con los proyecto se llevé a cabo por medio de una sesion de trabajo, utilizando una
boleta como guia de discusion (Figura 1-1A). Se llevaron a cabo tres sesiones de trabajo,
con tres participantes en cada sesion.

C. Elaboracion de lista plana FODA

Los resultados obtenidos en la sesion se sintetizaron en una lista plana de
fortalezas, oportunidades, debilidades y amenazas.

D. Seleccion y andlisis de los problemas

Durante la sesion de trabajo realizada, se les solicitd a los participantes que
identificaran los que consideraban los principales problemas. Ademas, se discutieron
posibles soluciones para estos problemas.
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E. Ordenamiento, evaluacion y priorizacion de probl  emas

Luego de seleccionar los principales problemas, se solicitd a los participantes que
ordenaran numeéricamente los problemas en orden de importancia, calificando con 1 al
mas importante, con 2 al segundo mas importante y asi sucesivamente. Se sumaron los
valores asignados a cada problema, y posteriormente, se priorizaron los problemas
encontrados, para lo cual se colocaron los problemas en orden de menor a mayor segun el

valor de la suma obtenida anteriormente (Pérez, 2005).

F. Alternativas estratégicas

Para determinar las alternativas estratégicas para la solucion de los problemas
encontrados, se utilizo la matriz FODA (Figura 1-2A). Se tomaron en cuenta las
soluciones planteadas durante la seleccion y analisis de problemas y se describieron de

forma general las alternativas (Instituto Politécnico Nacional, 2002).
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1.5. RESULTADOS

1.5.1. Sintesis de resultados, conclusiones y recom  endaciones de proyectos

anteriores relacionados al proyecto FODECYT 54-2007

En el Cuadro 1-2 se describen brevemente los principales resultados vy
conclusiones, y las recomendaciones de cuatro proyectos ejecutados anteriormente y que
estan directamente relacionados con el proyecto FODECYT 54-2007. Se not6é que los
proyectos se relacionan entre si, habiendo seguimiento de actividades anteriores y
cumplimiento de recomendaciones, comenzando con la evaluacion fenotipica de
materiales resistentes a geminivirus, utilizando técnicas moleculares para la deteccion de
ADN de virus en plantas, hasta el desarrollo de lineas resistentes evaluadas y
seleccionadas por su fenotipo y por su genotipo, por medio del uso aplicado de

marcadores moleculares para la deteccion de genes de resistencia.

Cuadro 1-2. Resultados, conclusiones y recomendaciones de proyectos de investigacion antecedentes al

proyecto FODECYT 54-2007.

Titulo del Proyecto

Sintesis de Resultados y Conclu  siones

Recomendaciones

PROYECTO
FODECYT NO. 48"

Evaluacion de
genotipos de tomate
(Lycopersicon
esculentum Mill.) para
la resistencia a virus
géminis-transmitidos
por mosca blanca y su
deteccion por PCR

* Los costos de produccion y presencia
de plagas en la produccién de tomate en la
Unidad de Riego Sansirisay aumentan con
el tiempo y los rendimientos disminuyen.

* Una de las principales plagas es la
mosca blanca, pero se desconoce la
relacion vector-patdgeno que ésta tiene
con los geminivirus.

* Los agricultores mostraron interés en

aceptar soluciones técnicas a sus
problemas, pero exigen coordinacién y
credibilidad.

* Se encontraron materiales tolerantes a
los virus y se seleccionaron plantas por su
alta resistencia y por su alto rendimiento.

e Los andlisis por PCR mostraron que
todas las plantas permitieron la replicacién
viral, aln cuando eran asintomaticas.

* Introducir estrategias diferentes
a la veda temporal de hospederos
al area, informar sobre el ciclo de
infeccion por mosca blanca vy
mantener una presencia prolongada
en la Unidad de Riego Sansirisay
para obtener credibilidad por parte
de los agricultores.

* Probar hibridos comerciales
resistentes y de buena calidad, de
manera constante para recomendar
su adopcién en la produccion.

e Utilizar cebadores especificos
para cada virus presente en el area
de prueba.

e Implementar otros métodos de
diagnostico molecular, mas
especificos y econémicos, en apoyo
al programa de mejoramiento
genético.

! Tomado de Mejia et al., 2001.
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PROYECTO
FODECYT 83-99*

Mejoramiento genético
del tomate para
resistencia a virus
géminis transmitidos
por mosca blanca y su
deteccion por
hibridacion de acidos

e El uso de bioplaguicidas a base de
Verticillum lecanii es una buena alternativa
para el control de mosca blanca.

e Las lineas resistentes, anteriormente
seleccionadas en la Unidad de Riego
Sansirisay mantuvieron su resistencia y
superaron al testigo en rendimiento.

e Las lineas FAVI tuvieron frutos de
mayor peso y firmeza, y el hibrido F6 X
HC-7880 present6 frutos de calidad
aceptable para el mercado local y su
rendimiento fue superior al control sin

* Continuar con la evaluacién de
genotipos y la seleccion de plantas
resistentes hasta obtener lineas
resistentes.

e Tratar de implementar un
programa de manejo integrado
(MIP) para el control de mosca
blanca que incluya aspectos de
control cultural, quimico, biolégico y
genético.

e Utilizar
especificos

cebadores y sondas
para cada virus

nucleicos proteccion quimica. presente en el area para vigilar su

* En el Laboratorio de Biotecnologia | presenciay frecuencia relativa.
Vegetal (FAUSAC) se cuenta con |+ Usarel método de hibridacion de
cebadores y sondas especificos para la | acidos nucleicos como método de
deteccion de siete geminivirus y cualquier | diagnéstico molecular, en lugar de
Begomovirus del tomate del Hemisferio | PCR.
Occidental y para Begomovirus del | ¢ Determinar la concentracion de
Hemisferio Oriental. ADN viral en las plantas para
* La determinacion de la concentracion de | utilizarse como criterio de seleccion
ADN viral en las plantas es mas confiable | complementario a la evaluacion
gue la sola evaluacion visual de sintomas. visual.
* La hibridacion molecular es altamente | * Realizar estudios para
sensible y es un método apto para la | determinar la base genética de la
deteccién de geminivirus en plantas. resistencia observada y reunir los
* Laresistencia genética a los geminivirus | genes de resistencia en un mismo
es una alternativa con buenas posibilidades | genotipo.
de aplicacion para la produccion sostenible
de tomate.
¢ Las lineas con resistencia derivada de | « Continuar la seleccién de plantas

PROYECTO L. hirsutum y L. chilense presentaron | hasta obtener lineas que incorporen

FODECYT 11-00?

Resistencia genética
para la produccion
sostenible del tomate:
produccién de hibridos
tolerantes a virosis
transmitida por mosca
blanca y su evaluacion
agrondmica y
molecular

menores sintomas de infeccion
L. pimpinellifolium y L. peruvianum.

* Los hibridos entre lineas resistentes y
lineas susceptibles mostraron resistencia a
geminivirus, lo cual indica que la
resistencia es al menos parcialmente
dominante y los sistemas genéticos de
resistencia son complementarios.

* Los hibridos entre lineas resistentes
tuvieron mayor resistencia y rendimiento,
aunque los hibridos entre lineas resistentes
y lineas susceptibles tuvieron alto
rendimiento pero no la calidad que exige el
mercado local.

* Hubo correlacién directa entre la
presencia de sintomas y el rendimiento, asi
como entre la presencia de sintomas y la
concentracion de ADN viral.

* Se encontrd que la introgresion de L.
hirsutum no se encuentra en la misma
regién que el gen de resistencia Ty-1.

que

caracteristicas requeridas por
productores y mercados locales.
* Realizar cruces entre las

mejores lineas resistentes con las
lineas de frutos firmes para formar
nuevos hibridos que puedan
transferirse a los productores de
inmediato.

* Mantener la vigilancia estricta
sobre la introduccién de TYLCV al
territorio nacional y sus posibles
consecuencias.

e Utilizar el rendimiento y la
concentracion de ADN viral como
criterios de seleccién de plantas
resistentes.

* Mapear la introgresion de L.
hirsutum en el genoma del tomate.

! Tomado de Mejia et al., 2001.
2 Tomado de Mejfa et al., 2003.
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PROYECTO
AGROCYT 002-2002*

Hibridos resistentes a

virosis transmitida por

mosca blanca y a otros
patdégenos de

importancia econémica

para la produccion

sostenible de tomate

en Guatemala

e Se generaron aproximadamente 50
lineas con alta resistencia a virosis
transmitida por mosca blanca, con frutos de
diferente forma y alta firmeza.

* Se produjeron aproximadamente 350
hibridos XA y se seleccionaron seis hibridos
XC, dos de los cuales se producen en
cantidades comerciales y se evallan en
diferentes localidades.

* La deteccibn de SNPs e indeles ha
permitido demostrar que la resistencia en las
lineas Gh no estd asociada con la
introgresion de los genes Ty-1 (cromosoma
6) y Ty-2 (cromosoma 11).

* Continuar desarrollando lineas
progenitoras para introducir la
resistencia a virosis en genotipos
de alta calidad.

e Continuar la evaluacion de
hibridos XA.
e Utilizar marcadores

moleculares ligados a genes de
resistencia hasta determinar el
genotipo de las principales lineas
e hibridos XC.

* Realizar inoculaciones para
verificar la resistencia a los
principales patégenos del tomate.

* El desarrollo y aplicacién de marcadores | * Continuar la busqueda de
moleculares permitié6 determinar el genotipo | ligamiento a los genes de
de varias lineas progenitoras de hibridos. resistencia  derivados de L.

hirsutum en lineas de

mejoramiento.

1.5.2. Proyecto FODECYT 54-2007

El proyecto FODECYT 54-2007, titulado "Evaluar la efectividad genética de cinco
genes de resistencia a Begomovirus en el tomate" esté financiado por el Consejo Nacional
de Ciencia y Tecnologia (CONCYT) a través del Fondo Nacional de Ciencia y Tecnologia
(FONACYT), que a su vez esta a cargo de la Secretaria Nacional de Ciencia y Tecnologia
(SENACYT) (CONCYT, 2009).

El CONCYT es la mas alta autoridad en el pais, en la direccion y coordinacion del
desarrollo cientifico y tecnoldgico nacional. Cuenta con una Comision Consultiva,
integrada por nueve miembros, creada mediante el Decreto 63-91 del Congreso de la
Republica, "Promocién del Desarrollo Cientifico y Tecnolégico Nacional". La Comision
Consultiva tiene la funcion de asesorar y apoyar la accion del CONCYT en las funciones
enmarcadas en la Ley, asi como colaborar con la SENACYT para el buen desarrollo de

sus funciones (CONCYT, 2009).

! Tomado de Mejia et al., 2006.
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La SENACYT es responsable de apoyar y ejecutar las decisiones que emanen del
CONCYT y de dar seguimiento a sus respectivas acciones, a traveés de la utilizacion
eficiente de los recursos del FONACYT. Ademas, constituye un vinculo entre las
instituciones que integran el Sistema Nacional de Ciencia y Tecnologia y el CONCYT
(CONCYT, 2009).

El FONACYT es el mecanismo financiero que le permite al CONCYT obtener
recursos para dirigir, coordinar y financiar en forma eficaz el desarrollo cientifico y
tecnologico nacional. El FONACYT tiene varias lineas de financiamiento, entre ellas el
Fondo para el Desarrollo Cientifico y Tecnolégico (FODECYT) (CONCYT, 2009a).

A. Antecedentes del proyecto FODECYT 54-2007

Se conoce que los Begomovirus, transmitidos por la mosca blanca, Bemisia tabaci,
han sido la principal causa de importantes pérdidas en la produccion de tomate. Una
practica de manejo que podria ser efectiva en la reduccion de las pérdidas es el desarrollo
de hibridos de tomate resistentes a Begomovirus y que ofrezcan una calidad horticola
aceptable. Hasta hace poco tiempo no existia un hibrido comercial de este tipo, pero en el
afno 2007, Semillas Tropicales, S.A., una nueva empresa de semillas localizada en Antigua
Guatemala, introdujo varios hibridos con niveles moderados a altos de resistencia a
Begomovirus. Estos hibridos fueron desarrollados a partir de lineas desarrolladas por el
Dr. Luis Mejia (Universidad de San Carlos de Guatemala, Facultad de Agronomia) y otros
colegas internacionales de la Universidad Hebrea de Jerusalén (HUJ) y la Universidad de
Wisconsin-Madison.  Ademaés, la colaboracion del Dr. Douglas P. Maxwell de la
Universidad de Wisconsin-Madison con cientificos de la Universidad de San Carlos de
Guatemala, la Universidad de Florida (UFL), la Universidad Hebrea de Jerusalén (HUJ) y
el Centro Asiatico para la Investigacion y el Desarrollo de Hortalizas (AVRDC) ha permitido
gue se desarrollaran métodos moleculares para la deteccion de los genes Ty-1, Ty-2,
Ty-3, Ty-3a y Ty-4 de resistencia a Begomovirus, los cuales estan disponibles para su
utilizaciéon en la Universidad de San Carlos de Guatemala. Estos métodos son

importantes para caracterizar los principales genes asociados a la resistencia en el
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germoplasma desarrollado en la Universidad de San Carlos y para cumplir con los
objetivos del proyecto FODECYT 54-2007.

B. Objetivos del proyecto FODECYT 54-2007

i. Objetivo general

Evaluar la efectividad genética de cinco genes de resistencia a Begomovirus en el

tomate.

ii. Objetivos especificos

Separar los genes acoplados Ty-3ay Ty-4.

Sobreponer los genes Ty-1, Ty-2, Ty-3 (0o Ty-3a) y Ty-4, en una misma linea
homocigotica.

Evaluar el nivel de resistencia a Begomovirus en lineas portadoras de los genes
Ty-1, Ty-2, Ty-3 (0 Ty-3a) y Ty-4 con relacion a lineas portadoras de so6lo uno de los

cuatro genes y lineas sin alguno de los genes.

C. Resultados esperados en el proyecto FODECYT 54-0 7

La realizacion de cruces entre lineas portadoras de diferentes genes de resistencia
y la utilizacion de marcadores moleculares ligados a los diferentes genes de resistencia,
permitiran el desarrollo y la identificacion de plantas portadoras de las distintas
combinaciones de genes, en poblaciones segregantes (F2). Los resultados obtenidos por

medio de la posterior evaluacion de campo de la generacion F3 de estas lineas, bajo
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fuerte presion viral, determinaran la efectividad de cada uno de los genes en forma

separada y su efecto en forma conjunta (Mejia et al., 2007).

1.5.3. Andlisis FODA del Laboratorio de Biotecnolog

A. Lista plana FODA

La lista de componentes del andlisis discutidos en las tres sesiones de trabajo, se

presentan en el Cuadro 1-3.

Cuadro 1-3. Lista plana FODA del Laboratorio de Biotecnologia de la Facultad de Agronomia, USAC

(marzo 2008).

FORTALEZAS

DEBILIDADES

-Se han desarrollado lineas e hibridos de tomate
resistentes a enfermedades causadas por
geminivirus y Ralstonia solanacearum.
-Se comercializan cuatro hibridos
geminivirus: Llanero, San Miguel,
Romelia.

-Se han desarrollado marcadores moleculares para
la deteccion de distintos genes de resistencia en
tomate.

-Se han estandarizado técnicas que antes se
desconocian.

-El laboratorio cuenta con equipo moderno y
funcional.

-El equipo de investigadores tiene varios afios de
trabajar juntos, tienen buena comunicacién, voluntad
de trabajo, disciplina y responsabilidad.

-Algunos investigadores tienen mucha experiencia y
conocimiento en mejoramiento genético de plantas.
-El laboratorio tiene el apoyo financiero de la DIGI, el
CONCYT, la Cooperacion Espafiola y USAID.

-Se mantienen relaciones de trabajo con el A, la
Universidad de Wisconsin-Madison, la Universidad
de Florida, la Universidad Hebrea de Jesrusalén, la
Universidad Politécnica de Valencia, AVRCD de
Taiwan; y las empresas Pilones de Antigua y
Semillas Tropicales, S.A.

-El laboratorio es el centro de practicas de los cursos
de Biotecnologia, Introduccion a la Ingenieria

resistentes a
Rio Blanco y

-Los hibridos comerciales adn no satisfacen
las necesidades de calidad de fruto que exige
el mercado.

-El programa de mejoramiento genético de
tomate ha sido siempre subsidiado por
USAID, el CONCYT y ahora por la DIGI.

-El equipo de trabajo estd4 formado, en su
mayoria, por personas con poca formacion en
Biologia molecular y Fitopatologia.  Esta
desactualizado.

-El laboratorio estd desordenado y sin
mantenimiento.

-Son necesarios recursos como: algunos
reactivos y materiales, un invernadero propio
en buenas condiciones, espacio para oficinas.
-Existe equipo nuevo sin utilizarse.

-Existe equipo deteriorado sin arreglar.
-Existe equipo inventariado que no es util que
no puede sacarse del laboratorio.

-Hay poca participacion de otros profesores o
personas interesadas en proyectos de
investigacion relacionados con el trabajo del
laboratorio.

-El equipo de trabajo es pequefio.

-Las propuestas de investigacion son pocas.

ia de la Facultad de Agronomia




Genética y Genética, impartidos en la Facultad de
Agronomia, y apoya a la docencia en distintas
unidades académicas.

-Se cuenta con una coleccion de Calahuala, la cual
contiene aproximadamente 200 muestras de tres
especies de Calahuala presentes en Guatemala.

-El laboratorio cuenta con lo necesario para trabajar:
agua, luz, computadora, impresora, Internet, espacio
suficiente, materiales, reactivos, equipo funcional.

-El laboratorio tiene un coordinador asignado por la
Facultad de Agronomia para apoyar las actividades
de investigacion realizadas.

OPORTUNIDADES

AMENAZAS

-Desarrollo de hibridos comerciales con resistencia a
geminivirus y marchitez bacteriana, con frutos de alta
calidad que satisfagan las necesidades del mercado
nacional.

-Expansién del mercado de los hibridos comerciales
producidos, a Centroamérica, México, paises
asiaticos, entre otros.

-Prestacion de servicios por parte del laboratorio, en
el diagnéstico fitopatolégico y con marcadores
moleculares y/o caracterizacion de lineas.
-Presentaciéon de proyectos de investigacion a
instituciones nacionales y extranjeras para obtener
financiamiento y apoyo técnico.

-Finalizacién de los financiamientos obtenidos
a través de los proyectos de investigacion.
-La compra de parte o la totalidad GenTropic
Seeds (Semillas Tropicales, S.A.) por otra
empresa mas grande.

-Ausencia del coordinador del Laboratorio de
Biotecnologia por motivos de trabajo o
estudio.

-Asignacion del puesto de coordinador del
laboratorio a una persona poco calificada en
el tema de Biologia Molecular.

-Interrupcion de actividades normales por
cierre de edificios por motivo de
manifestaciones.

-Retraso de pagos por
instituciones financiantes.

parte de las
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Se observa que las algunas de las prioridades del Laboratorio son distintas a las del

programa de mejoramiento de tomate (en el cual se incluye el proyecto FODECYT

54-2007). Sin embargo, a través del programa y los proyectos relacionados se realizan

muchas de las actividades del

Laboratorio.

Una preocupacion comun para los

investigadores del Laboratorio y del proyecto es la duracién del financiamiento y la

sostenibilidad del Laboratorio en el futuro.

Se enumeran 13 fortalezas y cuatro oportunidades que pueden servir para trabajar

sobre las debilidades del Laboratorio y disminuir las amenazas.
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B. Seleccion, ordenamiento, evaluacion y priorizaci  6n de problemas

En las sesiones de trabajo se identificaron siete problemas, a los cuales se les
asigné un numero para ordenarlos segun su importancia, calificando con el 1 al mas
importante, con el 2 al siguiente y asi sucesivamente. Luego, se realizd la sumatoria de
valores asignados a cada problema. De acuerdo con esta evaluacion, se ordenaron de

menor a mayor segun el total obtenido, como se observa en el Cuadro 1-4.

Cuadro 1-4. Priorizacién de los principales problemas identificados en el Laboratorio de Biotecnologia de la
Facultad de Agronomia, USAC (marzo 2008).

INTEGRANTE DEL EQUIPO NO.
PROBLEMA 1(2|3|4|5]|6 Total
1. Interrupcién de actividades normales ofoj1j1|101]0 2
2. Mejoramiento de hibridos 3(3/]0|]0|0]O0 6
3. Financiamiento del laboratorio 212|010 ]1 |1 6
4. Capacitacion del personal 1|11|12|2|0/|O0 6
5. Programa de docencia 4141010 0]0O0 8
6. Mantenimiento del laboratorio 0|0|3[|3]|]2]|2 10
7. Orden del laboratorio 0|0|4|4]3]|3 14

Se encontré que el principal problema del Laboratorio es la interrupcion de las
actividades normales por motivo de manifestaciones en la Universidad. Se considera que
este problema es institucional y que su solucién debe encontrarse y negociarse a nivel de
autoridades y representaciones de la Academia, el cuerpo administrativo y el cuerpo
estudiantil.

Los siguientes tres problemas tuvieron el mismo punteo. Estos son: a) el
mejoramiento de hibridos, b) el financiamiento del Laboratorio y c) la capacitacion del
personal. El primero es un problema en el programa de mejoramiento genético de tomate
y su solucién radica en encontrar un hibrido que reuna las caracteristicas de calidad de
planta y de fruto para su mayor aceptacion en el mercado. Se considera que esto

permitiria tener oportunidades de expansion del mercado a nivel internacional.
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El problema de financiamiento del Laboratorio es amplio y abarca desde el atraso
en pagos de incentivos hasta el riesgo de no contar con financiamiento para la
investigacion en el futuro. Se realizaron observaciones para su solucién, las cuales se
describen en la matriz FODA (Cuadro 1-5).

La capacitacion del personal también es un tema amplio, debido a que contempla la
capacitacion de otras personas en las técnicas y métodos utilizados en el Laboratorio, la
realizacion de estudios de post-grado en materias relacionadas con Biologia Molecular y la

actualizacion interna y fortalecimiento de los conocimientos del equipo de investigadores.

En cuanto al programa de docencia, durante las sesiones de trabajo se menciono la
necesidad de cambiar el modelo de docencia actual para involucrar a los estudiantes en

las actividades realizadas en el Laboratorio como aporte a su formacion profesional.

Por ultimo, el mantenimiento y orden del laboratorio son importantes, ya que de no
realizarse se produce un estancamiento de las actividades del Laboratorio, un ambiente de
trabajo no agradable, la interrupcion de algunos procedimientos por fallas en el equipo y el
deterioro de los materiales y el equipo.

C. Alternativas estratégicas para la solucion de pr  oblemas

Se identificaron alternativas estratégicas generales para la solucion de problemas,
por medio de relacionar distintos componentes del analisis FODA en una matriz (Instituto
Politécnico Nacional, 2002). El enfoque de esta matriz se concentr6 en cuatro

combinaciones de factores:

Fortalezas-Oportunidades (maximizar las fortalezas y las oportunidades)
Fortalezas-Amenazas (maximizar las fortalezas y minimizar las amenazas)

3. Debilidades-Oportunidades (minimizar las debilidades y maximizar las
oportunidades)

4. Debilidades-Amenazas (minimizar las debilidades y las amenazas)
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Los resultados del andlisis de las interacciones entre los componentes, las

alternativas de solucién, se muestran en el Cuadro 1-5.

Cuadro 1-5. Matriz FODA de alternativas estratégicas para la solucion de los problemas identificados en el

Laboratorio de Biotecnologia de la Facultad de Agronomia, USAC.

Factores
—lnternos_ FORTALEZAS DEBILIDADES
Factores
Externos
FO (Maxi-Maxi) DO (Mini-Maxi)
Desarrollar hibridos comerciales con Desarrollar hibridos resistentes y
resistencia a  geminivirus y comerciales para satisfacer las
marchitez bacteriana, con frutos de necesidades de mercados locales y
alta calidad, para satisfacer las externos.
necesidades de mercados locales y Desarrollar propuestas de
externos, aprovechando que ya se proyectos de investigacion en base
cuenta con lineas resistentes e a lo logrado para obtener
hibridos comerciales. financiamiento y apoyo técnico de
Desarrollar hibridos comerciales con distintas instituciones nacionales y
resistencia a geminivirus y extranjeras.
marchitez bacteriana, con frutos de Fortalecer los conocimientos y
o alta calidad, utilizando los formacién académica de los
P marcadores moleculares ya miembros del equipo de trabajo
o desarrollados y aprovechando que para el beneficio del programa de
R se ha logrado estandarizar técnicas mejoramiento genético de tomate,
T y Se cuenta con equipo moderno. el desarrollo de nuevas propuestas
U Presentar propuestas de proyectos de trabajo y la prestacion de
N de investigacion en el tema de servicios por parte del Laboratorio.
| desarrollo de lineas e hibridos Mantener el orden y la limpieza del
D resistentes a enfermedades, laboratorio  para  facilitar la
A considerando la experiencia prestacion de servicios.
D adquirida de los miembros del Coordinar y gestionar el
E equipo de investigadores y del mantenimiento del equipo con el
S apoyo financiero  brindado por que cuenta el Laboratorio para
instituciones como el CONCYT, la facilitar la prestacion de servicios.
DIGI y la Cooperacion Espafiola. Promover la participacion de
Realizar una  propuesta de profesores y otras personas
prestacion de servicios, interesadas en el trabajo realizado
aprovechando los recursos con los en el Laboratorio e involucrarlos
que cuenta el laboratorio y su para beneficiar la prestacion de
capacidad adquirida de realizar este servicios y el desarrollo de nuevos
trabajo. proyectos de investigacion.
Proponer nuevos proyectos de
investigacion, buscando aumentar
las capacidades del Laboratorio y
fortalecer el programa de
mejoramiento genético de tomate,
asi como para obtener nuevos
financiamientos.




W>>N>»ZmMI >

FA (Maxi-Mini)

Continuar desarrollando lineas e
hibridos resistentes y comerciales
para beneficio de agricultores, a
través de Semillas Tropicales, S.A.
y asi fortalecer su oferta.

Desarrollar ~ nuevos materiales
genéticos y marcadores
moleculares, ganando prestigio en
investigacion y buscando nuevas
oportunidades de financiamiento.
Mantener el puesto de coordinador
del Laboratorio para un profesional
capacitado en materia de Biologia
Molecular y Fitopatologia, para que
haya un buen manejo de los
recursos y se fortalezca el programa
académico.

Fortalecer las relaciones con
instituciones de investigacién para
obtener financiamiento y continuar
el desarrollo de la investigacion en
el Laboratorio.

DA (Mini-Mini )

Desarrollar hibridos resistentes y
comerciales para la venta.
Desarrollar nuevos hibridos
comerciales para probar el aporte
de la investigacion al desarrollo del
pais, como también para mantener
el financiamiento ofrecido por
distintas instituciones de
investigacion.

Fortalecer los conocimientos vy
formacion académica de los
miembros del equipo de trabajo
para el beneficio y desarrollo del
Laboratorio.

Mantener el orden y la limpieza del
laboratorio para que las actividades
puedan realizarse sin problema.
Coordinar y gestionar el
mantenimiento del equipo con el
gue cuenta el Laboratorio.
Promover la participacion de
profesores 'y otras personas
interesadas en el trabajo realizado
en el Laboratorio para iniciar
nuevos proyectos.

Proponer nuevos proyectos de
investigacion, buscando aumentar
las capacidades del Laboratorio y
fortalecer el programa de
mejoramiento genético de tomate,
asi como para obtener nuevos
financiamientos.
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1.6.

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

En la descripcion de los resultados y conclusiones de proyectos ejecutados previo al
proyecto FODECYT 54-2007 se observo que existe seguimiento de las actividades
iniciadas desde 1998, asi como esfuerzos por desarrollar materiales resistentes a
geminivirus y que a la vez sean de buena calidad, segun las exigencias del mercado
local. De acuerdo a los objetivos del proyecto FODECYT 54-2007, se continuara con la
investigacion relacionada al desarrollo de lineas de mejoramiento de tomate que

contengan distintos genes de resistencia, evaluando su efectividad en el campo.

El analisis FODA, realizado para diagnosticar problemas en el Laboratorio de
Biotecnologia, abarc6 una gama amplia de aspectos administrativos, organizacionales,
cientificos y académicos. Esto permiti6 que la informacion generada fuera dirigida a

describir la situacion actual del Laboratorio de manera integral.

Se identificaron siete problemas principales, entre los cuales se encuentra la
interrupcion de actividades normales por motivo de manifestaciones en la Universidad,
la incertidumbre de contar con financiamiento para proyectos de investigacion, la
necesidad de capacitar a los miembros del equipo de investigacion y el mantenimiento
y orden del Laboratorio. Algunos de estos problemas pueden ser resueltos en el corto
plazo, pero algunos estan fuera del alcance de los miembros del Laboratorio y
representan amenazas. Sin embargo, las fortalezas del Laboratorio y las
oportunidades que se ven al alcance son de gran importancia para el desarrollo de
estrategias para solucionar los problemas y para el desarrollo del Laboratorio, por lo
que la realizacibn de actividades basadas en las alternativas de solucion son

recomendables.

Se recomienda que se continle con la investigacion relacionada al desarrollo de
materiales resistentes a geminivirus, debido a que se han obtenido resultados positivos
en cuanto a lineas de mejoramiento y algunos hibridos con buen rendimiento y buena

calidad, lo cual ha tenido un efecto positivo sobre la produccién de tomate en la region.
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CAPITULO I

DESARROLLO DE UN MARCADOR MOLECULAR, BASADO EN LA T ECNICA DE
REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA, PARA LA DETECC ION DEL GEN I-3
DE RESISTENCIA A LA MARCHITEZ VASCULAR EN EL TOMATE (Solanum
lycopersicum L.), CAUSADA POR Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici RAZA 3

DEVELOPMENT OF A PCR BASED MOLECULAR MARKER FOR THE DETECTION OF
THE 1-3 RESISTANCE GENE TO VASCULAR WILT OF TOMATO ( Solanum
lycopersicum L.), CAUSED BY Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici RACE 3
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GLOSARIO DE TERMINOS Y SIGLAS

Acido desoxirribonucleico (ADN): material del que estan compuestos los genes y lleva la
informacion genética (Gardner et al., 2000).

Cebador: pequefia secuencia de ADN, disefiada para alinearse a una secuencia de ADN
molde en los extremos de la region a ser amplificada por medio de la técnica de

la reaccion en cadena de la polimerasa (Nakhla, 2004).

Centimorgan (cM): medida de distancia en mapas genéticos que se basa en el nimero
promedio de eventos de entrecruzamiento que tienen lugar durante la meiosis;
un intervalo de 1 cM implica que solo una de cada 100 crométides recobradas
de la meiosis experimentara un evento de entrecruzamiento en ese intervalo
(Gardner et al., 2000).

Clon: una cepa de un organismo que lleva una secuencia de ADN particular (Gardner et
al., 2000).

Cromosoma: estructuras filamentosas en la que se asocia el material hereditario de las
células y los virus (Watson, 1978); cuerpo de nucleoproteina que se tifie de
modo intenso y se observa en las células durante la division. Cada cromosoma

lleva un arreglo lineal de genes (Gardner et al., 2000).

Enzima de restriccion: enzima que reconoce una secuencia corta especifica de ADN y
rompe la molécula en ese sitio (Gardner et al., 2000).

Exon: segmento eucaridtico que corresponde a la secuencia del producto de transcripcion
del ARN final (Gardner et al., 2000).

Fenotipo: la expresion visible de una caracteristica (Gardner et al., 2000); es el producto

del genotipo de un organismo y su interaccién con el medio (Watson, 1978).
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Gen: unidad de herencia (ADN) que se localiza en un lugar fijjo del cromosoma;
determinante hereditario de una funcion biologica precisa (Gardner et al., 2000).

Genotipo: constitucion genética de un organismo (Watson, 1978).
Heterocigoto: individuo que porta dos alelos distintos de un gen (Gardner et at., 2000).

Hibridacién: cruzamiento de especies, razas, variedades, etc. en plantas o animales;
proceso de formacion de hibridos por polinizacion cruzada de plantas o por

apareamiento en animales (Gardner et al., 2000).

Hibrido: descendiente de progenitores homocigotos, que difieren en uno 0 mas genes
(Gardner et al., 2000); individuo de generacion F1 cuya constitucion genética se
deriva de dos lineas que han sido cruzadas por métodos clasicos para transferir

genes de una variedad o especie a otra (Watson et al., 1986).

Homocigoto: individuo que porta dos unidades del mismo alelo de un gen (Gardner et al.,
2000).

Indel: insercién o delecion de uno o muchos pares de bases por otros en una secuencia de
ADN (Watson et al., 1986).

Introgresion: la incorporacion de genes de un conjunto de poblaciones diferenciadas a
otro; incorporacion de germoplasma de una especie en otra por medio de

retrocruzas de hibridos a las especies parentales (Reiseberg et al., 1993).

Intron: secuencia de bases del ADN interpuesta dentro de genes eucariéticos y que no
esta representada en el producto de transcripcion maduro del ARN porque es
eliminada por corte y empalme del producto de transcripcion primario del ARN
(Gardner et al., 2000).

Linea pura: conjunto de un individuos producidos por reproduccion sexual de un individuo

homocigoto para todos los caracteres (Cubero, 2003).
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Marcador codominante: marcador que detecta todos los alelos de un gen (Cafién, 2002).

Marcador molecular: secuencia de ADN identificada dentro del genoma de un organismo;
sefala el locus que controla una diferencia fenotipica 0 marca un locus proximo

gue controla algun caracter de interés (Guimardes et al., 2007; Nuez et al.,
2000).

Polimorfismo de un soélo nucleétido (SNP): polimorfismo producido por un cambio
nucleotidico unico (Cafon, 2002).
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2.1. INTRODUCCION

El cultivo de tomate (Solanum lycopersicum L.) es de gran importancia econdémica
en Guatemala, ya que es fuente de empleo y subsistencia, contribuyendo a una dieta mas
nutritiva. Ademas, tiene una alta demanda en el mercado nacional y, mas recientemente,
el mercado internacional. Sin embargo, enfermedades causadas por distintos patdgenos,
entre ellos el hongo Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, han provocado pérdidas
parciales y, en algunos casos, totales del volumen de produccion. Fusarium oxysporum f.
sp. lycopersici causa la marchitez vascular del tomate y se le considera de importancia
economica en Centroamérica y México. El uso excesivo de fungicidas para el manejo del
hongo ha producido su diversificacion y crecimiento poblacional en los suelos cultivables.

Esto también causa un considerable efecto negativo al ambiente.

Por estas razones, es importante desarrollar técnicas efectivas para el manejo
integrado de estos organismos. Una alternativa para el control de las poblaciones del
patdgeno es el uso de materiales resistentes a enfermedades, los cuales pueden contribuir
a la disminucién de las pérdidas en los rendimientos de los cultivos y controlar las

poblaciones de los organismos patogénicos.

En Guatemala, se han desarrollado programas de mejoramiento de tomate, en los
cuales se utilizan marcadores moleculares para la deteccion de algunos genes asociados
a la resistencia a distintas enfermedades para la obtencion de lineas e hibridos
comerciales, resistentes a las enfermedades causadas por estos patdogenos. Gracias a
estas investigaciones, se cuenta con lineas de tomate que contienen los genes de
resistencia a Begomovirus, Meloidogyne sp., Ralstonia solanacearum y a Fusarium

oxysporum f. sp. lycopersici raza 3.
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En la investigacion se desarrollaron dos marcadores moleculares para la deteccion
del gen I-3, el cual confiere resistencia genética a la marchitez vascular causada por
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici raza 3. El marcador CAPS P7-43BF1/R1 fue
evaluado para la deteccidn de los distintos genotipos y se determind que es eficiente para
hacer distincion entre ellos. Sin embargo, el marcador SCAR codominante P7-43DF3/R1
fue alin mas eficiente, habiendo sido evaluado en cultivares, lineas e hibridos de genotipo
conocido y para los cuales se detectdo la presencia o ausencia de la introgresion
correspondiente al gen I-3. Ademas, con el apoyo del Dr. David Jones, se analiz6 la
secuencia de los fragmentos de PCR producidos por el marcador y se determind que el
marcador se encuentra a una distancia de aproximadamente 1 cM de la region del gen I-3,
por lo que puede ser utilizado en programas de mejoramiento de tomate para seleccion de

materiales resistentes.
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2.2. MARCO TEORICO

2.2.1. Marco Conceptual

A. Origen de la resistencia a enfermedades en plant  as

La resistencia a enfermedades depende, en su origen, de las mutaciones que se
han conservado en una poblacion o acumulado en ella y que representan la diferencia
entre que una planta muera sin llegar a la reproduccion o que se reproduzca mejor que las
demas. Una mutacidn es un cambio repentino y hereditario en la secuencia de ADN de un
organismo; sin ella, no existiria la variabilidad genética (Gardner et al., 2000; Watson et al.,
1986). Los cambios en la secuencia pueden ser provocados por la sustitucién, insercion o
delecion de uno o muchos pares de bases por otros (Figura 2-1; Watson et al., 1986). En
ocasiones no es posible determinar si una mutacion es debida a una insercién o delecion,
por lo que este tipo de variacion es conocida como indel.

AT—— AT

TA —— TA

CG— cG
e.
(G raamamens AT
—> CG—— —> AT
AT e B
DELECION
SUSTITUCION

NORMAL

INSERCION

Figura 2-1. Diagrama de los tres mecanismos de mutacién. La sustituciéon consiste en el cambio de un par
de bases por otro. La insercion es la introduccién de uno o muchos pares de bases. La delecién es la

eliminacién de uno o muchos pares de bases (Watson et al., 1986).

La variabilidad ya existe en poblaciones de plantas que se reproducen sexualmente
y en forma alogamica (Bauer, 1973). Esto sucede por hibridaciéon natural. Sin embargo,
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también es posible realizar hibridacion entre individuos de la misma especie o entre
individuos de distintas especies. La hibridacion tiene consecuencias como el incremento
en la diversidad genética, la transferencia y el origen de adaptaciones, el origen de
ecotipos o especies, la irrupcion o el refuerzo de las barreras de aislamiento poblacional,
entre otras. La incorporacion de genes de un conjunto de poblaciones diferenciadas a otro
se conoce como introgresion. En el fitomejoramiento, el término introgresion se refiere a la
incorporacion de germoplasma de una especie en otra a través de realizar repetidas

retrocruzas de los hibridos a las especies parentales (Reiseberg et al., 1993).

Cuando la resistencia entre variedades de plantas cultivadas no se encuentra, se
puede buscar entre las poblaciones silvestres de la misma especie o en aquellas
filogenéticamente cercanas a la que se cultiva. En estas poblaciones, la planta que no
resiste a una enfermedad deja de reproducirse o disminuye su capacidad para hacerlo,
mientras que una planta que resistente a una enfermedad, se reproduce normalmente. Al
mismo tiempo, el organismo patdgeno necesita al huésped para sobrevivir, por lo que si
éste muriese antes de que el patdgeno llegara a su etapa de reproduccion, ambos
dejarian de existir. Es por esto que bajo condiciones naturales se requiere la coexistencia
del huésped y el patdgeno, lo cual conduce a que se desarrollen algunos individuos

resistentes o tolerantes a la enfermedad (Bauer, 1973).

Por lo tanto, la resistencia a las enfermedades producidas por organismos
patdgenos debe buscarse en los lugares en los que la especie cultivada coexiste con el
patdégeno, o bien entre las especies filogenéticamente cercanas a la cultivada que también
conviven con el patégeno (Bauer, 1973). La marchitez vascular es una enfermedad del
tomate cultivado, causada por el hongo Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici. La
resistencia a esta enfermedad se ha encontrado en la especie silvestre Solanum pennelii
(Scott et al., 1989).
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B. Marchitez vascular causada por Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici raza 3

y Su importancia

La marchitez vascular causada por Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Sacc.)
W.C. Zinder & H.N. es una de las enfermedades de gran importancia econémica y
propagacion en el tomate cultivado (Solanum lycopersicum L.). El perfil virulento de
muestras aisladas de F. oxysporum f. sp. lycopersici se ha agrupado en tres diferentes
razas de acuerdo a su habilidad para infectar distintos cultivares de tomate, portadores de

genes de resistencia especificos.

Los sintomas de la marchitez vascular inician con una leve clorosis en las hojas
mas jovenes. Luego, las hojas basales muestran epinastia y se marchitan. Usualmente,
se observa amarillamiento hasta que la planta muere, antes de llegar a la etapa de
madurez, pero también puede ocurrir achaparramiento, formacién de raices adventicias,
marchitez de tallos jovenes, defoliacion y necrosis marginal de las hojas restantes. Al
realizar un corte transversal del tallo, se pueden observar franjas oscuras, de color cafe,
gue corren de manera longitudinal por el tallo, por lo que la infeccion estd directamente
relacionada con el sistema vascular de la planta. El avance ascendente de la decoloracién
depende de la severidad de la enfermedad (Agrios, 2005; Miller et al., 1996). Las
condiciones de mayor propagacion del hongo son de alta humedad y alta temperatura
(Momol et al., 2004).

La interaccion entre F. oxysporum f. sp. lycopersici y el tomate es especifica. Se
han identificado las tres razas en especies silvestres de tomate (Bohn y Tucker, 1939%;
Alexander y Tucker, 1945 Volin y Jones, 1982; Grattidge y O’Brien, 1982). La resistencia
a este tipo de enfermedades especificas de raza esta determinada por genes dominantes
o codominantes, relacionados al reconocimiento de genes de avirulencia de patégenos y
la activacién de los mecanismos de defensa de la planta (Ellis et al., 2000*; Dangl y Jones,
2001"; Hoorn et al., 2002%).

! Citado por Hemming et al., 2004.
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C. Solanum pennellii y su relacion con el tomate cultivado  Solanum

lycopersicum

La descripcion botanica de Solanum pennellii Correll se encuentra en la seccion de
Apéndices. En la Figura 2-2 se puede observar la comparacion visual de frutos de
Solanum lycopersicum y Solanum pennellii.

Solanum lycopersicum Solanum pennellii

Figura 2-2. Comparacion visual de frutos de Solanum lycopersicum y Solanum pennellii

(modif. de Vidavski, F. 2002. Universidad Hebrea de Jerusalén, Israel).

Solanum pennelli se encuentra desde el norte de Peru (Piura) hasta el norte de
Chile (Tarapaca) en montafias rocosas y areas arenosas desde 0 hasta los 3,000 msnm
(Peralta, 2007).

La sintenia, conservacion del contenido de genes y de su orden en los cromosomas
de diferentes genomas de plantas (Pérez-Almeida, 2005), y similitudes del tamafio
gendémico y la estructura entre Solanum pennelli y Solanum lycopersicum son
extraordinarias (Zamir, 2007). Se estima que S. pennellii tiene un tamafio genémico de

aproximadamente 1,200 Mb*, similar al de S. lycopersicum que es de aproximadamente

! 1 Mb=1,000 kpb; 1 kpb=1,000 pb; pb=pares de bases nitrogenadas.
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950 Mb (Arumuganathan, 1991%). Ambas especies tienen 12 cromosomas (Rick, 1969";
Peralta, 2007), mas el nivel de variacion de nucleotidos, o polimorfismo interespecifico es

alto, desde 1-3% hasta 5-10% en intrones y regiones intergénicas (Eshed et al., 1995%).

D. Reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR)

Creada por Kary Mullis en 1983, la técnica de la reaccion en cadena de la
polimerasa, PCR, es ampliamente utilizada en biologia molecular y consiste en producir
copias de una region especifica del acido desoxirribonucleico, ADN, de un organismo
(Mullis, 1990).

En 1995, Arthur Kornberg y su equipo de trabajo de la Universidad de Stanford
descubrieron la ADN polimerasa. Esta enzima celular desempefia varias funciones, entre
ellas, la replicacion de ADN por medio de la adicion de nucleétidos al extremo 3' de una
cadena de ADN, teniendo una segunda cadena complementaria como molde (Mullis,
1990). A través de los afios, la técnica de PCR ha sido simplificada y los resultados han
sido uniformizados debido a un evento importante: el aislamiento de ADN polimerasa
estable ante cambios de temperatura, la Taq polimerasa, a partir de la bacteria termofilica

Thermus aquaticus (Chien et al., 1976).
Para la reaccion de PCR se requiere de varios componentes:

- Fuente de nucleotidos (ANTPs): los nucleétidos consisten en un grupo fosfato,
un azlcar de cinco carbonos (pentosa) y un compuesto ciclico nitrogenado
denominado base. Hay cuatro bases diferentes, adenina (A), citosina (C),
timina (T) y guanina (G). Los nucledtidos son las unidades béasicas de la
molécula de ADN (Gardner et al., 2000).

! citado por Zamir, 2007.
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ADN polimerasa: puede soportar altas temperaturas (Taq polimerasa). Cataliza
la adicion covalente de nucledtidos a la cadena simple de ADN. La enzima es
activa Unicamente en presencia de iones de Mg?* y de ADN preexistente, el
cual debe servir como iniciador o cebador y como molde (Gardner et al., 2000).

Cebadores de ADN (delantero y reversa): son pequefias secuencias de ADN,
usualmente de 18 a 24 nucleétidos de longitud, disefiados para alinearse a una
secuencia de ADN molde en los extremos de la region a ser amplificada
(Nakhla, 2004). La ADN polimerasa reacciona sobre el extremo 3' de esta
molécula, afiadiendo los nucleodtidos complementarios al ADN molde (Gardner
et al., 2000).

ADN molde: puede ser monocatenario (una hebra) o bicatenario (dos hebras);
aislado de un organismo. Normalmente, existen varios miles de copias de ADN
en la mezcla de reaccion del PCR (Nakhla, 2004).

lones de magnesio: la Taq polimerasa necesita cationes divalentes para su
actividad. La concentracién molar de Mg?* debe exceder la concentracién de
los dNTPs y de los cebadores, ya que éstos también capturan los iones y debe

quedar disponibilidad del cation para la polimerasa (Nakhla, 2004).

Amortiguador: sirve para establecer las condiciones de pH correctas para el
funcionamiento de la ADN polimerasa. Generalmente, el amortiguador
mantiene un rango de pH de 8.3 a 8.8 a temperatura ambiente y baja a
aproximadamente 7.2 al ser incubado a 72°C (Nakhla, 2004).

procedimiento de PCR consiste en tres pasos que conforman un ciclo de
Cada paso permite que la temperatura de la mezcla cambie para optimizar la

Los ciclos se repiten cuantas veces sea necesario hasta obtener la cantidad de

ADN deseada (Figura 2-1A). A continuacién se describen los pasos de cada ciclo de PCR
(lowa State University, 2005).
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PASO 1: Desnaturalizacion

Se eleva la temperatura de la mezcla hasta + 95°C, provocando la ruptura de
los enlaces de hidrogeno existentes entre las bases complementarias del ADN

bicatenario. Esto permite la separacion de las dos hebras de ADN.

PASO 2: Alineamiento o Hibridacion

La temperatura se disminuye hasta + 58°C, para que los cebadores se unan
a la secuencia complementaria en la hebra molde de ADN, formando enlaces

hidrogeno entre las bases.

PASO 3: Sintesis de ADN o Extensién

La temperatura se eleva de nuevo, hasta £72°C, para que la ADN polimerasa
incorpore nucleodtidos a la nueva copia de ADN. Se uniran bases a la hebra molde

hasta que se llegue al final de la regidon que debe ser copiada.

E. Disefio de cebadores

Los cebadores de ADN son disefiados para alinearse en los extremos de hebras
opuestas del ADN molde, en la region a ser amplificada (Nakhla, 2004; lowa State
University, 2005). De esta manera, ambas hebras son sintetizadas al mismo tiempo, de tal
modo que los nucleétidos adenina (A) y timina (T) se alinean y citosina (C) y guanina (G)
también lo hacen. Debido a que la mezcla de reaccion contiene cebadores
complementarios a ambas hebras de ADN, los productos de la sintesis de ADN pueden
ser copiados (lowa State University, 2005). En el disefio de cebadores, deben

considerarse varios factores (Nakhla, 2004):
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— Longitud: un cebador largo es mas especifico. Sin embargo, el ADN de muchos
organismos tiene regiones con secuencias repetitivas y si se diseiia un cebador
en una de estas regiones, pierde su especificidad. Los cebadores deben
alinearse Unicamente a la secuencia de interés y no a sitios multiples.
Generalmente, un cebador de 18 a 24 nucleétidos es suficientemente largo
para alinearse especificamente en una region particular del ADN (Nakhla,
2004).

— ADN molde: si la region de interés del ADN molde es repetitiva o se alinea
consigo misma (auto-complementariedad), es dificil amplificar el ADN luego de

la desnaturalizacion (Nakhla, 2004).

— Auto-complementariedad: los cebadores no deben ser auto-complementarios
para que no se alineen con ellos mismos en lugar de alinearse al ADN molde.
Asimismo, el cebador delantero no debe ser complementario al cebador reversa
(Nakhla, 2004).

— Extremo 3' del cebador: es crucial para la especificidad, debe finalizar con C o
G, teniendo cuidado de que no termine en CG o GC en el extremo 5' para evitar
la auto-complementariedad. El extremo 5' no tiene que ser complementario a la
secuencia de ADN molde (Nakhla, 2004).

— Contenido de C y G: estos nucleétidos se acoplan entre si por tres enlaces de
hidrogeno, a diferencia de A y T que lo hacen por dos enlaces de hidrégeno.
Por lo tanto, los enlaces C-G son mas fuertes y el porcentaje de estos
nucledtidos en la secuencia de un cebador afectara su alineamiento con el ADN
molde. Los cebadores deben contener entre 40 y 60% de C o G (Nakhla,
2004).
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— Temperatura de alineamiento (hibridacion): debe ser mayor a la temperatura de
alineamiento y no mayor a 85°C. Ademas, debe ser dentro de 3°C entre el

cebador delantero y el cebador reversa (Nakhla, 2004).

La longitud del ADN molde esta determinada por la posicion relativa de ambos
cebadores a la region de interés. Debido a que la replicacion inicia desde los cebadores,
las nuevas hebras de ADN incluyen la secuencia de los cebadores. Esto permite que
hayan secuencias en las nuevas hebras sobre las cuales los cebadores se pueden alinear

para continuar la amplificacion (lowa State University, 2004).

F. Electroforesis en gel de agarosa

El término electroforesis se refiere al movimiento de particulas cargadas, bajo
la influencia de un campo eléctrico. La electroforesis en gel es una técnica muy utilizada
para separar moléculas o fragmentos de moléculas de acidos nucleicos. Los materiales
mMAas comunes para separar estas moléculas son polimeros como la poliacrilamida o la
agarosa (Padilla, 2006).

La agarosa es un polisacarido natural purificado de algas, cuyas disoluciones
(tipicamente de 0.5 a 2%) en cierto volumen de un amortiguador especifico poseen la
propiedad de permanecer liquidas por encima de 50°C y formar un gel semisolido al
enfriarse. La estructura tridimensional del gel de agarosa se sostiene por enlaces de
hidrogeno. Debido a que no existen enlaces covalentes en esta estructura, el gel puede
ser roto por calentamiento (National Diagnostics, 2005; Instituto de Investigaciones
Biomédicas, 2008).

Normalmente, los geles de agarosa se colocan en un aparato horizontal,
denominado camara de electroforesis, el cual constituye un sistema eléctrico-
termodinamico. Consiste en una caja dividida en dos compartimentos por medio de una

plataforma en el centro (Figura 2-3). El gel se coloca sobre la plataforma y se agrega
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amortiguador con pH alrededor de 8. La cadmara posee electrodos en cada
compartimento. El aparato recibe energia de una fuente de poder y libera energia en
forma de calor. Las moléculas de ADN son sometidas a electroforesis y se desplazan al
polo positivo, ya que a pH superiores a 5 poseen carga negativa (National Diagnostics,
2005; Instituto de Investigaciones Biomeédicas, 2008; Padilla, 2006).

Electrodo Electrodo
negativo # positivo
Pozos para muestras

Figura 2-3. Esquema de una camara horizontal de electroforesis en gel (National Diagnostics, 2005).

La matriz de electroforesis (gel de agarosa) fuerza las moléculas o fragmentos de
moléculas de ADN a separarse por tamafio conforme se mueven a través de la estructura
porosa. La matriz provee mayor resistencia al movimiento de moléculas mas grandes
(Figura 2-4). Ademés, cumple funciones adicionales, incluyendo la reduccion de
corrientes de conveccion y la inhibicién de la difusién de las muestras, lo cual permite que
las moléculas permanezcan como bandas distintivas e intensas. La matriz también sirve
como medio sélido en el cual se fijan las muestras y pueden ser detectadas en el andlisis

posterior a la electroforesis (National Diagnostics, 2005).
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Figura 2-4. Separacién de moléculas de ADN por tamafio en gel de agarosa. A pesar de que las
moléculas mas grandes se exponen a fuerzas eléctricas mayores, estas moléculas mas grandes
encuentran resistencia friccional opuesta al movilizarse dentro del gel, lo cual resulta en un menor

desplazamiento (National Diagnostics, 2005).

Después de la electroforesis, se sumerge el gel de agarosa en bromuro de
etidio, sustancia que se intercala entre las bases de ADN y es fluorescente cuando
se ilumina con luz ultravioleta. Se visualiza el gel con una lampara de luz
ultravioleta, para ver las bandas correspondientes a las muestras de ADN
amplificado (Padilla, 2006).

G. Secuenciacion de ADN

El propdsito de la secuenciacion de ADN es determinar el orden de los cuatro
nucleétidos (A, G, C y T) que conforman el cddigo genético en una muestra de ADN.
Actualmente, el método de secuenciacion de ADN mas utilizado se basa en el método
desarrollado por Frederik Sanger en 1977. Este meétodo consiste en la secuenciacion
directa por medio del uso de didesoxirribunucleétidos (ddNTPs - ddATP, ddCTP, ddGTP y
ddTTP) marcados fluorescentemente. Estos ddNTPs se adicionan junto con los dNTPs en
una mezcla de reaccién de PCR. Los ddNTPs se diferencian de los dNTPs en que llevan
un ion de hidrégeno enlazado en el atomo de carbono 3', en lugar de un grupo hidroxilo
(Figura 2-5). Esto lleva a la terminacion de la reaccion de sintesis de ADN, por lo que a

esta técnica también se le conoce como el método de terminacion de cadena (Ban, 2006).
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Figura 2-5. Férmula molecular para un desoxirribonucledtidotrifosfato (ANTP) y para un
didesoxirribonucleétidotrifosfato (ddNTP). EI ddNTP tiene un atomo de hidrégeno en el carbono 3', por lo
gue al adicionarse el ddNTP a la hebra de ADN, la extensién termina y no puede adicionarse otro nucleétido

debido a la ausencia de —OH en el carbono 3' (Ban, 2006).

El primer paso para la secuenciacion es la desnaturalizacion para producir ADN
monocatenario.  Luego, la reaccion se enfria para permitir que el cebador de
secuenciacion se alinee al ADN molde y se lleve a cabo la extension por medio de la ADN
polimerasa. La extension ocurre de manera normal hasta que la ADN polimerasa
incorpora a azar un ddNTP. Por esta razon, se adiciona una cantidad excesiva de los
cuatro dNTPs y cantidades limitadas de ddNTPs. Es asi como millones de copias de ADN
se generan y se incorporan al azar los ddNTPs, completandose la reaccion con la

obtencion de millones de hebras de distintos tamafios (Ban, 2006).

La secuencia de ADN se determina por medio de la separacion de fragmentos
segun su tamafo (cada fragmento tendra un nucleotido mas de longitud que el anterior) y
se determina qué ddNTP fue incorporado por dltimo en el fragmento. La deteccion y
lectura de la secuencia se realiza en un secuenciador capilar automatico (electroforesis
automatica; Figura 2-6), en el cual se cargan las muestras de ADN para ser separadas por
tamafo. Se hace uso de un laser para detectar la fluorescencia especifica de cada ddNTP
mientras el ADN migra al extremo del capilar. Luego se aplica un programa de
secuenciacion que analiza la salida del secuenciador y construye un cromatograma de la
secuencia de ADN (Ban, 2006).
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Figura 2-6. Esquema de secuenciacion automética de ADN por el método de terminacion de cadena
(Pefia, 2002).

H. Generalidades sobre la seleccidn asistida por ma  rcadores moleculares

Los marcadores moleculares son secuencias de ADN identificadas dentro del
genoma de un organismo, que sefialan el locus que controla una diferencia fenotipica o
marcan un locus préximo que controle algun caracter de interés (Guimaraes et al., 2007;
Nuez et al., 2000). EIl uso de marcadores moleculares en el mejoramiento de plantas por
seleccion cumple con tres objetivos: a) detectar la introgresion, b) desarrollar lineas puras
y €) mejorar caracteres cuantitativos (Nuez et al., 2000).

La seleccion asistida por marcadores moleculares ofrece algunas ventajas. Entre
ellas esta el elevado grado de polimorfismo que los marcadores ponen de manifiesto y su

amplia distribucién en el genoma, lo que permite disponer de un gran numero de
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marcadores adyacentes al gen de interés, aumentando la eficiencia de la seleccion.
Ademas, los marcadores moleculares se consideran independientes de las condiciones
ambientales, lo que da un mayor grado de seguridad a la seleccion. Por otro lado, para
obtener marcadores se requieren cantidades pequefias de ADN y técnicas de andlisis
sencillas. No dependen del estado de desarrollo de las plantas, por lo que se disminuye el
tiempo necesario para identificar genotipos de interés. Por altimo, ofrecen la posibilidad
de manejar poblaciones grandes para el mejoramiento en un espacio reducido, lo cual
facilita la seleccion de individuos portadores de caracteres cuantitativos complejos (Capel
et al., 2000).

La seleccion asistida por marcadores moleculares se basa en el concepto de
ligamiento genético. Dos loci se consideran ligados cuando se encuentran ubicados
relativamente cerca en el mismo cromosoma y no segregan de modo independiente. De
esta forma, la transmision a la descendencia es conjunta. En este tipo de seleccion es
necesario considerar algunos aspectos. Primero, un buen marcador molecular se
encuentra ligado a una distancia menor de 5 cM del caracter que se desea seleccionar. A
distancias superiores se corre el riesgo de perder el caracter seleccionado debido a la
recombinacion (Capel et al., 2000).

Segundo, la utilidad del marcador molecular esta dada por su modo de herencia,
siendo los marcadores mas utiles aquellos de naturaleza codominante, ya que permiten
discernir entre diversos alelos de un locus, o bien los heterocigotos de los homocigotos.
Cuando el marcador no es codominante, su utilidad esté limitada a un alelo del gen de
interés. Tercero, se debe considerar el tipo de marcador que se utilizara. Debe ser
metodolégicamente sencillo de usar y repetitivo, detectado facilmente por medio de la
técnica de PCR, que pusiera de manifiesto fragmentos que puedan ser asignados a un
alelo del gen al que se encuentra ligado. Finalmente, los marcadores moleculares no son
universales, por lo que carecen de utilidad en materiales distintos a los descritos (Capel et
al., 2000).
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El estudio de marcadores moleculares ligados a genes de interés se ha realizado en
varios cultivos, incluyendo el tomate (Foolad et al., 2004). Esta técnica es de gran
beneficio para analizar plantas cuando el patdégeno causante de la enfermedad no puede
ser introducido a la region en la cual se realizan las investigaciones. Por esta razon, es
necesario asegurar que el ligamiento entre el marcador y el gen es fuerte, especialmente
cuando se combinan distintas resistencias. El desarrollo de marcadores moleculares es
intensivo, requiere de mucho tiempo y tiene costos elevados. Sin embargo, se cree que el
mejoramiento de cultivos ha sido beneficiado por la seleccion asistida por marcadores

moleculares y su demanda crecera en el futuro (Scott, 2005).

l. Tipos de marcadores moleculares

Los marcadores moleculares o marcadores de ADN pueden desarrollarse a partir
de secuencias no conocidas o en base a secuencias de ADN conocidas (Garcia-Mas et
al., 2000). A continuacioén, se presenta una breve descripcion de cuatro distintos tipos de

marcadores moleculares.

RFLPs? (Polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccidn): detectan
polimorfismos producidos al digerir ADN con enzimas de restriccion. Si dos alelos
Ay B se diferencian a nivel de secuencia de ADN, la digestion con dichas enzimas
producird fragmentos de ADN de diferente tamafio y pueden ser detectados con
sondas especificas que hibriden con una parte de estos fragmentos de ADN. El
polimorfismo se manifiesta por la longitud de los fragmentos detectados. Esto
permite determinar claramente el genotipo y distinguir entre los genotipos
heterocigoto y los homocigoto (Garcia-Mas et al., 2000).

RAPDs" (Polimorfismos de ADN amplificados al azar): se obtienen por medio de la
amplificaciéon del ADN genomico, por la técnica de PCR. Esta técnica permite

amplificar de manera aleatoria el genoma de un individuo en las regiones en las

! Citado por Scott, 2005.
% Por sus siglas en inglés.
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que se alinean los cebadores con el ADN molde en ambas cadenas y en
direcciones opuestas. Generalmente, se encuentran varios lugares de
amplificacion en el genoma, ya que el cebador es corto y la temperatura de
hibridacion es muy baja (alrededor de 35°C). Los RAPDs se heredan de manera
mendeliana y se tienden a producir marcadores dominantes (Garcia-Mas et al.,
2000).

SCARs' (Regién amplificada caracterizada por una secuencia): marcadores
desarrollados en base a una secuencia de ADN conocida, por lo que son mas
especificos y permiten la amplificacion por PCR de una banda de interés.
Detectan un unico locus, la amplificacion es menos sensible a las condiciones del
PCR y es posible convertirlo a un marcador de tipo codominante (Garcia-Mas et
al., 2000).

CAPS' (Regioén polimérfica escindida amplificada): es un marcador ampliamente
usado cuando la amplificacion especifica con otros marcadores no produce
polimorfismos. Consiste en la digestion de los fragmentos amplificados con
diversas enzimas de restriccion hasta encontrar una que produzca un polimorfismo
(Garcia-Mas et al., 2000).

! Por sus siglas en inglés.
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2.2.3. Marco Referencial

A. El gen I-3 de resistencia a la marchitez vascular causada por Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici raza 3 en el tomate

Se han caracterizado tres loci, presentes en el tomate, para la resistencia a la
marchitez causada por el hongo Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Reis et al., 2005).
El locus I, proveniente de L. pimpinellifolium (Bohn et al., 1940%), controla la resistencia a
la F. oxysporum f. sp. lycopersici raza 1 (Reis et al., 2005). Luego se caracteriz0 otro
locus (Alexander et al., 1945%, 1-2, a partir de un hibrido entre S. lycopersicum y L.
pimpinellifolium (Alexander et al., 1955%), que controla la resistencia a la raza 2. Una
tercera raza se reportd por primera vez en Australia, causando sintomas tipicos de
marchitez vascular en un cultivar de tomate portador de los loci | e 1-2. Se identificé un
nuevo locus, llamado I-3, en la especie silvestre S. pennellii (Grattidge et al., 1982). Las
razas 1 y 2 estan distribuidas en todo el mundo, mientras que la raza 3 tiene una
distribucion geogréfica mas limitada (Reis et al., 2005). Hasta el momento, ha sido
reportada en Australia (Grattidge et al., 1982), Estados Unidos (Jones et al., 1981; Volin et
al., 1982'; Chellemi et al., 1992; Davis et al., 1988), Nueva Zelanda, Reino Unido (Urben,
1994%), México (Valenzuela-Ureta et al., 1996) y Brasil (Reis et al., 2005). Esta nueva raza
representa una amenaza para aquellos paises en los que se ha reportado, ya que las
condiciones para su control se desconocen, pudiendo propagarse y llegar a otras regiones
(Reis et al., 2005).

La resistencia a Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici raza 3 fue descubierta en la
accesion de Solanum pennellii LA716 (Scott et al., 1989). El locus I-3 fue mapeado en el
brazo largo del cromosoma 7 del tomate (Figura 2-2A) y se determind que el gen se
encuentra en una region cromosomica comprendida entre los marcadores moleculares
CT226 y TG572 (Hemming et. al., 2004). La investigacion realizada por Hemming et al. se

baso en la informacion preexistente para desarrollar marcadores tipo SCAR y CAPS,

! Citado por Reis et al., 2005.
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basados en la técnica de PCR para minimizar el tiempo y uso del equipo para la deteccion
del gen. Lim et al. (2006) reportaron el uso del marcador CAPS CT226 para detectar el
gen I-3 en el mejoramiento de hibridos de tomate resistentes a Fusarium oxysporum f. sp.

lycopersici raza 3 en Australia.

B. Germoplasma

Se utilizaron los cultivares M82-1-8 (H.Czosnek, Universidad Hebrea de Jerusalén)
y Purple Russian (Seed Savers Exchange, Decorah, lowa) como homocigotos
susceptibles (i-3/i-3). L40, una planta F2 proveniente del hibrido Llanero (resistente a
Begomovirus, GenTropic Seeds, i-3/i-3) y una linea endogamica resistente a Begomovirus
de la Universidad de San Carlos de Guatemala, GMh6330 (i-3/i-3), también fueron
utilizadas como susceptibles. Tres lineas endogamicas, homocigotos para la resistencia a
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici raza 3, Fla7547 (J.W. Scott, Universidad de Florida),
NC EBR-8 y NC123S (R. Gardner, Universidad Estatal de Carolina del Norte) fueron
utilizadas como homocigotos resistentes (I-3/1-3). El hibrido F1 comercial Plum Crimson
(Harris Moran), un tomate tipo Roma indeterminado, NC07196 (R. Gardner) y tres hibridos
F1 experimentales (A, B y C) se utilizaron como heterocigotos (I-3/i-3). Tres hibridos
comerciales, reportados como resistentes a F. oxysporum f. sp. lycopersici raza 3 por las
compafias productoras de semillas, fueron evaluados, como también once lineas

endogamicas e hibridos, reportados como portadores de la introgresion del gen 1-2.

C. Laboratorios de Investigacion

Los experimentos se realizaron en el Laboratorio de Biotecnologia de la Facultad de
Agronomia de la Universidad de San Carlos de Guatemala, Edificio T-8, Laboratorio B-12,
Ciudad Universitaria, zona 12, Ciudad de Guatemala, Guatemala; y en el laboratorio del
Dr. Douglas P. Maxwell en el Departamento de Patologia Vegetal de la Universidad de
Wisconsin-Madison, 1630 Linden Drive, Madison, Wisconsin 53703, Estados Unidos de

Ameérica.
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2.3.

2.3.1.

2.3.2.

OBJETIVOS

Objetivo General

Desarrollar un marcador molecular, basado en la técnica de reaccion en cadena de
la polimerasa, para la deteccion del gen I-3 de resistencia a la marchitez vascular

en el tomate, causada por Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici raza 3.

Obijetivos especificos

Disefiar marcadores CAPS y SCAR codominante para la deteccion de la

introgresion del gen 1-3 en el tomate.

Evaluar marcadores CAPS y SCAR codominante en germoplasma homocigoto
resistente y susceptible a la marchitez vascular causada por F. oxysporum f. sp.

lycopersici raza 3.
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2.4. METODOLOGIA

2.4.1. Disefio de cebadores

El mapeo del gen I-3, realizado por Hemming et al. (2004), indic6 que el gen se
encuentra en la region del cromosoma 7 comprendida entre los marcadores moleculares
TG183 (42 cM) y TG639 (43.3 cM). En esta region se encuentran 19 marcadores
moleculares, cuyas secuencias de los fragmentos amplificados se utilizaron para buscar
secuencias homologas en la base de datos GenBank'. A partir de una secuencia
gendémica de una especie distinta al tomate, se disefiaron cebadores sobre secuencias
conservadas en los exones, de tal manera que se amplificara una region gendémica que
incluyera al menos un intrén (ver ejemplo en Apéndice), debido a que los intrones son muy
variables en sus secuencias, con diferencias en tamafio desde uno cuantos pares de
nucledtidos hasta miles de pares de nucledtidos de longitud (Gardner et al., 2000), por lo
que se podrian detectar polimorfismos entre los materiales resistentes y susceptibles.
Finalmente, se solicitd la sintesis de los cebadores en el Centro de Biotecnologia de la
Universidad de Wisconsin-Madison y se evalud su efectividad para detectar polimorfismos
por medio de la técnica de PCR y secuenciacion. El Cuadro 2-1 muestra los cebadores

disefiados y evaluados.

2.4.2. Protocolo de PCR, electroforesis y secuencia cion

Se extrajo ADN de tejido foliar fresco de plantas, utilizando el Kit de Extraccion
MasterPure™ Plant Leaf DNA Purification Kit (EPICENTRE® Biotechnologies, Madison
WI). Se ajustd la concentracion del ADN a 15 ng/puL. La reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) se realiz6 en tubos Eppendorf de 0.2 ml, en volumen de 25 ul, lo cual
consistio en una mezcla de 2.5 pl 2.5 mM dNTPs, 5ul 10X buffer, 2.5 pl 25mM MgCls,, 0.1

! GenBank, National Center for Biotecnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).
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pl Tag ADN polimerasa (Promega Corp., Madison WI), 2.5 ul de cada cebador delantero y
reversa a 10 pM, 2.5 pl de 15 ng/pl del extracto de ADN y H-O.

Los parametros de PCR fueron los siguientes: desnaturalizacién a 94°C por 3 min,
luego 35 ciclos a 94°C por 30 s, alineamiento a 53°C por 1 min y extension a 72°C por 1
min, seguido de 72°C por 10 min; luego se preservo la reaccion a 4°C. La reaccion se
llevé a cabo en el termociclador MJ DNA Engine PT200 Termocycler™ (MJ Research Inc.,
Waltham MA).

Los fragmentos amplificados se separaron por electroforesis en agarosa al 1.5% 0
2.0% en buffer TBE a 0.5X. Luego se realiz6 la tincibn con bromuro de etidio y se

visualizé en un transiluminador de luz UV.



Cuadro 2-1. Cebadores disefiados para deteccién del gen I-3, secuencias, marcador utilizado, posicién en cromosoma 7.

Nombre cebador Secuencia cebador Marqadpr de Posicién
disefio cromosoma
P7-42F1 CAGCGAATCACAGTTTAGTCAAGTTCTG cTOS-18-H13 42.00
P7-42R1 CAATCATCCCCGCATGTGCACACA cTOS-18-H13 42.00
P7-42R2 CGAAACCAATCTCATCAAGCAATAC cTOS-18-H13 42.00
PTG183F1 CTACTTGTCTGCCAAGGATTA TG183 42.00
PTG183R2 CGTGCCGTTCAAGAAGAGTG TG183 42.00
P7-42.5F1 GGCATAAGTATCCAGATTCTCTATTGG C2_At3g21870 42.50
P7-42.5F2 GCTGCTTGTTACTAGTGTTATGGTTGC C2_ At3g21870 42.50
P7-42.5F3 CATAGATTTAATGTCATTTTAAGAAGTGCTG C2_At3g21870 42.50
P7-42.5F4 CAATCATTAATTGCTTTTRTATTCTTRTTAC C2_At3g21870 42.50
P7-42.5F5 ATATTWAGTGTGAATTCAKATATAG C2_At3g21870 42.50
P7-42.5F6 CATCKAAGSGTAWAATAATACTACCCTTG C2_At3g21870 42.50
P7-42.5F7 CCTTTTTAGAACTACACAAGG C2_At3g21870 42.50
P7-42.5R1 CTAACAAGAAAAGTAGCTCCAACTCC C2_At3g21870 42.50
P7-42.5R2 GCTCAACATTTCCCTCTCCAAATACTG C2_ At3g21870 42.50
P7-43F1 AGGGGTTTATGCTGAGACGGATTTCAAAGAAG C2_At3g21820 43.00
P7-43F2 GTGCCCAACATCCTTCAAATAAG C2_At3g21820 43.00
P7-43R1 TTTTGAAGGGCTAGAAGAACATTCTCC C2_At3g21820 43.00
P7-43R2 GAACAATGACTCGACCACATCCTTA C2_At3g21820 43.00
P7-43AF1 GACTTCAACTCATATGGTAGCCGTCGTGG T1329 43.00
P7-43AF2 GGTACTTTCGCCAATATCCGCCTTGT T1329 43.00
P7-43AR1 GGAAGATCAATGGTATAGCGCTCTTG T1329 43.00
P7-43AR2 GTCAATCCAAGTGTATCTGCATCCTC T1329 43.00
P7-43BF1 CAGTCATTATTAACAAATTTCAGGATCG C2_At2g20830 43.00
P7-43BR1 TCTGAGCAATACGTCTAGCAGC C2_At2g20830 43.00
P7-43CF1 GGTTCCTGTCGACCTAGTTATTG T1329 43.00
P7-43CF2 GGTGTCGGAGGTATTGAGGCAGAAG T1329 43.00

53
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Cont. Cuadro 2-1.

Cebadores disefiados para deteccién del gen I-3, secuencias, marcador utilizado, posicién en cromosoma 7.

Nombre cebador Secuencia cebador Margadf)r de Posicion

disefio cromosoma
P7-43CF3 CATGCTTGCCTAGATAACAAAGTTGG T1329 43.00
P7-43CR1 CTTCTGCCTCAATACCTCCGACACC T1329 43.00
P7-43CR2 CAAATTCCCTGATAGCTTGAACCCG T1329 43.00
P7-43CR3 GAAGCAACAGATTCATCCAAGTCCCCAG T1329 43.00
P7-43DF1 GGTAAAGAGATGCGATGATTATGTGGAG CTOF-21-J12 43.00
P7-43DF2 CACCTGTGAATGTACTCCTGGATG CcTOF-21-J12 43.00
P7-43DF3 CACGGGATATGTTRTTGATAAGCATGT cTOF-21-J12 43.00
P7-43DF4 GTCAACCTTACCTTGCGTACATTC CcTOF-21-J12 43.00
P7-43DF5 CCATTTCTACAACTTGGCCATGRCAAC CcTOF-21-J12 43.00
P7-43DF6 TATACTATCACTCACCAGATTCTCTCG CTOF-21-J12 43.00
P7-43DF7 TAAGTCCTACCACTTGTACTTGTG cTOF-21-J12 43.00
P7-43DR1 GTCTTTACCACAGGAACTTTATCACC CcTOF-21-J12 43.00
P7-43DR2 CTCGGTACATCTTAGGAACTCATCACG CcTOF-21-J12 43.00
P7-43DR3 GAACTCTAACTCTGCATCAAAGGTC CcTOF-21-J12 43.00
P7-43DR4 CGAGAGAATCTGGTGAGTGATAGTATA CTOF-21-J12 43.00
PCT84F1 GGTGGACTTCATTGCTGATTACTAC CT84 43.00
PCT84R1 ACGGTAGCACAGAGGAAAAGTG CT84 43.00
PTG190F1 GCAGTACACTTCTCCTTATCATGTG TG190 cercana a 43.00
PTG190R1 AGTTTCAGTAGTTGTTCCAAATTCC TG190 cercana a 43.00
PTG190AF1 GATGCAGAGGGAAATGGAAGAACG TG190 cercana a 43.00
PTG190AR1 GYTTCTGCCTCCTCTCTGTA TG190 cercana a 43.00
PTG190AR2 AGAAAAACAAAGAGTAGCAGCATG TG190 cercana a 43.00
P7-43.3F1 CTCCACCTCCTCCTGACCCAAATGA C2_At2g20860 43.30
P7-43.3R1 GCAACTTTCTCTACACACCCAGGATCAC C2_At2g20860 43.30
PGot-2F1 AGTGGCAGTGAAAAGTCAGTTG

PGot-2R1

CCAAGTAACCAACATTTCCAGTAG
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La secuenciacion se llevo a cabo por medio de la digestion de ADN monocatenario
en las reacciones de PCR, utilizando fosfatasa alcalina de camaron (Promega Corp.) y
exonucleasa | (EPICENTRE® Biotechnologies). Los fragmentos de PCR se secuenciaron
directamente en el Centro de Biotecnologia de la Universidad de Wisconsin-Madison,
utilizando el Kit de Secuenciacion Big Dye Sequencing Kit®. Las secuencias se analizaron
utilizando los programas DNAMAN (Lynnon BioSoftware Copyright® 1994-2001) vy
Chromas (Technelysium Pty Ltd, version 1.5).

La digestion con la enzima de restriccion Nsil para el marcador CAPS P7-43BF1/R1
fue hecha en tubos Eppendorf de 0.2 ml, en volumen de 25.25 pl, lo cual consistio en una
mezcla de 13 pl H,O, 3 pl buffer D, 0.25 pl BSA, 1 pl Nsil (Promega Corp.) y 8 pl de la
mezcla de reaccion de PCR. La digestion para el marcador CAPS PTG190F1/R1 fue
similar, utilizando la enzima Alul (Promega Corp.). La reaccién fue colocada en bafio de
Maria a 37°C por 8-10 horas. EIl analisis de la digestién se completé por medio de una
electroforesis en gel de agarosa a 1.5% en buffer TBE a 0.5X, tinciébn con bromuro de

etidio y visualizacion en un transiluminador de luz UV.
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2.5. RESULTADOS Y DISCUSION

2.5.1. Evaluacién de cebadores de PCR para la detec cion del gen |-3

Se evaluaron 32 pares de cebadores de PCR. Como muestra el Cuadro 2-2, de
estos pares de cebadores, dos produjeron fragmentos polimorficos para los genotipos
homocigoto resistente (I-3/I-3) y homocigoto susceptible (i-3/i-3) al digerir con una enzima
de restriccion. Ademas, se obtuvieron fragmentos polimérficos, sin uso de enzimas de
restriccion, con tres pares de cebadores. Dos de estos Ultimos se secuenciaron y se

disefaron seis pares de cebadores mas a partir de las secuencias.

Cuadro 2-2. Longitud de fragmentos de PCR producidos por los distintos marcadores moleculares evaluados

en materiales homocigotos resistentes y homocigotos susceptibles.

Tamafio del fragmento (pares de bases aproximadas)

Par de cebadores ir;ﬁlrggodr? Genotipo resistente ( 1-3/1-3) stir;(;tgi%?e

NC EBR-8 NC123S (i-3/i-3)
P7-43F1/R1 - 400 400 400
P7-43AF1/R1 - 630 630 630
P7-43AF2/R2 - 510 510 510
PTG183F1/R2 - 1,050 800 1,050
PCT84F1/R1 - 670 670 670
PTG190F1/R1 Alul 400, 249, 90, 60 | 400, 249, 90, 60 | 401, 165, 143, 90
PGot-2F1/R1 - 636 636 636
P7-43BF1/R1 Nsil 365, 365 365, 365 730
P7-43.3F1/R1 - 1,100 1,100 1,100
P7-43CF1/R1 - 550 550 550
P7-43CF2/R2 - 980 980 980
P7-43CF3/R3 - 710 710 710
P7-43DF1/R1 - 1,270 1,270 1,060
P7-43DF2/R2 - 1,200 1,200 1,200
P7-42F1/R1 - 650 650 650
P7-42F1/R2 - 850 850 850
P7-42.5F1/R1 - 830 830 800
P7-42.5F2/R2 - 850 850 850
PTG190AF1/R1 - 420 420 420
PTG190AF1/R2 - 650 650 650
P7-42.5F3/R1* - 530 530 490
P7-42.5F4/R1* - 550 550 510
P7-42.5F5/R1* - 625 625 575
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P7-42.5F6/R1 - 250 250 250
P7-42.5F7/R1 - 420 420 420
P7-43DF3/R1* = 875 875 650
P7-43DF4/R1* = 900 900 720
P7-43DF1/R3 - 550 550 550
P7-43DF1/R4 - 750 750 750
P7-43DF5/R1* = 650 650 450
P7-43DF6/R1* = 530 530 320
P7-43DF7/R1 - 400 400 400

*Derivados de otro par de cebadores

A excepcioén de los cebadores derivados, los fragmentos producidos por los pares
de cebadores resaltados en el Cuadro 2-2 fueron secuenciados y se analizaron las

secuencias para determinar con mas exactitud sus caracteristicas.

2.5.2. Analisis de secuencias de ADN de fragmentos  amplificados por PCR

Hemming et al. (2004) presentaron los cebadores PTG183F1/R2 como marcador
SCAR codominante, por lo que fue evaluado desde el inicio de la investigacion. Se
encontr6 que este marcador es eficiente para detectar la introgresion del gen I-3 en
genotipos homocigotos resistentes (I-3/1-3) cuando la introgresion es mas larga,
proveniente de S. pennelli (Hemming et al., 2004). De los materiales evaluados, se
determiné que NC123S tiene la introgresion larga, mientras que Fla7547 y NC EBR-8
tienen la introgresion corta, por lo que el marcador no la detecta. La secuencia del
fragmento de aproximadamente 1,050 pb' de NC EBR-8 (EU926656%) es idéntica a la
secuencia de Purple Russian (EU926657%). El fragmento de NC123S (FJ004839?) fue de
aproximadamente 800 pb de longitud (ver Apéndice). Por esta razon, no se puede utilizar
este marcador de forma general en programas de mejoramiento basados en seleccion
asistida por marcadores moleculares para detectar el gen I-3. En la Figura 2-7 se pueden

observar algunas diferencias en las secuencias del germoplasma evaluado.

! pares de bases.
2 Cédigo de accesion en base de datos GenBank (http://www.ncbi.nim.nih.gov/Genbank/index.html).



58

370 380 390 400 10 420 430 440 450

Figura 2-7. Comparacion de un segmento de las secuencias de Purple Russian (i-3/i-3; arriba), NC EBR-8
(1-3/1-3; centro) y NC123S (I-3/1-3; abajo); fragmento de PCR producidos con PTG183F1/R2. Se observan
los nucleétidos comunes en las tres secuencias marcados de color azul, los nucleétidos comunes para

Purple Russian y NC EBR-8 marcados de color aqua y los nucleétidos diferentes de NC123S no se marcan.

Debido a que no hubo polimorfismos evidentes al utilizar los primeros doce pares de
cebadores en la reaccion de PCR, se secuenciaron todos los fragmentos obtenidos para
determinar si existian polimorfismos utiles para el desarrollo de marcadores tipo CAPS.
Para el par de cebadores PTG190F1/R1, los genotipos susceptibles (i-3/i-3), Purple
Russian, L40 y M82, y los resistentes (1-3/1-3), Fla7547, NC EBR-8 y NC123S, produjeron
fragmentos de PCR de aproximadamente 765 pb. Se compararon las secuencias de
Purple Russian (EU926659") y NC EBR-8 (EU926658") y se encontraron diferencias de 12
SNPs y tres indeles (secuencias en Apéndice). Se identificaron cinco sitios de restriccion
(Figura 2-8) correspondiente a la enzima de restriccion Alul. La digestion del producto de
PCR con esta enzima resultaria en fragmentos de 400, 249, 90, y 60 pb para los genotipos

resistentes y 401, 165, 143 y 90 pb para los genotipos susceptibles.

' Cédigo de accesion en base de datos GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/index.html).
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Figura 2-8. Comparacion de secuencias de Purple Russian (i-3/i-3; arriba) y NC EBR-8 (I-3/I-3; abajo);
fragmentos de PCR producidos con PTG190F1/R1. Se observa un SNP, en el cual se halla un sitio de
restriccion correspondiente a la enzima Alul (AG/CT), por lo que la digestidon ocurriria en este punto

solamente en el genotipo resistente.

Otro par de cebadores potencial para uso como marcador tipo CAPS fue
P7-43BF1/R1. Los genotipos susceptibles, Purple Russian y M82, y los resistentes, NC
EBR-8 y NC123S, resultaron en fragmentos de PCR de aproximadamente 730 pb. Al
comparar las secuencias de M82 (EU926651') y NC EBR-8 (EU916652%), se encontraron
diferencias de 15 SNPs y un indel (secuencias en Apéndice). Ademas, se identificd un
sitio de restriccion (Figura 2-9), correspondiente a la enzima de restriccion Nsil en la
secuencia del genotipo resistente. La digestion del producto de PCR con esta enzima
produciria dos fragmentos de 362 y 367 pb. El genotipo susceptible no seria digerido. Las
secuencias de M82 y NC EBR-8 fueron compatibles con el clon BAC C07HBa0045010
(141,097 nt?, AC212615%) con 100 y 97% de identidad de nucleétidos, respectivamente.

! Cédigo de accesion en base de datos GenBank (http://www.ncbi.nIm.nih.gov/Genbank/index.html).
% Nucledtidos; referente a la longitud de la secuencia.
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Figura 2-9. Comparacion de secuencias de M82 (i-3/i-3; arriba) y NC EBR-8 (I-3/I-3; abajo); fragmentos de

PCR producidos con PTG190F1/R1. Se observa un SNP, en el cual se halla un sitio de restriccion
correspondiente a la enzima Nsil (ATGCA/T), por lo que la digestidn ocurriria en este punto solamente en el

genotipo resistente.

El primer par de cebadores que produjo fragmentos de distinta longitud, evidentes
por medio de la electroforesis, fue P7-43DF1/R1. Los genotipos susceptibles produjeron
fragmentos de aproximadamente 1,060 pb y los resistentes, fragmentos de 1,270 pb
(Figura 2-10).

1,270 pb
1,060 pb

Figura 2-10. Fotografia de gel de agarosa, mostrando los resultados de la electroforesis de productos de
PCR con el par de cebadores P7-43DF1/R1. Carriles: 1) Marcador de peso (PCR Marker, Promega Corp.),
2) M82 (i-3/i-3), 3) NC EBR-8 (I-3/1-3). Se observan fragmentos de distinto tamafio, indicando la existencia

del polimorfismo.
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Al comparar las secuencias de M82 (EU026653') y NC123S (EU926654%), se
encontraron diferencias de 28 SNPs y 6 indeles (Figura 2-11), uno de estos ultimos de 215
pb (ver Apéndice). Sin embargo, los fragmentos eran muy grandes para ser observados
eficientemente en el gel de agarosa, por lo que se disefiaron los cebadores P7-43DF3,
P7-43DF4, P7-43DF5, P7-43DF6 y P7-43DF7 hacia el extremo 3, y P7-43DR3 y P7-
43DR4 hacia el extremo 5' de la secuencia. Estos permitieron obtener la secuencia clara y
completa de P7-43DF1/R1 y ademas, se encontro que el par de cebadores P7-43DF3/R1
amplificaba la region del indel de 215 pb, produciendo fragmentos de 650 pb para los
genotipos susceptibles y de 875 pb para los resistentes. La secuencia de M82 para el
fragmento producido por P7-43DF1/R1 es compatible, con 100% de identidad de
nucledtidos, con el clon BAC C07HBa0045010, en el cromosoma 7 y coincide con los
nucledtidos 114,068-115,118, los cuales forman parte de una ubicacion predicha de gen
(gene_16_ 323, SGN-E745364).

430 440 450 460 470 480 430 500 510

TATGTTE I TGATAAGCATGTCAMCALAGGTAGRAATACATT CuNeyNcypNs ey TG TGATALTGGTICTTTGRAGGCAGGTITAGTITG]

ETTGATARGCATGTICARE CARAGGTAGARATACETT e IGTGATAATGGTICTTTGAAGGCAGGITTAGITG]

Figura 2-11. Comparacion de un segmento de las secuencias de M82 (i-3/i-3; arriba) y NC EBR-8 (I-3/I-3;
abajo); fragmentos de PCR producidos con P7-43DF1/R1. Se observan los nucleétidos comunes en ambas
secuencias marcados de color azll y los nucleétidos diferentes marcados de color aqua en la secuencia de

M82.

Otro par de cebadores que mostrd polimorfismos evidentes fue P7-42.5F1/R1. Los
genotipos susceptibles produjeron fragmentos de aproximadamente 800 pb y los
susceptibles, de 830 pb. Con la finalidad de obtener fragmentos mas diferenciados, se
disefiaron otros cebadores a partir de la secuencia de P7-42.5DF1/R1; P7-42.5DF3, P7-
42.5DF4, P7-42.5DF5, P7-42.5DF6 y P7-42.5DF7 hacia el extremo 3'. Los pares de
cebadores P7-42.5F3/R1, P7-42.5F4/R1 y P7-42.5F5/R1 mostraron polimorfismos mas

! Cédigo de accesion en base de datos GenBank (http://www.ncbi.nim.nih.gov/Genbank/index.html).
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claros. Sin embargo, debido a que los resultados obtenidos con el par de cebadores

P7-43DF3/R1 fueron mas claros, no se continuo trabajando con estos cebadores.

2.5.3. Evaluacion de marcadores tipo CAPS

El par de cebadores PTG190F1/R1 fue evaluado en materiales con genotipos
homocigoto resistente (I-3/1-3), homocigoto susceptible (i-3/i-3) y heterocigoto (I-3/i-3). Los
productos de PCR digeridos con la enzima Alul y los no digeridos (de 765 pb de longitud)

se muestran en la Figura 2-12.

El fragmento de 249 pb de los resistentes y el de 165 pb de los susceptibles son
indicadores de los dos genotipos. Los demés fragmentos, no proveen informacion clara.
Por esta razén, este marcador CAPS no seria superior al marcador CT226 reportado

previamente (Lim et al., 2006).

500 pb

Figura 2-12. Fotografia de gel de agarosa, mostrando los resultados de la electroforesis de productos de
PCR con el marcador CAPS PTG190F1/R1. Fragmentos de PCR digeridos con Alul para carriles 3,5y 7.
Carriles: 1) Marcador de peso (100-bp DNA Ladder, Promega Corp.), 2) Purple Russian (i-3/i-3)-no digerido-,
3) Purple Russian digerido, 4) NC-EBR-8 (I-3/1-3) -no digerido-, 5) NC-EBR-8 digerido, 6) Hibrido F1 A
(1-3/i-3) -no digerido-, 6) Hibrido F1 A digerido. N6tese que el fragmento de 400 bp de Purple Russian y el de
401 pb de NC-EBR-8 son indistinguibles. Los fragmentos de 165 pb y 143 pb de NC EBR-8 aparecen como
una banda y las bandas mas pequefias no se distinguen. Bandas débiles de todos los tamafios fueron
detectadas en el Hibrido F1 A.
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El marcador CAPS P7-43BF1/R1 fue evaluado utilizando el mismo germoplasma.
Los genotipos resistentes (I-3/1-3) fueron digeridos por la enzima Nsil, resultando dos
fragmentos de aproximadamente 365 pb, los cuales se observaron como un solo
fragmento. Los genotipos susceptibles (i-3/i-3) no fueron digeridos, lo cual resulté en un
fragmento de 730 pb (Figura 2-13).

1,000 pb
750 pb

500 pb

350 pb

Figura 2-13. Fotografia de gel de agarosa, mostrando los resultados de la electroforesis de productos de
PCR con el marcador CAPS P7-43BF1/R1. Fragmentos de PCR digeridos con Nsil en carriles 3, 5,y 7.
Carriles: 1) Marcador de peso (PCR Marker, Promega Corp.), 2) Purple Russian (i-3/i-3) —no digerido-,
3) Purple Russian digerido, 4) NC-EBR-8 (I-3/1-3) -no digerido-, 5) NC-EBR-8 digerido, 6) Hibrido F1 A
(1-3/i-3) —no digerido-, 7) Hibrido F1 A digerido.

Segun lo esperado, el hibrido F1 A, con genotipo heterocigoto (1-3/i-3), present6 dos
fragmentos de 365 pb y 730 pb. Este marcador CAPS fue efectivo para detectar los
diferentes genotipos I-3. Sin embargo, el uso de este tipo de marcadores es mas costoso
gue los marcadores tipo SCAR, por lo que se continud la evaluacion de P7-43DF3/R1y su

aplicacion para la deteccion de la introgresion.

2.5.4. Evaluacion del marcador SCAR codominante P7- 43DF3/R1

Inicialmente, el marcador P7-43DF3/R1 fue evaluado para determinar su efectividad
en la deteccion del gen I-3 y la determinaciéon de los distintos genotipos. Los genotipos
resistentes (I-3/I-3) resultaron en fragmentos de aproximadamente 875 pb, mientras que

los fragmentos de genotipos susceptibles (i-3/i-3) fueron de 650 pb de longitud (Figura
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2-14). De acuerdo a lo esperado, se observaron ambos fragmentos en los genotipos
heterocigotos (I-3/i-3).

1 2 3 4 5 6 7 8§ 9 10 11

1,000 pb
750 pb
500 pb

Figura 2-14. Fotografia de gel de agarosa, mostrando los resultados de la electroforesis de productos de
PCR con el marcador SCAR co-dominante P7-43DF3/R1. Carriles: 1) Marcador de peso (PCR Marker,
Promega Corp.), 2) M82 (i-3/i-3), 3) GMh6330 (i-3/i-3), 4) L40 (i-3/i-3), 5) Purple Russian (i-3/i-3), 6) Fla7547
(1-3/1-3), 7) NC EBR-8 (I-3/1-3), 7) NC123S (I-3/1-3), 8) NC07196 (I-3/i-3), 9) Plum Crimson (I-3/i-3),

10) Hibrido F1 A (1-3/i-3).

Ademés, se evalué el marcador en distintos genotipos, incluyendo lineas
endogamicas susceptibles (i-3/i-3), hibridos comerciales con y sin la resistencia a
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici raza 3 e hibridos portadores del gen de resistencia
I-2 (Figura 2-15).
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Figura 2-15. Evaluacion de lineas e hibridos comerciales con P7-43DF3/R1. Fotografia de gel de agarosa,
mostrando los resultados de la electroforesis de productos de PCR con el marcador SCAR codominante
P7-43DF3/R1. Carriles: 1) Marcador de peso (PCR Marker, Promega Corp.), 2) linea endogamica G-38

(i-3/i-3), 3) Gc171-1 (i-3/i-3), 4) Gcl43-2 (i-3/i-3), 5) Marina (i-3/i-3), 6) Don Raul (i-3/i-3), 7) NC-EBR-8
(1-3/1-3), 8) NC123S (I-3/1-3), 9) Plum Crimson (I-3/i-3), 10) Amelia (I-3/i-3), 11) Hibrido F1 A (I-3/i-3).

Todas las lineas evaluadas y los hibridos portadores de la introgresion del gen 1-2
(El Mohatar et al., 2007) resultaron en fragmentos indicadores del genotipo susceptible

para la introgresion del gen -3, segun lo esperado. Los hibridos comerciales, Plum
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Crimson, Amelia, Crista y Solar Fire (I-3/i-3) resultaron en dos fragmentos de diferentes

longitudes, indicativo del genotipo heterocigoto.

Estos resultados indican que el marcador es eficiente para detectar la introgresion
del gen I-3. Sin embargo, para poder utilizar el marcador para seleccionar materiales
resistentes, es necesario determinar la relacion del marcador SCAR con la ubicacion del
gen I-3 en el cromosoma 7. Para esto, la secuencia de NC123S fue enviada al Dr. David
Jones!, quien junto a su equipo de investigacién, publico un diagrama simplificado de la
region de la introgresion I-3 (Lim et al., 2006). EI Dr. Jones indicé que el marcador
P7-43DF3/R1 se encuentra afuera del segmento del clon BAC que abarca el gen I-3,
desarrollado por el mismo equipo de investigacion. Se estima que el marcador esta a
menos de 1 cM del gen I-3. Es asi como se confirma que el marcador SCAR codominante
P7-43DF3/R1 puede utilizarse en programas de mejoramiento de tomate, para la seleccion
de lineas con resistencia a la marchitez vascular causada por Fusarium oxysporum f. sp.

lycopersici raza 3.

! Plant Cell Biology, Research School of Biological Sciences, The Australian National University, Canberra,
Australia
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2.6. CONCLUSIONES

El trabajo de investigacion realizado para desarrollar un marcador molecular para la
deteccion de la introgresion del gen I-3 en el tomate, resultd en la obtencion del marcador
molecular CAPS P7-43BF1/R1 y el marcador SCAR codominante P7-43DF3/R1. Ambos
marcadores detectan la introgresion y distinguen los genotipos homocigoto resistente
(I-3/1-3), homocigoto susceptible (i-3/i-3) y heterocigoto (I-3/i-3).

El marcador CAPS P7-43BF1/R1, el cual utiliza la enzima de restriccion Nsil, se
puede utilizar para la deteccién de la introgresion del gen 1-3, distinguiendo entre los

diferentes genotipos.

El marcador P7-43DF3/R1 fue evaluado en cultivares, lineas e hibridos con
genotipos conocidos para el gen I-3 y los resultados se obtuvieron segun lo esperado.
Ademas, la informacion brindada por el Dr. David Jones indicé que este marcador se
encuentra cerca de la region del gen I-3 en el cromosoma 7 del tomate. Debido a que aun
no se ha desarrollado un marcador SCAR codominante que detecte la introgresion del gen
I-3 (sea larga o corta), para ser aplicado en los programas de mejoramiento de tomate que
utilizan la seleccion asistida por marcadores moleculares, esta investigacion podria ser un

aporte importante para esos programas.
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2.7. RECOMENDACIONES

El marcador molecular SCAR codominante P7-43DF3/R1 puede ser utilizado para la
deteccion de la introgresion del gen I-3 en tomate, por su eficiencia en la distincion de

genotipos y su cercania a la region del gen I-3 en el cromosoma 7.

Se recomienda que, antes de aplicarse el marcador molecular en programas de
mejoramiento de tomate, éste se evalle en otro germoplasma, utilizando otros reactivos y
equipo de PCR, puesto que los resultados pueden variar al cambiar las condiciones de la

reaccion.

Por ultimo, se recomienda que se realice un ensayo de campo, en el cual se evalle
el fenotipo de plantas con genotipos determinados con el marcador. El analisis de
varianza de los datos obtenidos en el ensayo, permitiran determinar si el genotipo define la

resistencia y, por ende, si se ha detectado correctamente la presencia del gen.
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3.1. PRESENTACION

Luego de realizar un diagnostico de los problemas principales existentes en el
Laboratorio de Biotecnologia, se priorizaron y se definieron posibles soluciones para
algunos de ellos. Se seleccionaron cuatro problemas y se tomaron de base para la

planificacion y ejecucidn de tres servicios.

El primer servicio consistio en apoyar el mantenimiento y ordenamiento del
Laboratorio, para el cual se realizaron actividades de limpieza y ordenamiento de
materiales, recopilacién de informacion sobre el mantenimiento del equipo del laboratorio
para la elaboracion de un manual de mantenimiento y la biusqueda de informacién sobre
cebadores para la deteccion de enfermedades para ser utilizados en diagndsticos

fitopatoldgicos.

El segundo servicio se realiz6 con la finalidad de divulgar las actividades de
investigacion realizadas en el Laboratorio. Para esto, se elaboraron posters cientificos en
los cuales se presentaron algunos de los resultados mas importantes obtenidos en
distintos proyectos de investigacion. Los posters fueron presentados en diferentes

eventos cientificos y en la Facultad de Agronomia.

La mayor parte del trabajo realizado fue en apoyo al proyecto de investigacion
FODECYT 54-2007, por medio de la aplicacion de técnicas y métodos para analisis
moleculares de tejido vegetal y el cumplimiento de algunas funciones administrativas, por
lo que constituyo el tercer servicio. Cabe mencionar que, durante el periodo comprendido
entre el 14 de junio al 3 de agosto, se realizd un viaje a la Universidad de Wisconsin-
Madison, para recibir una capacitacion por medio de la investigacion en el uso y aplicacion
de técnicas de Biologia Molecular para la deteccion de introgresiones de genes de

resistencia en plantas de tomate.
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3.2.

3.2.1.

3.2.2.

SERVICIO 1: APOYO AL MANTENIMIENTO Y ORDENAMIE NTO DEL
LABORATORIO DE BIOTECNOLOGIA

Objetivos

Objetivo general

Mejorar las condiciones fisicas y los recursos técnicos del Laboratorio de

Biotecnologia de la Facultad de Agronomia.

Objetivos especificos

Ordenar el equipo y material de trabajo en areas especificas del Laboratorio.

Definir claramente el tipo de mantenimiento necesario para el equipo.

Realizar una busqueda de informacion sobre cebadores de PCR para su aplicacion

en actividades de diagnéstico fitopatolégico.

Metodologia

Ordenamiento de equipo y materiales del Laborato  rio

Con la colaboracion de todos los investigadores del Laboratorio, se clasificaron la

cristaleria, plasticos, reactivos y demas materiales. Se limpiaron los materiales y el equipo
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y se ubicaron en areas especificas del laboratorio, de tal manera que, de acuerdo a la
actividad que se realizara, se tuviera facil acceso al equipo y los materiales.

Se rotularon los casilleros de acuerdo a los materiales almacenados en su interior y
se desecharon los materiales que ya no eran utiles. El equipo que no se utiliza con
regularidad, se coloco en espacios de poco acceso para evitar que se convirtieran en un

obstaculo para el paso de personas.

Este ordenamiento se realiz0 en espacio de una semana, en la cual ademas se
ordenaron los recursos bibliograficos, como libros de texto, informes de investigaciones,
revistas y articulos cientificos, manuales de mantenimiento de equipo, entre otros, y se dio

una limpieza total al laboratorio.

B. Elaboracién de un manual de mantenimiento del eq  uipo del laboratorio

Se identificé el equipo con mas uso en el laboratorio y se realizé una busqueda de
la informacion de mantenimiento para cada caso, en el manual de uso correspondiente o
en otras fuentes bibliograficas relativas al tema. Luego, se tomaron fotografias digitales
del equipo y se elabor6 el "Manual de Mantenimiento del Equipo del Laboratorio de
Biotecnologia".

C. Compilacion de informacion sobre cebadores para diagnosticos

fitopatolégicos

Se realizd una revision de literatura en manuales de laboratorio, informes de
investigaciones cientificas, articulos y revistas cientificas, especificamente en temas de
Biologia Molecular, sobre cebadores de PCR que permitan la deteccién de algunos de los
patbgenos mas importantes en el pais. Se compild esta informacion en un solo

documento.



78

3.2.3. Resultados

Se ordeno el equipo y materiales utilizados en el laboratorio de acuerdo a su uso
frecuente y su aplicacion. Los materiales almacenados en los casilleros se mantuvieron
en orden durante el periodo de trabajo y su ubicacién fue méas efectiva al haber rétulos
indicativos en la parte exterior. Ademas, fue mas facil la identificacion del agotamiento de
los materiales, por lo que se pudo solicitar la compra de mas materiales antes de que se
terminaran.

Uno de los resultados mas importantes fue el manejo de los desechos de materiales
y la identificacion de areas contaminados con bromuro de etidio, un reactivo utilizado para
la tincion de ADN en geles de agarosa. Este reactivo es dafino a la salud, pudiendo
causar mutageénesis celular (UC Santa Cruz, 2003), por lo que es necesario rotular las
areas contaminadas y desechar por incineraciébn los materiales que lo contienen

(Princeton University, 2008).

Por otro lado, se elaboro el "Manual de Mantenimiento del Equipo del Laboratorio
de Biotecnologia”, el cual contiene la informacion necesaria para darle mantenimiento
regular al equipo. Se describen los pasos a seguir para la limpieza del equipo y se
mencionan los repuestos adecuados en caso sea necesaria una reparacion. Para cada
equipo se muestra una fotografia como se encuentra en el laboratorio y se menciona la

fuente de la cual fue obtenida la informacion.

Finalmente, se realiz6 la compilacion de informacion sobre cebadores de PCR para
diagnosticos fitopatoldgicos, la cual incluyo las secuencias de los cebadores, su aplicacion
y la fuente consultada. ElI documento contiene informacion sobre cebadores para la
deteccion de algunos hongos, bacterias y virus fitopatdbgenos, y algunos nematodos

fitoparasiticos.



79

3.2.4. Evaluacion

Antes de la ejecucion del servicio, se definieron algunas metas para su evaluacion.
La primera fue tener un documento con la informacion necesaria para el mantenimiento
del equipo de laboratorio, con la finalidad de que el acceso a esta informacién fuera
sencillo y la informacion fuera comprensible. Esta meta se logré con la elaboracion del
"Manual de Mantenimiento del Equipo del Laboratorio de Biotecnologia“, en el cual se
identifica el equipo del laboratorio, tal y como se encuentra en el mismo, y se describen los
pasos necesarios para su mantenimiento. Esto sera de gran utilidad para los usuarios del
equipo, investigadores, técnicos y estudiantes, permitiendo que los procesos dentro del
laboratorio, estrictamente los relacionados al cuidado del equipo, sean mas organizados y

estandarizados.

La segunda meta fue tener por lo menos 25% mas de espacio libre para trabajar
sobre las mesas en el laboratorio. Al inicio, las areas de trabajo ya estaban definidas. Sin
embargo, muchos materiales no tenian un espacio especifico para su almacenamiento, ni
existian espacios definidos para los materiales de uso frecuente. El ordenamiento del
laboratorio permitié que estas areas se definieran, por lo que se obtuvo mayor espacio

libre sobre las mesas, resultando en mas comodidad y orden en el trabajo.

Se recomienda que se contrate a un Asistente de Laboratorio, el cual cumpla con
las siguientes funciones: a) hacer limpieza general del laboratorio; b) darle mantenimiento
al equipo con regularidad, segun indicaciones especificas para cada caso; y c) apoyar las
actividades regulares (de rutina) del laboratorio, tales como lavar y autoclavear cristaleria y
plasticos, entre otras. Ademés, se recomienda que se elaboren documentos o
instrumentos en los cuales se expliguen las metodologias a seguir para los distintos
meétodos y técnicas utilizados en el laboratorio, como también realizar capacitaciones
técnicas a estudiantes, profesores o interesados, como parte de la proyeccion y

responsabilidad docente del Laboratorio.
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Por ultimo, con la elaboracién del documento de compilacion de informacién sobre
cebadores de PCR para diagnosticos fitopatoldgicos, se logré apoyar al Laboratorio en
actividades relacionadas a su fortalecimiento para la prestacion futura de servicios, como

parte de la busqueda de alternativas para su autofinanciamiento.

3.3. SERVICIO 2: DIVULGACION DEL LABORATORIO DE BIO TECNOLOGIA DE LA
FACULAD DE AGRONOMIA

3.3.1. Objetivos

A. Objetivo general

Fortalecer el Laboratorio de Biotecnologia por medio de la divulgacion del trabajo

que se realiza en el mismo.

B. Objetivos especificos

Elaborar algunos instrumentos para la comunicacion de los hallazgos cientificos de

los investigadores que trabajan en el Laboratorio de Biotecnologia.

Involucrar a mas personas en los trabajos de investigacion realizados en el

Laboratorio de Biotecnologia.
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3.3.2. Metodologia

Se identificaron algunos resultados importantes de distintas investigaciones que se
realizaban dentro del Laboratorio de Biotecnologia, entre las cuales se encontré el
proyecto FODECYT 54-2007. Teniendo esta informacion, se hizo una sintesis y se ordené
la informacion a exponer en cada caso. Luego se hizo el disefio de los posters, tomando
en cuenta que se buscaba captar la atencidn de las personas que pasaran frente a ellos,
transmitir efectivamente el mensaje y estimular el didlogo sobre el mismo (Erren, 2007).
Luego, el disefio fue revisado por los investigadores involucrados. Finalmente, se hizo la

impresion de los pésters sobre manta vinilica para su posterior exposicion.

3.3.3. Resultados

Se elaboraron tres posters cientificos titulados "Evaluacién de la efectividad
genética de un gen de resistencia (Ty3) a Begomovirus en el tomate" (Figura 3-1A; Garcia
et al., 2008), "Desarrollo de marcadores moleculares CAPS y SCAR para la deteccion de
la introgresion del gen I-3 de resistencia a Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici raza 3"
(Figura 3-2A; Barillas et al., 2008) y "Andlisis genético de una poblacion F, para la
segregacion de dos introgresiones asociadas al padre resistente a Begomovirus, Ge-171"
(Figura 3-3A; Garcia et al., 2008).

El primer poster fue presentado en la Semana de Ciencia y Tecnologia e Innovacion
2008, organizada por el Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia, en el espacio otorgado
a la Facultad de Agronomia (USAC) para su participacion en el componente de
"Investigacion y desarrollo tecnologico” (CONCYT, 2009). El segundo poster se presentd
en el Il Encuentro Panamericano de Ingenieros Agronomos, "Agricultura y Comercio,
Alimentos y Riqueza de las Naciones”, Guatemala, 2008, como también en la cartelera del

Instituto de Investigaciones de la Facultad de Agronomia. EI Udltimo péster no fue
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presentado en ninguna reunion cientifica. Sin embargo, servira para futuras exposiciones

en actividades de divulgacion de la investigacion cientifica, similares a las anteriores.

3.3.4. Evaluacién

Se divulgaron las actividades realizadas en el Laboratorio de Biotecnologia por
medio de la elaboracion y presentacion de poésters cientificos. Se tuvo la oportunidad de
gue las personas que participaron en los distintos eventos en los cuales fueron
presentados los posters, conocieran algunos de los resultados mas importantes obtenidos

por medio de la investigacion relacionada a la Biologia Molecular.

Este medio de comunicacion es importante en la comunidad cientifica y la
elaboracion de estos instrumentos, que permiten dar a conocer los resultados de
investigaciones, es Util para el desarrollo de la ciencia y tecnologia, ya que se alcanza a un
publico interesado en la investigacion y puede aportar a la generacion de nuevas

investigaciones que involucren a otros investigadores.
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SERVICIO 3: APOYO TECNICO Y ADMINISTRATIVO AL PROYECTO FODECYT
54-2007

Objetivos

Objetivo general

Dar apoyo técnico y administrativo al proyecto FODECYT 54-2007 durante el primer

afo de su ejecucion.

Objetivos especificos

Realizar actividades de laboratorio para el analisis molecular de plantas a evaluar
en el proyecto FODECYT 54-2007.

Realizar actividades administrativas de gestion y control para el proyecto FODECYT

54-2007.

Metodologia

Analisis moleculares de plantas

De acuerdo a los objetivos del proyecto y las actividades programadas para su

ejecucion, se realizaron analisis moleculares dentro del laboratorio, en colaboracion con la

Inga. Agr. Brenda Garcia, investigadora adjunta. Estos analisis estuvieron dirigidos hacia
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la deteccion de los genes Ty-2, Ty-3, Ty-3a y Ty-4, de resistencia a Begomovirus en

plantas de tomate.

Para la deteccion de los distintos genes, se inicié con la extraccion de ADN de tejido
foliar fresco, para la cual se utilizé el Kit de Extraccion MasterPure™ Plant Leaf DNA
Purification Kit (EPICENTRE® Biotechnologies, Madison WI). Luego se llevé a cabo la
técnica de PCR, utilizando los cebadores TO302F/Ty2R1 para la deteccion del gen Ty-2,
P6-25F2/R5 para la deteccidn de los genes Ty-3y Ty-3a 'y DM6-Ty4F1/R1 para detectar el
gen Ty-4. Finalmente, los fragmentos amplificados se separaron por electroforesis en
agarosa al 1.5%, tincion con bromuro de etidio y visualizacion en un transiluminador de luz
UVv.

B. Apoyo a la administracion financiera del proyect o FODECYT 54-2007

Durante el periodo comprendido entre el 1 de febrero y el 31 de noviembre de 2009,
se llevaron a cabo actividades relacionadas con la administracion financiera del proyecto
FODECYT 54-2007, tales como la elaboracion de informes mensuales de actividades
realizadas, colaboracion en la elaboracién de informes técnicos trimestrales, solicitudes
mensuales de incentivos a la investigacion cientifica en el proyecto, solicitudes de compra

de materiales y gestion de viaticos al extranjero.

3.4.3. Resultados

A. Andlisis moleculares de plantas

Uno de los componentes del proyecto FODECYT 54-2007 es la separacion de los
genes Ty-3a y Ty-4. Para lograr esta separacion, se sembro la generaciéon F2 de un

hibrido resultante del cruce de la linea resistente G¢c171-1, portadora de los genes Ty-3ay



85

Ty-4, con una linea susceptible (ty-3/ty-3;ty-4/ty4). Se determino el genotipo de 77 plantas
F2, con relacién a la presencia de ambos genes (Cuadro 3-1). Para el gen Ty-3a se
encontraron 17 plantas homocigotas dominantes (Ty-3a/Ty-3a), 12 homocigotas recesivas
(ty-3/ty3) y 48 heterocigotas (Ty-3alty-3). Mientras que para el gen Ty-4 se encontraron 10
homocigotas dominantes (Ty-4/Ty-4), 42 homocigotas recesivas (ty-4/ty-4) y 25
heterocigotas (Ty4/ty4) (Mejia, 2008).

Cuadro 3-1. Resultados de analisis molecular para 77 plantas F2 provenientes de hibridos portadores de los
genes Ty-3ay Ty-4 (Mejia, 2008).

Genotipo Genotipo Genotipo Genotipo

Planta para TE)/S para T54 Planta para TE)/S para T54
L1 Ty3a/Ty3a ty4d/ty4 L40 Ty3a/ty3a ty4d/ty4
L2 Ty3a/Ty3a Ty4lty4 L41 Ty3al/ty3a tyd/ty4
L3 Ty3a/ty3a ty4d/ty4 L42 Ty3a/ty3a ty4d/ty4
L4 Ty3a/Ty3a | Ty4lTy4 L43 Ty3a/ty3a ty4d/ty4
L5 Ty3al/ty3a Ty4lty4 L44 Ty3al/ty3a tyd/ty4
L6 ty3a/ty3a Ty4/Ty4 L45 ty3a/ty3a tyd/ty4
L7 Ty3a/Ty3a ty4d/ty4 L46 Ty3a/ty3a ty4d/ty4
L8 Ty3a/Ty3a tyd/ty4 L47 Ty3a/Ty3a tyd/ty4
L9 Ty3a/Ty3a tyd/ty4 L48 Ty3al/ty3a tyd/ty4
L10 Ty3a/ty3a Ty4lty4 L49 Ty3a/ty3a ty4d/ty4
L11 ty3al/ty3a ty4d/ty4 L50 Ty3a/ty3a ty4d/ty4
L12 Ty3al/ty3a Ty4lty4 L51 Ty3a/Ty3a tyd/ty4
L13 Ty3al/ty3a Ty4lty4 L52 Ty3al/ty3a tyd/ty4
L14 Ty3a/ty3a ty4d/ty4 L53 Ty3a/ty3a ty4d/ty4
L15 Ty3a/ty3a Ty4/Ty4 L54 Ty3a/Ty3a ty4d/ty4
L16 Ty3a/ty3a Ty4lty4 L55 Ty3a/ty3a Ty4/Ty4
L17 ty3a/ty3a tyd/ty4 L56 Ty3al/ty3a Ty4lty4
L18 Ty3a/Ty3a Ty4/Ty4 L57 Ty3a/Ty3a tyd/ty4
L19 Ty3a/Ty3a ty4d/ty4 L58 Ty3a/ty3a Ty4lty4
L20 Ty3al/ty3a tyd/ty4 L59 ty3a/ty3a Ty4lty4
L21 Ty3al/ty3a Ty4lty4 L60 Ty3al/ty3a Ty4lty4
L22 Ty3a/ty3a ty4d/ty4 L61 Ty3a/ty3a ty4d/ty4
L23 Ty3a/ty3a ty4d/ty4 L62 Ty3a/ty3a ty4d/ty4
L24 Ty3al/ty3a tyd/ty4 L63 Ty3al/ty3a Ty4lty4
L25 Ty3a/Ty3a Ty4lty4 L64 Ty3al/ty3a tyd/ty4
L26 Ty3a/ty3a Ty4lty4 L65 Ty3a/Ty3a Ty4lty4
L27 Ty3a/Ty3a Ty4lty4 L66 Ty3al/ty3a Ty4lty4
L28 ty3a/ty3a Ty4lty4 L67 Ty3al/ty3a Ty4/Ty4
L29 Ty3a/ty3a ty4d/ty4 L68 Ty3a/Ty3a ty4d/ty4
L30 ty3al/ty3a Ty4/Ty4 L69 Ty3a/ty3a ty4d/ty4
L31 Ty3al/ty3a tyd/ty4 L70 Ty3al/ty3a tyd/ty4
L32 Ty3a/ty3a Ty4lty4 L71 Ty3a/ty3a ty4d/ty4
L33 ty3a/ty3a Ty4/Ty4 L72 Ty3al/ty3a tyd/ty4
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El analisis estadistico de los resultados obtenidos de las plantas F2 (Cuadro 3-2)

L34 ty3alty3a ty4ity4 L73 Ty3a/Ty3a ty4ity4
L35 Ty3al/ty3a Ty4lty4 L74 ty3a/ty3a ty4/ty4
L36 ty3a/ty3a Ty4/Ty4 L75 ty3a/ty3a ty4d/ty4
L37 Ty3alty3a Ty4lty4 L76 Ty3a/ty3a Ty4lty4
L38 Ty3alty3a Ty4lty4 L77 Ty3al/ty3a Ty4lty4
L39 Ty3al/ty3a Ty4/Ty4

indico que el gen Ty-3a presenta una segregacion Mendeliana normal de 1:2:1.

embargo, los resultados para el gen Ty-4 muestran una segregacion anormal, con un

déficit de los genotipos portadores de este gen, lo cual indica la presencia de factores

negativos que afectan la fertilidad asociados a la introgresién del gen (Mejia, 2008a).

Cuadro 3-2. Segregacion de las introgresiones correspondientes a Ty-3a y Ty-4 en una poblacién F2

(Mejia, 2008a).

Introgresion I—:jomc_x:lgota Heterocigota Homou_gota Total X? Valor de p
ominante recesivo
Ty-3a 17 48 12 77 5.42 0.05-0.1-
Ty-4 10 24 43 77 38.37 <0.005
Esperado 19 38 19 1:2:1

Se conservaron 12 plantas F2, para su posterior evaluacion de campo en la
generacion F3. Previo a llevarlas al campo, se verifico su genotipo (Cuadro 3-3) y se
encontraron diferencias en el genotipo de 5 familias.

fueron evaluadas para determinar su fenotipo en el campo para luego determinar el grado

de correlacion del genotipo y el fenotipo (Mejia, 2008b).

Sin embargo, todas las familias




Cuadro 3-3. Genotipo de 12 familias F3, portadoras de los genes Ty-3a y/o Ty-4 (Mejia, 2008b).

Genotipo obtenido Genotipo Genotipo obtenido Genotipo

Fam esperado Fam esperado
Ty3a Ty4 Ty3a Ty4 Ty3a Ty4 Ty3a Ty4

L6 ty3/ty3 | Ty4/Ty4d| ty3/ty3 |Ty4/Tyd| L36 ty3/ty3 | Ty4/Ty4 | ty3ity3 |Tyd/Ty4d
L7 |Ty3a/Ty3a| tyd/tyd | Ty3a/Ty3a | tydityd | L4A7 |Ty3a/Ty3a | Tydl/ty4d | Ty3a/Ty3a | tydltyd
L8 |Ty3a/Ty3a| Tyd/tyd | Ty3a/Ty3a| tyd/tyd | L51 |Ty3a/Ty3a| tyd/tyd |Ty3a/Ty3a| tydity4
L9 |Ty3a/Ty3a| tyd/tyd | Ty3a/Ty3a| tyd/tyd | L54 |Ty3a/Ty3a | Tydl/ty4d | Ty3a/Ty3a | tydltyd
L17 ty3/ty3 | Tyd/tyd | ty3/ty3 tyd/tyd | L57 |Ty3a/Ty3a| Tydl/tyd | Ty3a/Ty3a| tydity4
L30 ty3/ity3 | Ty4/Ty4| ty3/ty3 |Ty4/Tyd| L68 |Ty3a/Ty3a| tyd/tyd |Ty3a/Ty3a| tyd/tyd
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*Los cuadros sombreados muestran las familias con diferencias entre el genotipo obtenido y el genotipo
esperado.

Otros componentes del proyecto estan relacionados con la sobreposicion de genes

de resistencia en una misma linea. Para esto, se realizaron varios cruces, uno de los

cuales fue entre la linea resistente Gh13, portadora del gen Ty-3 y la linea CLN2116,

portadora del gen Ty-2. Las plantas F1 fueron sembradas para la obtencién de semilla F2

y se inici0 la determinacion de sus genotipos, utilizando los marcadores moleculares

correspondientes (Figura 3-4) para encontrar al menos tres plantas con los genotipos
esperados Ty-2/Ty-2, ty-3/ty-3; ty-2/ty-2, Ty-3/Ty-3; Ty-2/Ty-2, Ty-3/Ty-3; y ty-2/ty-2,
ty-3/ty-3. El Cuadro 3-4 muestra los resultados obtenidos del andlisis de 57 plantas F2
(Mejia, 2008Db).

Fig. 3-4. Fotografia de gel de agarosa al 1.5%, de fragmentos de ADN producidos por PCR con los

cebadores P6-25F2/R5. Carriles: 1) F1 (ty-3/ty-3), 2) F2 (Ty-3/Ty-3), 3) F3 (Ty-3/ty-3), 4) F7 (Ty-3/ty-3),

5) F8 (Ty-3/ty-3), 6) F9 (ty-3/ty-3), 7) F10 (Ty-3/ty-3), 8) Gh13 (Ty-3/Ty-3), 9) W173 (ty-3/ty-3) (Mejia, 2008b).
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Cuadro 3-4. Genotipos de 57 plantas F2 del cruce Ghl13 X CLN2116, para los genes Ty-3 y T-y2
(Mejia, 2008b).

Planta | Genotipo Ty3 |Genotipo Ty2 Planta Genotipo Ty 3 | Genotipo Ty2
F1 Ty3/Ty3 Ty2/Ty2 F31 Ty3/ty3 Ty2/ty2
F2 Ty3/Ty3 ty2/ty2 F32 Ty3/ty3 Ty2/ty2
F3 ty3/ty3 ty2/ty2 F33 ty3/ty3 Ty2/ty2
F5 ty3/ty3 Ty2/ty2 F34 Ty3/ty3 Ty2/ty2
F6 ty3/ty3 Ty2/ty2 F35 Ty3/ty3 ty2/ty2
F7 Ty3/Ty3 Ty2/ty2 F36 Ty3/ty3 Ty2/ty2
F8 ty3/ty3 ty2/ty2 F37 Ty3/ty3 Ty2/ty2
F9 ty3/ty3 Ty2/Ty2 F38 Ty3/Ty3 Ty2/Ty2

F10 Ty3/ty3 ty2/ty2 F39 Ty3/ty3 Ty2/ty2
F11 Ty3/ty3 Ty2/ty2 F40 ty3/ty3 Ty2/ty2
F12 Ty3/ty3 Ty2/ty2 F41 ty3/ty3 Ty2/ty2
F13 Ty3/ty3 ty2/ty2 F42 Ty3/Ty3 Ty2/ty2
F14 Ty3/ty3 Ty2/ty2 F43 Ty3/ty3 ty2/ty2
F15 Ty3/ty3 ty2/ty2 F45 Ty3/ty3 Ty2/Ty2
F16 Ty3/ty3 Ty2/ty2 Fa7 Ty3/ty3 Ty2/Ty2
F17 Ty3/ty3 Ty2/ty2 F48 Ty3/ty3 Ty2/ty2
F18 Ty3/ty3 Ty2/ty2 F49 ty3/ty3 Ty2/ty2
F19 ty3/ty3 ty2/ty2 F50 Ty3/ty3 ty2/ty2
F20 Ty3/ty3 Ty2/Ty2 F51 ty3/ty3 Ty2/ty2
F21 Ty3/ty3 ty2/ty2 F52 Ty3/Ty3 ty2/ty2
F22 ty3/ty3 Ty2/ty2 F53 Ty3/ty3 Ty2/ty2
F23 Ty3/ty3 Ty2/ty2 F54 Ty3/Ty3 Ty2/ty2
F24 Ty3/ty3 Ty2/ty2 F55 Ty3/Ty3 ty2/ty2
F25 Ty3/ty3 ty2/ty2 F56 Ty3/ty3 ty2/ty2
F26 Ty3/ty3 Ty2/ty2 F57 ty3/ty3 Ty2/ty2
F27 Ty3/ty3 Ty2/ty2 F58 ty3/ty3 Ty2/ty2
F28 Ty3/ty3 Ty2/ty2 F59 ty3/ty3 Ty2/ty2
F29 ty3/ty3 Ty2/ty2 F60 Ty3/ty3 Ty2/Ty2
F30 Ty3/ty3 Ty2/Ty2

*Los cuadros sombreados corresponden a plantas seleccionadas para transplantar y
obtener semilla F3.
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B. Detalle administrativo-financiero del proyecto F ODECYT 54-2007

Durante el periodo comprendido entre el 1 de febrero y el 31 de noviembre, se
elaboraron 10 informes mensuales de actividades, en los cuales se describieron los
resultados obtenidos en el laboratorio durante cada mes; se colaboré en la elaboracion de
tres informes técnicos trimestrales, en los cuales se informé de los avances en el
cumplimiento de los objetivos del proyecto; se realizaron 10 solicitudes de pago de
incentivos a la investigacion realizada por el equipo de trabajo del proyecto, para lo cual se
presentaron los informes mensuales de cada investigador, una factura contable por
prestacion de servicios técnicos para la investigacion, una carta de solicitud de pago de
incentivos y la planilla correspondiente. Ademas, se solicitd, administrd y liquido una caja

chica durante el mes de agosto.

Por otro lado, se solicitd la compra de reactivos y materiales necesarios para
analisis por PCR. Estas solicitudes se realizaron por medio de la presentacion de una
requisicién con formato definido y tres cotizaciones de distintos proveedores. Luego de
autorizada la compra, ésta se confirmo6 a los proveedores y se presentaron las facturas
respectivas para el pago. Adicionalmente, se realizé la solicitud de compra de dos boletos
aéreos y la solicitud de viaticos al exterior para viajar, junto a la Inga. Agr. Brenda Garcia a
la Universidad de Madison-Wisconsin, para recibir capacitacion en técnicas de Biologia
Molecular por medio de la investigacion, en el laboratorio del Dr. Douglas P. Maxwell, en el
Departamento de Patologia Vegetal. Para esto, se presentaron las requisiciones
correspondientes, tres cotizaciones de boletos aéreos, una carta de invitacion por parte del
Dr. Douglas P. Maxwell a participar en la capacitacion, una carta de respuesta en
aceptacion a la invitacion y un programa de actividades a realizar. Al retornar, se presento

la liquidacion de viaticos.

Todos los documentos mencionados fueron presentados a la Secretaria Nacional
de Ciencia y Tecnologia (SENACYT) y se archivaron en el laboratorio para el uso de los

investigadores del proyecto.
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3.4.4. Evaluacion

Se logré cumplir con las actividades programadas para el proyecto FODECYT
54-2007 en el periodo del 1 de febrero al 31 de noviembre de 2008. Las actividades
realizadas en el Laboratorio de Biotecnologia resultaron en el avance positivo del
proyecto, pudiendo cumplir con la programacion de actividades dirigidas a la evaluacion de
la efectividad de los distintos genes de resistencia a Begomovirus en plantas de tomate.
Ademas, las actividades administrativas fueron realizadas de acuerdo a lo requerido por la

SENACYT, por lo que no hubo inconvenientes para la ejecucion financiera del proyecto.
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FIGURAS

BOLETA DE ENTREVISTA

Objetivo: con esta boleta se pretende recopilar la informacién necesaria para la elaboracién de un
anélisis FODA del Laboratorio de Biotecnologia de la Facultad de Agronomia, USAC en relacién al
programa de mejoramiento genético de tomate para la resistencia a geminivirus.

Nombre del entrevistado:

Cargo: Fecha:
Cuestionario
-FORTALEZAS-
1. ¢Cuéles han sido los mayores logros en los tltimos cinco afios?
2. ¢Cémo se han aprovechado esos logros?
8. ¢Qué acciones son necesarias para aprovechar los logros?
4. ¢Cuéles son las principales fortalezas del equipo de investigacién?
5. ¢Cémo se han aprovechado esas fortalezas?
6. ¢Coémo se pueden aprovechar esas fortalezas desde el punto de vista operativo y estratégico?
7. ¢Con qué recursos se cuenta? (Equipo, recursos humanos, recursos financieros, activos
intagibles)
-DEBILIDADES-

8. Cuadles han sido las principales deficiencias durante los tltimos cinco afos?
9. Qué medidas se deben tomar para reducir el efecto de estas desventajas?
10. ¢Cudles son las principales debilidades del equipo de investigacién?

11. ¢Cémo se pueden corregir o reducir al minimo sus efectos?

12. ¢Qué recursos son necesarios aun?

-OPORTUNIDADES-

13. ¢Qué factores externos fundamentales favoreceran al equipo en los préximos cinco afios?
(econémicos, politicos, reguladores, demogréficos, competitivos)

14. ¢Cudles son las oportunidades al alcance del equipo en los préximos cinco afos?

15. ¢Qué se puede hacer para aprovechar esas oportunidades?

-AMENAZAS-

16. ¢Cudles son los factores externos que puedan afectar negativamente al seguimiento, continuacién
e inicio de nuevas investigaciones en los préximos cinco afios?

17. ¢Qué se puede hacer para enfrentarlas o disminuir sus efectos?

18. ¢Cudles son las tareas mas importantes que se enfrentaran en los préximos cinco afos?

Figura 1-1A. Boleta de discusion para sesién de trabajo FODA.
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FACTORES
INTERNOS

FACTORES
EXTERNOS

Lista de Fortalezas
F1.
F2.

Fn.

Lista de Debilidades
D1.
D2.

Dr.

Lista de Oportunidades
O1.
02.

Op.

FO (Maxi-Maxi)
Estrategia para maximizar
tanto las F como las O.

1. X000 XX
(01, 02,F1, F3..)

DO (Mini-Maxi)

Estrategia para minimizar las
0y maximizar las Q.

1. XOO0O0O00000OO0CNNX
(01,02, D1,D3,..)

Lista de Amenazas
A1l.
A2,

Aq.

FA (Maxi-Mini)
Estrategia para maximizar las
fortalezas y minimizar las
amenazas.

1. X000 XX XX XXX
(F1, F3, A2, A3, ...)

DA (Mini-Mini)

Estrategia para minimizar

tanto las A como las D.

1. 0000000000000
(D1, D3, A1, A2, A3, ...)

Figura 1-2A. Matriz FODA para definir alternativas estratégicas (Instituto Politécnico Nacional, 2002).
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Figura 2-1A. Esquema del proceso de la reaccién en cadena de la polimerasa (lowa State University, 2005).
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Figura 2-2A. Cromosoma 7 del tomate (Hemming et al., 2004).



99

.
[cM] d1cH
i SSR2dl £
33RAE 42 GO0 TG183
TGEL 42 0000 fTOE-9-03 @
42 . 0 o eTOS-18-H13 ®
gz, 2ofon CZ_AtZg20600 @
201 T1428 \ /
Ti067 —_ g B0y ._EE_HtSEEj.E?':' &
cLED-22-Ka i
TG252 _
il TOE37A 473 . Q0000 TGLFO
T1510 ﬂa.um-‘-mr:, TG12E &
CZ_ftlsd 7200 4-.'.-.'.]":'JIZ.II':I'.HI TOaE] &
43 . 0000 TGE37 @
3.():::()::-& TOF-21-J12 #
Ti624 43 L G000 Z_AtZZ0E30 @
ol 3, 00000 ?_At3gz1820 @
16216 43, 0000 “P7L#
3 & (IR0 T1329 l
T1366 g L 000
TG435 7 OG0 TGE'J.? l
ik 43 o \CTEd @
T1255 3, K000 1THZS &
cLEX-13-115 43 o0 \THOE @
43, oo N\ C2_Atlgn3szo @
o545 /
pr Rk !
ol 43, 3000 \ 2_At2gZ0560 @
43, B0 ) TOB-5-DZ22E @

ddi

Figura 2-3A. Region del cromosoma 7, comprendida entre el marcador TG183 y TG639. En base a las
secuencias de los marcadores encontrados en esta region se hizo el disefio de cebadores (Tomato-EXPEN
2000 Map; www.sgn.cornell.edu).



100

Evaluacion de la efectividad genética de un gen de
resistencia (Ty3) a Begomovirus en el tomate

Brenda E. Garcia C., Ana Cristina Barillas P., Rudy E. Teni C., Luis Mejia (Facultad de Agronomia, USAC),
Douglas Maxwell (Department of Plant Pathology, University of Wisconsin-Madison)

General

Figura 3-1A. Imagen del péster cientifico "Evaluacion de la efectividad genética de un gen de resistencia
(Ty3) a Begomovirus en el tomate".
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Figura 3-2A. Imagen del pdster cientifico "Desarrollo de marcadores moleculares CAPS y SCAR para la

iraza 3".

Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici

laa

deteccioén de la introgresion del gen I-3 de resistenc



102

*887-££7:G69 "MOH BIDY "SPOLIaW UOHDISQ Paseg-yNQ O IuaWdo]aAa( PUB BILISWIY |e3US) UL SasnIiAOWOoSag
Bul123)u|-0]BWO] JO UOKRZLI3IIRIRYD JRINIDI0W ‘G007 d'd ‘NAaMXBW A [ ‘Uelyseryle)y ‘¢ ‘Zaliwey ‘] ‘elfaw ¥ ‘UOSU210S “*) ‘W ‘BluyeN
“29¢-£v€ “d ‘epuejoH ‘Qydaupioq UaBuuds ‘aoue)sISaL 10) Sulpaalq ‘A5o)olq Jejndajow
‘JusWaBFeURLY 135LISIP SNIIA 1N Je3) MOJ134 03ewo] (*Pa) %3UsS0Z) “H U] “S3SNILAOWOES BULIIS)UI-0JeW0) BY) JO SISQUISW 0} SUISISS
BULII91UOD 120] D119USF JO LOIIEIO0] PUR ‘92UR)LIBYUL ‘@IUR]SISAI JO SBDIN0S "2/00Z 'd"d ‘NOMXeW A “F ‘Weyelo ‘d ‘UoSUBH “M'[ ‘13005 “A ‘I

“p8Z-1£7:07 BUIPISIG "1OW "0ILWIO} JO § BWIOSOUIOIYD UO |-A] SN0}
BDURISISA SNUIA 1IND JB3) MO]|2A 0JBWO] SY3 JeaU SND0] SDUBISISAI SNIAOWOES] € ‘g-AL *GL00Z "M'I 93095 A '[*@ 483sNyds “*A “If

©97-G7: /G dooyonauan ojewo]

-3day “0JBUIOY JO § SUOSOLIOIYD JO WD GZ I8 SSUINLYD WNUR|OS WO} 190] eE-AL PUB £-AL BU) JO UOII3IAP J0J SINIRW YIS JURUILOD
-0 "BZ00Z 'd'Q NIMXeW A “P W A3ABH “M'T 91006 7 ‘eifaw L' ‘Uniew ‘) “Uasua( “*p ‘539w °g Aea)1ag URA S ‘SMES A ‘I
ISYIDNUIATY

| “(LAONOD) etBojouday |
Aedual) op JeuoideN ofasuo) 19 Jod eilay e opesiolo ‘/0-i+S 1A23q04 012940id 19 Jod
A ejRWAIEND 3P SO)IR) URS Sp peplsiaAlun e Jod ajued us opeldueuly any 03094oud 9153

SOLNIIWIDONODIY

‘opeJadss |e JoAew any -4}
eJed sojos1oowoy sod1jouss soy sopo) us sejued ap osswinu 13 A eqeladss as anb
0] 9p Jouaw anj -A] uolsaidoulul e uelusy snb sodijouss soy sopoy uod sejueid ap
osswnu |3 *(Z eyqel) epesadss uoldiodo.d e) uod olpuodsaliod ou sajusipusdapul

FeUlUBWS} 063 $31ped $0] 3p Eiaiblens 1eZiian e Uoanpoid as saJopedJew sop ap elduaiay e) eed sodijouss ¢ so) eJed sejueld sp osswnu 13

se)uwas secod A %0/ 19p UOLORULWISS BUN USUSL) OPRUOLIUSW 9JNID |3p ‘4 Se|IWasS
se) (1l {(%09 91uswepewixoide) ofeq uoeulw.as ap alejusdiod un usual) selso
A seqiwas secod usualy |/ 29 ap soindy (1 :e3siA ap ojund 33se uekode sajeuoldipe
S9UOIDRAISSCO SO “B]|IWSS B] Sp UOIDRULWLISS A B])IWSS B) 9p Zaunpew ‘sojawes
S0 9p peplilqela e) eled s03.193919p soj91e Jeyiod agap ‘opus Jod ‘A saqela seymue)d

*91uswallany opejuawa.dul any (A1/$A1) AL uolsausojul
e) uis sejueld op osswnu 19 A sjuswalian) oplonpal anj AL uolsalSosuL B)
uod sase) se) ua sejueld ap ouswnu 13 *(600°0> =d ‘££°8€ = X) L:Z:) 9p epeiadsd
uoto.uodoud e) e ugioe)al us ajqeidadeul any AY/#A) A $AY /1AL ‘pAL /1AL sodilouss
s0] eted $-A] ugisaiBo.ajul ) 9p uoLoesalses el *(1°0-60°0 = d ‘Tk'G = X) L:TL

ap epeuadsa uordiodoud e) e 9)qeidade ewioy ap uotalpuodsaliod gA1/ €Ay ‘gA1/eg

Sp ouawnu 19 aAnulwsip $-AL uolsaiSosyul e] anb uss odaded ‘uolsm)ouod uj
-AL ‘eg-A) yeg-AL sodijouss so) eaed sejueld ap ouswnu 19 ‘eg-A| uolsaisosul

e) eled ‘(] e)qel) uoisauSoljul eped esed sepezijeue uolany 4 sejueyd /7 se
TS TorT S or ozlorl S orT S opeiadsg ) eied () elqel) ug p pezi I 1d L seT
G00°0> | §°0S |9 | C| ¥ S 8|S |LL ¥ | ¢ |openssqO NOISNDSIA A SOAVLINS3IY
dap o0y (99|98 |88 99 a8 | 89|99 qd | @g
10]BA X 19911 oo | pe | e ey ey |ey |VV VV|VV *sauo|sa.150.3ul se) ap odijouas |9 eied
z <
13 uo1e1qod €] US 0d1IOUSS Bpe> eled seyueld 9p 0JBWNN -7 BlqeL sepezijeue uoany °4 sejueld sey A ‘(uolsaidoijul eunsuiu) Yo x.ﬁwco._mm_mobc_
’ . seque) |/ |29 92n1d 19p olpaw Jod epeaud any ‘4 uoloegod eun :ewsejdowian
GZ[G[OL[G 0L 0c[OL][ S OL[G | opeladsa] b | el
50005 | 508 7.9z % Sz 81 S 1t v | z |opemesqo 0102030.4d 12 eued) LYpAL-€d A L4PAL-Ed YDd SP S9J0pegad SO) U0 BpR}IISP
dap qq|ag|gg aq qa|gg|aq qg|ag 19s apand ‘g ewosowodd 19 ud ‘p-Al uolsalsosul e *(£00Z 1B 19 If) GYST
107 X 180l | ool e | e ey ey |ev vy vv|wv -9d A 745Z-9d ¥Dd 2p s210peqad ap Jed 13 U0 BPRIISISP SN} § BLIOSOWOID 19 UD
eg-A1 UQISDI50.43UL BT :SJUBULWOP-0D Yy SSIopediew so) eted ¥Jd Sp 0102030.4d
“uoloe)qod eun ua yA| A eEA| SOUOLSDI50.1UL SB) P UOLDRSaIES *| BIqRl SOQOLIW A STTVIHILYW

.m:._.—>OEOmmn eepuajsisaleje r_mv._mw._mo.hur__ Bped ap uoldngLijuod ej Jenjeis eJed sauolsalfoljul

Se] 9p Bun 93USWEedLUN UoJalAN] anb 4 seljiwey se)jo.liessp esed opelolul any 03294o0ud un ‘L7139 e Sepeldose sauolsa.u50.jul sop eiqey anb ej  “(sopediignd ou sojep
‘Namxew d @ A etlaw ) eewsaiens us odwed ap SOABSUS US BIDUSISISSL 9P 011€ |9ALU UN SUdL) ‘9juswetauss A (00T ‘1€ 19 RIYNEeN) sojlledlq SNIlAOWOSaq © BIOU)SISa.
e) eJed ‘ejewajens ‘ajeleurs US SAUOLIRIDUIS SI9S ‘souawl e ‘od epeuoldda)as any /129 ‘(sopedlgnd ou sojep ‘33035 M I A N1IamMxew d d ‘If ‘A) #-AL epewe)) ‘g
BWIOSOWOID |3 U3 130 A (/007 ‘©Z007 1219 1f) eg-Al BpRLE)) ‘9 BLOSOWOID 13 US BUN ‘SSU3)LYD WNUR)OS Sp S9)USLUSA0.Id SSUOISIS01IUL SOP SUSLY ‘1 /10D ‘seaul) Se1sa
apeun *(3£00Z ‘'12 319 I) SNIIAOWOSS] B BIDUSISISSI UOD SBILWBS0pUS Seaul] Sp 0]10JJeSSP 18 US SePeZI|IIN OPLS UBY SSUOISSIIR SNS A 918W0) 9P S2J1SA)LS $9129dSS SeLiep

NOQIDONAOYLNI

avsn

VIWONQHOY

Nosiavw

NISNODJSIM

ALISWIAING 3HL

sepeldose SaUols9150.43uUl SOp 9p UOLde8a.I83S
e] eded “4 uoloejqod eun ap 01139Ud8 Sisljeuy
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DESCRIPCION BOTANICA DE Solanum pennellii Correll *

"Habit

Spreading perennial herb, woody at the base, to 1 m tall, to 0.4-0.5 m in diameter. Stems 9-12 mm in
diameter at base, although with some pith even in larger stems, brittle, yellowish-green, sparsely to densely
pubescent, the plants usually glutinous-viscose, the glandular trichomes always present, most frequently
simple uniseriate 1-2-celled trichomes with a multicellular glandular head, , sparsely to densely pubescent
with 6-8-celled uniseriate simple trichomes 1.5-2.5 mm long, these with a unicellular glandular head in some
populations, both lamina surfaces with underlying velvety pubescence of uniseriate simple trichomes to 0.1
mm long.

Sympodial structure
Sympodial units 2-foliate; internodes 1-6 cm long.
Leaves

Leaves interrupted imparipinnate to imparipinnate, (1.5-) 3.5-13 cm long, (1.2-) 2.2-7.5 cm wide, yellowish
green, pubescent like the stems, adaxially almost glabrous in some populations, the trichomes only on the
veins and margins, abaxially the pubescence more abundant but usually the same as that of the adaxial face;
primary leaflets 2-4 pairs, broadly elliptical to orbicular, the base cordate, not markedly oblique, the margins
irregularly crenate to occasionally almost entire, the apex rounded; terminal leaflet usually wider than long,
0.8-3 cm long, 0.8-4 cm wide, the petiolule 0.4-1.5 cm long; lateral leaflets 0.5-5 cm long, 0.4-4.5 cm wide,
the petiolule 0.15-1 cm long; secondary leaflets absent; tertiary leaflets absent; interjected leaflets few or
more usually absent; petiole 0.5-4 cm long; pseudostipules present and well developed on all nodes, 0.5-1
cm long, 0.7-1.5 cm wide, orbicular, the margins crenate.

Inflorescences

Inflorescences 4-11 cm long, simple or once-branched, with 6-15 flowers, bracteate at all nodes, the bracts
0.2-1.5 cm long, 0.2-1.5 cm wide, the margins crenate, peduncle 1-4 (-7) cm long, pubescent like the stems
and leaves. Pedicels 1-2 cm long, articulated at the base. Buds 0.8-1 cm long, 0.4-0.5 cm wide, elongate
ellipsoidal, strongly curved, with the corolla exserted more than halfway from the calyx just before anthesis.

Flowers

Flowers with the calyx tube ca. 0.5 cm long, the lobes 0.4-0.5 cm long, 0.1-0.15 cm wide, triangular to
spathulate, pubescent like the rest of the inflorescence, the apex rounded; corolla 2-2.1 cm in diameter,
pentagonal and slightly zygomorphic with the upper petal longer, golden yellow, the tube 0.7-0.8 cm long, the
lobes 0.6-0.7(-1) cm long, 0.5-0.6(-0.9) cm wide, densely pubescent abaxially with weak uniseriate trichomes,
these more abundant on the midveins and lobe tips, the lobes slightly reflexed at anthesis; staminal column
absent or only partially coherent with lateral papillae, strongly curved, the filaments less than 0.5 mm long,
united into a tube ca. 1 mm long, the anthers 0.6-0.8(-1) cm long, the upper two usually larger and the anther
tube curved, the sterile apical appendage absent, the tips of the anthers with a minute deltate appendage
distal to the introrse pores; ovary globose, glabrous; style 0.9-1 cm long, ca. 0.5 mm in diameter, curved,
finely pubescent in the basal 3/4, exserted 2-3 mm beyond the anthers; stigma large capitate or slightly bifid,
green.

Fruits

Fruit 1-1.3 cm in diameter, globose, 2-locular, green, sparsely to moderately pubescent with uniseriate simple
trichomes with 4-celled and 1-celled glandular tips and eglandular trichomes ca. 0.5 mm long; fruiting

! Extraido de Peralta et al., 2007.
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pedicels 2-2.5 cm long, straight or slightly bent at the articulation; calyx lobes in fruit 0.9-1 cm long, 0.2-0.5
cm wide, spreading.

Seeds

Seeds 1.4-2.4 mm long, 0.7-1.2 mm wide, 0.5-0.6 mm thick, obovate, pale brown, pubescent with hair-like
outgrowths of the lateral testa cell walls, which give a silky appearance to the surface, narrowly winged (0.2
mm wide) at the apex and acute at the base.

Chromosome number
n =12 voucher: LA0716 (TGRC)
Distribution

Northern Peru (Piura) to northern Chile (Tarapaca) in dry rocky hillsides and sandy areas from sea level to
3000 m.

Phenology

Solanum pennellii flowers and fruits sporadically throughout the year in response to moisture, but a flowering
peak occurs in October-November, during the wet, foggy season on the coast.

Phylogeny

Solanum pennellii is a member of the Potato clade (sensu Weese & Bohs, 2007); within the tomatoes and
wild relatives it is the sole member of the “Neolycopersicon group” and is a member of section Lycopersicon.

Commentary

Solanum pennellii, with its compound leaves with almost orbicular leaflets and anther cones (tubes) with
lateral hairs connecting the anthers but without a sterile apical appendage, is easy to distinguish from all
other tomato relatives. Carrizo Garcia (2003) recognized S. pennellii in the genus Solanum, and the other
species of sect. Lycopersicon in the genus Lycopersicon due to this anther difference. In contrast, D'Arcy
(1972) placed S. pennellii in Lycopersicon. The spathulate calyx lobes and slightly zygomorphic flowers are
also unique (in the tomatoes) in S. pennellii. Despite these distinctive characteristics, specimens of S.
pennellii can be confused with S. corneliomulleri, especially when sterile or in fruit. Solanum pennellii never
has the long glandular trichomes characteristic of S. corneliomulleri, but instead has shorter, stickier
pubescence. Pubescence morphs in S. pennellii have been described as subspecific taxa, but the differences
are not consistent either geographically or in terms of habitat, suggesting the trait is of little taxonomic
importance. Interestingly, in more pubescent individuals of S. pennellii, this increase in pubescence extends
to the anthers (interlocking papillae) and may be of interest in further investigations of anther morphology in
the groups (see Glover et al. 2004).

Solanum pennellii is an important component of the lomas vegetation of the west coast of South America in
the desert regions, but also occurs in dry valleys along the western Andean slope. Blooming times of
populations in the lomas and in other habitats appear to differ, with lomas populations blooming in September
to November, coinciding with the foggy season on the Peruvian coast.”
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EJEMPLO DE DISENO DE CEBADORES

PASO 1: Se obtuvo la secuencia del marcador COSII C2_At3g21820 (Figura 2-3a).

PASO 2: Se buscaron secuencias homoélogas en la base de datos de GenBank®. Se
seleccioné la secuencia de Vitis vinifera (AM482072).

PASO 3: Como se muestra en la Figura Al, se disefiaron dos cebadores delanteros
sobre la secuencia conservada de un exon y dos cebadores reversas sobre
la secuencia de otro exon, de tal manera se amplificara un intron. Los
cebadores del primer par se muestran resaltados con color celeste y los del
segundo par con color amarillo.

PAR #1.:
- P7-43F1: AGGGGTTTATGCTGAGACGGATTTCAAAGAAG

- P7-43R1: TTTTGAAGGGCTAGAAGAACATTCTCC

PAR #2
- P7-43F1: GTGCCCAACATCCTTCAAATAAG

- P7-43R1: GAACAATGACTCGACCACATCCTTA

'GenBank, National Center for Biotecnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).
2 Cédigo de accesion en base de datos GenBank (http://www.ncbi.nim.nih.gov/Genbank/index.html).
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emb|AM482072.1] E Vitis vinifera, whole genome shotgun sequence,
contig VV78X133267.12,

clone ENTAYV 115

Length=44451

Sort
alignments for this subject sequence by:
E value
Score  Percent identity

Query
start position Subject start position

Score = 80.6 bits (88), Expect = 8e-12
Identities = 71/90 (78%), Gaps = 0/90 (0%)
Strand=Plus/Plus

Query 274
AGGGGTTTATGCTGAGACGGATTTCAAABABAGCCTTGTCTTGAAGGATCAAATGCT 333

Shjct 41141
AGGYGTCTATGCGGACTCGGATTTTGGAGAAGGRGAGCTTGTCSIBAASTEXCT 41200

Query 334 TGCTG GTGCCCAACATCCTTCAAATRAG363

ORI RRTI
Sbjct 41201 AGTGGGTGCTCAACATTCTTCAAATAAGGT 41230

Score = 60.8 bits (66), Expect = 7e-06
Identities = 68/92 (73%), Gaps = 0/92 (0%)
Strand=Plus/Plus

Query 366
ACTGCTTGGTATGTAGTTATTGTTTCTGCTTTGTTGGGTCTATAGABBTTGGGA 425

Sbjct 41335
ACTGTTTAGTGTGTAGCTTCTGTTTCCRTTTTATTGGCTCCATAGAMATTGGAA 41394

Query 426 GGAAGCTATATTTAGAACAGCTGGGTGTCTCC 457

(T IF 0
Shjct 41395 GGAGACTCTATTTGCAAGGTCTAGGTGTTTCC 41426

Score = 69.8 bits (76), Expect = 1e-08
Identities = 92/129 (71%), Gaps = 0/129 (0%)
Strand=Plus/Plus

Query 499
TGATTCATCTGTTGGTGAAGATGATTCTGATGTAGAAGATCAGCANGGAGBATGR58

Shjct 41486
TGATTCATCTGAGGATGAAGACAATTGTTACATGGAAGAKCATGAGGBATRATG 41545

Query 559
TTCTTCTAGCCCTTCAAGATAAAATTTCTCTC(TAAGGATGTGGTCGAGTCATT 618

Figura Al. Cebadores disefiados a partir de la secuencia de Vitis vinifera (AM482072").

! Cabdigo de accesion en base de datos GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/index.html).




SECUENCIAS DE ADN DE PRODUCTOS DE PCR

SECUENCIAS OBTENIDAS CON PTG183F1/R2

Purple Russian, 13/13 (Secuencia parcial; 3'-5"

CODIGO DE ACCESION EN GENBANK: EU926657

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021

CAATTTACTC TTATTGAAAA ATTGTATAGA GGTAAGCCTA ATGGAGS TGAGGGAAGT
CTTATTAGAC AACTTCAGTT GATTGGGTAT GTGAAGATTG CTATTONAGTCTACTTAG
ATTTCACTAA TGAGGTGGAC TATAACCATG TTCTCTCTAA AGA/GTE GAAATTGATA
AATACCCTAT GAAAATACTC AAGTGGATTG CGAATTTCAA ACTGEMT GAAACATCTA
TAGCCCCTGT GTGGATTCTA GTCCATCAAT TACCATGGCA TCTARBCTGGCGTATCA
TCTCCAAATT AGTAAGTCTT GTGGTAATGT TGCTAAAGTT AAGGITAGATCTACT
TAAACGAAGA TCAGATAAAA ATCTGGTTAG TATTTCATAG ATTGGAE TCTGAAGATG
CTAGGTGGCT AAAAAAAAGT ATGAAAAAGT ACAAAGTTAT AGTETTTIGCAATATCCA
AGGCCATCTC GAATCTCAAT GCAGAAACAA AGCAAGGGAC GATAANMBGCTCAAAA
GGAAGAACAT AACATGAAAG AAACAGAAAT GATCAGACAA TGGIMBTTTGTTTGGA
TTGTGGCATA TAATGAGAGT TCACAAGCCT CATTCTTTCA CCTARNICCATTTGGACA
AAAATTCCTT TCAAGATATC ATCTGTTATG CTTAGATGCT GGAAAAAR ATTCATACAG
ATGTTGCTCT CAAAAAACTG GAAGTTCCTA TCCCCTCAAT ACT@M&GACGAAACTAC
TATGCATTTC TTTGGTAGTA GTCAGATTGC TTATCAAGTT TGGTARTT TTTGTTCAAG
TTGTGGCGTC CCTCTTAAAT TTGGCAACAT TAGAAAAATC GTTITOETGTGGCTTGCT
AAAACTAAGA ATAAGATTCA CAAAGCTTTC ATACAATGTT TGCCTACAATTAGCTGG
CGAATTTGGA AGAGTTAGTA GATATAGTGC TAGATTTGAT AATARXET ATGTCTGCTA

ACTTTATTAG TAAACAGGTG ACCAAGAAAA TGCATATGTC CTTRPAGC TTCTC

NC EBR-8, 13/13 (Secuencia parcial; 3'-5"

CODIGO DE ACCESION EN GENBANK: EU926656

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081

GCCAGCNTGC AATTTACTCT TATTGAAAAA TTGTATAGAG GTAABBO GGATGAGAT
GAGGGAAGTC TTATTAGACA ACTTCAGTTG ATTGGGTATG TGARGBTATCAACATG
TCTACTTAGA TTTCACTAAT GAGGTGGACT ATAACCATGT TCTCARA GAATTTGTGG
AAATTGATAA ATACCCTATG AAAATACTCA AGTGGATTGC GAATAARECTGGATGAGG
AAACATCTAT AGCCCCTGTG TGGATTCTAG TCCATCAATT ACCARIGTATTCAAGT
GGCGTATCAT CTCCAAATTA GTAAGTCTTG TGGTAATGTT GCTAAARGGTCAAAAT
AGATCTACTT AAACGAAGAT CAGATAAAAA TCTGGTTAGT ATTTRBA TTGGATGGGT
CTGAAGATGC TAGGTGGCTA AAAAAAAGTA TGAAAAAGTA CAAABAGTCTTTATTG
CAATATCCAA GGCCATCTCG AATCTCAATG CAGAAACAAA GCAAGGBCAAAGTTAA
AGCTCAAAAG GAAGAACATA ACATGAAAGA AACAGAAATG ATCASRGGTTATTCCT
TTGTTTGGAT TGTGGCATAT AATGAGAGTT CACAAGCCTC ATTCAT CTCTTCTATC
ATTTGGACAA AAATTCCTTT CAAGATATCA TCTGTTATGC TTAGATG GAAAATAAAA
TTCATACAGA TGTTGCTCTC AAAAAACTGG AAGTTCCTAT CCCAIMBACTCATGCAGA
CGAAACTACT ATGCATTTCT TTGGTAGTAG TCAGATTGCT TATCRAGGGTCTTACTT
TTGTTCAAGT TGTGGCGTCC CTCTTAAATT TGGCAACATT AGARKIATTTTGTCTTG
TGGCTTGCTA AAACTAAGAA TAAGATTCAC AAAGCTTTCA TACAATIGGCCTACTATA
ATTAGCTGGC GAATTTGGAA GAGTTAGTAG ATATAGTGCT AGAATAGATACGTGAGA
TGTCTGCTAA CTTTATTAGT AAACAGGTGA CCAAGAAAAT GCATATGTTCAACAGCT
TC

107
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NC123S, 13/13 (Secuencia parcial; 3'-5")

CODIGO DE ACCESION EN GENBANK: FJ004839

1 GCCCAGATGC AATTTACTCT TATTGAAAAG TTGTATAGAG GTAABBAJ GGATGAGAT
61 AAGGGAAGTC TTATTAGACA ATTTCAGTTG ATTGGGTATG TGAAGRTTATCAACATG
121 TCTACTTAGA TTTCACTAAT GAGGTGGACT ATAACCATGT TCTCABA AAATTTGTGG
181 AAATTGATAA ATACCCTATG AAAATACTCA AGTGGATTGC GAATRAECTGGATGAGG
241 AAACATCTAT AGCCCCTGTG TGGATTCTAG TCCATCAATT ACCREPRIGTATTCAAGT
301 GGCATATCAT CTCCACGTTA GTAAGTCTTG TGGTAATGTT GCTAAARGGTCAAAAT
361 AGATCTACTT AAACGAAGAT CAGATAAAAT CTGGTTAGCA TTTGBARTGGATGGGTC
421 TGAAGATGCT AGGTGGCTAA AAAACATCTA TAGCCCCTCA ATGCTGIT GCTGCAATAC
481 TCATGTTGAC GAAACTACTA TGCATTTCTT TGGTAGTAGT CAGATTIGATCAAGTTTG
541 GTCTTACTTT TGTTCAAGTT GTGGAGTCCC TCTTAAATTT GGCARRAGAAAAATCGT
601 TTTGTCTTGT GGCTTGCTAA AACTTAGAAT AAGATTCACT TTGCCTATAATTAGCTG
661 GCGAATTTGG AAGAGTTAGT AGATATAGTG CTAGATTTGA TAAMNGTATGTCTGCTA
721 ACTTTATTAG TAAACAGGTG ACCAAGACAA TGCATATGTC CTTANCCTTTTTCTAT

781 CTTTAACACT CTTCTTGAAC GGCACG

Comparacién de secuencias (3'-5") de Purple Russian (arriba) con NC EBR-8 (medio) y NC123S (abajo)

PURPLE_RUSSIAN ......... CAATTTACTCTTATTGAAAAATTGTAT AGAGGTAAGCCTAATGGATGAGAT 51
NC EBR-8 GCCCAGATGCAATTTACTCTTATTGAAAAATTGTATAGAGGTAAGCCTAATGGATGAGAT 60
NC123S GCCCAGATGCAATTTACTCTTATTGAAAA GITGTATAGAGGTAAGCCTAATGGATGAGAT 60
Consensus caatttactcttattgaaaa ttgtat agaggtaagcctaatggatgagat

PURPLE_RUSSIAN GAGGGAAGTCTTATTAGACAACTTCAGTTGATAGGBGAAGATTGCTATCAACATG 111
NC EBR-8 GAGGGAAGTCTTATTAGACAACTTCAGTTGATTGGTATGTGAAGATTGCTATCAACATG 120
NC123S AAGGGAAGTCTTATTAGAUAACAGTTGATTGGGTATGTGAAGATTGCTATCAACATG 120
Consensus  agggaagtcttattagacaa ttcagttgattggg tatgtgaagattgctatcaacatg

PURPLE_RUSSIAN TCTACTTAGATTTCACTAATGAGGTGGACTATRNAEZIT CTCTCTAAAGAATTTGTGG 171
NC EBR-8 TCTACTTAGATTTCACTAATGAGGTGGACTATAACRATGTTCTCTCTAAAGAATTTGTGG 180
NC123S TCTACTTAGATTTCACTAATGAGGTGGACTATAACCATGTTCTCTCTAAMATTTGTGG 180
Consensus tctacttagatttcactaatgaggtggactataacc atgttctctctaaa aatttgtgg

PURPLE_RUSSIAN AAATTGATAAATACCCTATGAAAATACTCAAGIBEZIGAATTTCAAACTGGATGAGG 231
NC EBR-8 AAATTGATAAATACCCTATGAAAATACTCAAGTGGA TGCGAATTTCAAACTGGATGAGG 240
NC123S AAATTGATAAATACCCTATGAAAATACTCAAGTGGATTGCGAATTTCAAACTGGATGAGG 240
Consensus  aaattgataaataccctatgaaaatactcaagtgga ttgcgaatttcaaactggatgagg

PURPLE_RUSSIAN AAACATCTATAGCCCCTGTGTGGATTCTAGTBBATACCATGGCATCTATTCAAGT 291
NC EBR-8 AAACATCTATAGCCCCTGTGTGGATTCTAGTCCATBATTACCATGGCATCTATTCAAGT 300
NC123S AAACATCTATAGCCCCTGTGTGGATTCTAGTCCATAAATTACCATGGCATCTATTCAAGT 300
Consensus  aaacatctatagcccctgtgtggattctagtccate aattaccatggcatctattcaagt

PURPLE_RUSSIAN GGCGTATCATCTCCAAATTAGTAAGTCTTGTGGTASCTAAAGTTAAGGTCAAAAT 351
NC EBR-8 GGCGTATCATCTCCAAATTAGTAAGTCTTGTGGTAAGTTGCTAAAGTTAAGGTCAAAAT 360
NC123S GGC ATATCATCTCCBGTTAGTAAGTCTTGTGGTAATGTTGCTAAAGTTAAGGTCAAAAT 360
Consensus  ggc tatcatctcca ttagtaagtcttgtggtaa tgttgctaaagttaaggtcaaaat

PURPLE_RUSSIAN AGATCTACTTAAACGAAGATCAGATAAAAATAOREI ATTTCATAGATTGGATGGGT 411
NC EBR-8 AGATCTACTTAAACGAAGATCAGATAAAAATCTGGTAGTATTTCATAGATTGGATGGGT 420
NC123S AGATCTACTTAAACGAAGATCAGAT . AAAATCTGGTTARTTTCATAGATTGGATGGGT 419
Consensus  agatctacttaaacgaagatcagat aaaatctggt tag atttcatagattggatgggt

PURPLE_RUSSIAN CTGAAGATGCTAGGTGGCTAAAAAAAAGTATEBAABAAAGTTATAGTCTTTATTG 471
NC EBR-8 CTGAAGATGCTAGGTGGCTAAAAAAAAGTATGAAAAGTACAAAGTTATAGTCTTTATTG 480
NC123S CTGAAGATGCTAGGTGGCTAAAAAACATCTATAGCCCTC.....cccvvvveeennne 459

Consensus  ctgaagatgctaggtggctaaaaaaa a t
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PURPLE_RUSSIAN CAATATCCAAGGCCATCTCGAATCTCAATGCEBAAGCAAGGGACGACAAAGTTAA 531
NC EBR-8 CAATATCCAAGGCCATCTCGAATCTCAATGCAGAABAAAGCAAGGGACGACAAAGTTAA 540
NC123S e e 459

Consensus

PURPLE_RUSSIAN AGCTCAAAAGGAAGAACATAACATGAAAGAAASRGATCAGACAATGGTTATTCCT 591
NC EBR-8 AGCTCAAAAGGAAGAACATAACATGAAAGAAACAGMATGATCAGACAATGGTTATTCCT 600
NC123S e e 459

Consensus

PURPLE_RUSSIAN TTGTTTGGATTGTGGCATATAATGAGAGTTCATNAATTCTTTCACCTCTTCTATC 651
NC EBR-8 TTGTTTGGATTGTGGCATATAATGAGAGTTCACAAGCTCATTCTTTCACCTCTTCTATC 660
NC123S e e 459

Consensus

PURPLE_RUSSIAN ATTTGGACAAAAATTCCTTTCAAGATATCATCABGTTTAGATGCTGGAAAATAAAA 711
NC EBR-8 ATTTGGACAAAAATTCCTTTCAAGATATCATCTGTTATGCTTAGATGCTGGAAAATAAAA 720
NC123S e e 459

Consensus

PURPLE_RUSSIAN TTCATACAGATGTTGCTCTCAAAAAACTGGAATRTCCCCTCAATACTCATGCAGA 771
NC EBR-8 TTCATACAGATGTTGCTCTCAAAAAACTGGAAGTTCTATCCCCTCAATACTCATGCAGA 780
NC123S . AATGTG TTCTTGCTGCAATACTCATGGA 489
Consensus aa t tt c caatactcatg ga

PURPLE_RUSSIAN CGAAACTACTATGCATTTCTTTGGTAGTAGTOARENTATCAAGTTTGGTCTTACTT 831
NC EBR-8 CGAAACTACTATGCATTTCTTTGGTAGTAGTCAGATGCTTATCAAGTTTGGTCTTACTT 840
NC123S CGAAACTACTATGCATTTCTTTGGTAGTAGTCAGATTGCTTATCAAGTTTGGTCTTACTT 549
Consensus  cgaaactactatgcatttctttggtagtagtcagat tgcttatcaagtttggtcttactt

PURPLE_RUSSIAN TTGTTCAAGTTGTGGCGTCCCTCTTAAATTTGIAOAAGAAAAATCGTTTTGTCTTG 891
NC EBR-8 TTGTTCAAGTTGTGGCGTCCCTCTTAAATTTGGCARATTAGAAAAATCGTTTTGTCTTG 900
NC123S TTGTTCAAGTTGTGG AGTCCCTCTTAAATTTGGCAACATTAGAAAAATCGTTTTGTCTTG 609
Consensus  ttgttcaagttgtgg gtccctcttaaatttggcaa cattagaaaaatcgttttgtcttg

PURPLE_RUSSIAN TGGCTTGCTAAAACTAAGAATAAGATREAGCTTTCATACAATGTTTGCCTACTATA 951
NC EBR-8 TGGCTTGCTAAAACTAAGAATAAGATTCACAAACCTTTCATACAATGTTTGCCTACTATA 960
NC123S TGGCTTGCTAAAACT TAGAATAAGATTCAC. .............. TTTGCCTACTATA 652
Consensus  tggcttgctaaaact agaataagattcac tttgcctactata

PURPLE_RUSSIAN ATTAGCTGGCGAATTTGGAAGAGTTAGTAGATATAGGATTTGATAATACTAAGAT 1011
NC EBR-8 ATTAGCTGGCGAATTTGGAAGAGTTAGTAGATATAGGCTAGATTTGATAATACTAAGAT 1020
NC123S ATTAGCTGGCGAATTTGGAAGAGTTAGTAGATATAG@GCTAGATTTGATAATACTAAGAT 712
Consensus  attagctggcgaatttggaagagttagtagatatag tgctagatttgataatactaagat

PURPLE_RUSSIAN GTCTGCTAACTTTATTAGTAAACAGGTGACCANGGEATATGTCCTTCAACAG... 1068
NC EBR-8 GTCTGCTAACTTTATTAGTAAACAGGTGACCAAGAAATGCATATGTCCTTCAACAG... 1077
NC123S GTCTGCTAACTTTATTAGTAAACAGGTGACCAAGACAATGCATATGTCCTTCAACAGTCT 772

Consensus  gtctgctaactttattagtaaacaggtgaccaaga aatgcatatgtccttcaacag
PURPLE_RUSSIAN .....cocociiiiiiiiiiieiieeee 1068
NC EBR-8 .o 1077
NC123S TTTTCTATCTTTAACACTCTTCTTGAACGGCACG 806

Consensus
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SECUENCIAS OBTENIDAS CON PTG190F1/R1

Purple Russian, i3/i3 (Secuencia parcial; 3'-5"

CODIGO DE ACCESION EN GENBANK: EU926659

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781

GCAGTACACT TCTCCTTATC ATGTGAACTC ATTTCTTATG TATTCATTGG CAGATTCCAC
CAAAACCAGA ACCAAAGCAT TGTACAAAAC CAGAACCTTTCCAACTGGAG AGTCTGGTCA

GGCATGAAAG AGAGATGCAG AGGGAAATGG AAGAACGGRAIGATTGGAG AAGGAAGAAG
CAATGATGAG GACTTTTATA GCACAACCAA TCTTGATCGAGTAAGACCCC TCAAAGAATG
ACTATTTATG AACTATATCT TTTCTGCTAG TGAATCTGAA AGATAAATCATGTTTCTTTA
AATGTATAGG GATCCAATTC CAGTTCCTGA GAAAGTACGRAGCCCCTCA CTCAAGTTCA
GGAATTTAAT CTACACGTAG ATCATCGTGC ACCAGATAGACTGAGTTTG ATAAGAAGGT
AAAACTTTTT GTCATTGGCG TACCACTTTC TCTGAGAAGCCTATTATAGC CACACTCACT
CATATTATAA GCTGTTGTGC AGATTAAGGA GAAAGAAATRATGTATCAAA AATACAGAGA
GGAGGCAGAA ACTGCAAGAT TGGTATGCAT ATTATTATAACTATGGTGT TATTTCGAGC
ACCGCTAATG ATATGATTAG ACTAATTCTC TTAATGGTGGITAGATGGAA GAAGAGCTGG
CCCTGAAACA ACTACGGAAA ACCTTGGTGC CTCATGCAASCCTTTGCCT AAATTTGATC
ATCCTTTCCT GCCACAAAAG TAAGAATAAT TCTTTGTTTT TCTTTTACAT AATTGGAATT
TGGAACAACT ACTGAAACT

NC EBR-8, 13/13 (Secuencia parcial; 3'-5"

CODIGO DE ACCESION EN GENBANK: EU926658

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781

GCAGTACACT TCTCCTTATC ATGTGAACTC ATTTCTTATG TATTCATTGG CAGATTCCAC
CAAAACCAGA ACCAAAGCAT TGTACAAAAC CTGAACCTTTCCAACTGGAG AGTCTGGTCA

GGCATGAAAG AGAGATGCAG AGGGAAATGG AAGAACGGRAIGATTGGAG AAGGAAGAAG
CAACGATGAG GACTTTTATA GCGCAACCAA TCTTGATCGSTAAGACCCC TCAAAGAATG
ACTATTTATG AACTATATCT TTTCTGCTAG TGAATCTGAA AGATAAATCA TGTTTCTTAA
ATGTATAGGG ATCCAATTCC AGTTCCTGAG AAAGTACGTAGCCCCTCAC TCAAGTTCAG
GAATTTAGTC TACACGTAGA TCATCGTGCA CCAGATAGAGTGAGTTTGA TAAGAAGGTA
AACCTTTTTG TCAGTGGCGT ACCACTTTCT CTGAGAGGCCTATTATAGCC ACACTCACTC
ATATTATAAG CTGTTGTGCA GATCAAGGAG AAAGAAATGA GTATCAAAA ATACAGAGAG
GAGGCAGAAG CTGCAAGAAT GGTATGCATA TTATAAACTAGGTGTTATT TCGAGCACCG
CTAATGATAT GATTAGACTA ATTCTCTTAA TGGTGGTTAGATGGAAGAAG AGATGGCCCT
GAAACAACTA CGGAAAACCT TGGTGCCTCA TGCAAGACCITGCCTAAAT TTGATCATCC
TTTCCTGCCA CAAAAGTAAG AATAATTCAT GCTGCTACTCTTTGTTTTTC TTTTACATAA
TATTGGAATT TGGAACAACT ACTGAAACT

Comparacién de secuencias (3'-5") de Purple Russian (arriba) con NC EBR-8 (abajo)

1

GCAGTACACTTCTCCTTATCATGTGAACTCATTTCTTATGTATACTGGCAGATTCCAC
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII [T

CACTTCTCCTTATCATGTGAACTCATTTCTTATGTATATIGGCAGATTCCAC

61 CAAAACCAGAACCAAAGCATTGTACAAAABGAACCTTTCCAACTGGAGAGTCTGGTCA

AACCAAAGCATTGTACAAAATGAACCTTTCCAACTGGAGAGTCTGGTCA

121 GGCATGAAAGAGAGATGCAGAGGGAAATGGAAGAACGGCOGAMUEAGAAGGAAGAAG

121

GCATGAAAGAGAGATGCAGAGGGAAATGGAAGAACGGCOGAEAGIAAGGAAGAAG

181 CAA TGATGAGGACTTTTATAGCAACCAATCTTGATCGAGTAAGACCCCTCAAAGAATG

GGACTTTTATAGCAACCAATCTTGATCGAGTAAGACCCCTCAAAGAATG
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241 ACTATTTATGAACTATATCTTTTCTGCTAGTGAATCTGAAAGARACATGTTTCTTA

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIII|III|IIIIII|IIIII|III|II (L
ATGAACTATATCTTTTCTGCTAGTGAATCTGAAAGARACATGTTTCTTA

301 AATGTATAGGGATCCAATTCCAGTTCCTGAGAAAGTACGTABGTDCACTCAAGTTCA
TR [T
300 AATGTATAGGGATCCAATTCCAGTTCCTGAGAAAGTACGTABGTCACTCAAGTTCA

Sitio de restriccion - AG/CT

361 GGAATTTA ATCTACACGTAGATCATCGTGCACCAGATAGAGCTGAGTTTGATAAGAAGGT

IIIIIIII (TR [T
GAATTTA GTCTACACGTAGATCATCGTGCACCAGATAGAGCTGAGTTTGATAAGAAGGT

421 AAA ACTTTTTGTCATGGCGTACCACTTTCTCTGAGARCTATTATAGCCACACTCACT

I CFFFEEEEE DR [T
420 AAA CCTTTTTGTCATGGCGTACCACTTTCTCTGAGAECTATTATAGCCACACTCACT

481 CATATTATAAGCTGTTGTGCAGATAAGGAGAAAGAAATGATGTATCAAAAATACAGAGA

R RRTREETT ALY [
480 CATATTATAAGCTGTTGTGCAGATAAGGAGAAAGAAATGATGTATCAAAAATACAGAGA

Sitio de restriccion - AG/CT
541 GGAGGCAGAAACTGCAAGATGGTATGCATATTAATAAACTATGGTGTTATTTCGAGC
TVRRDEE TEORDOEE PRV D [T
40 GGAGGCAGAACGCTGECAAGATGGTATGCATATTA . TAAACTATGGTGTTATTTCGAGC

Sitio de restriccion - AG/CT

601 ACCGCTAATGATATGATTAGACTAATTCTCTTAATGGTGGTTRBPAAGAAECTGG

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII T
GATATGATTAGACTAATTCTCTTAATGGTGGTTREBRAAGAAGAGHG

661 CCCTGAAACAACTACGGAAAACCTTGGTGCCTCATGCAAGAGCITAAATTTGATC
TRV (TN

657 CCCTGAAACAACTACGGAAAACCTTGGTGCCTCATGCAAGAGCITAAATTTGATC

Sitio de restriccion - AG/CT

721 ATCCTTTCCTGCCACAAAAGTAAGAATAA. |.. ... ... TTCTTTGTTTTTCTTTTAC

TR Il [T
717 ATCCTTTCCTGCCACAAAAGTAAGAATAACAAGCTGCTACTCTTTGTTTTTCTTTTAC

769 ATAAT.TGGAATTTGGAACAACTACTGAAACT

(UL TR
777 ATAAT ATTGGAATTTGGAACAACTACTGAAACT
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SECUENCIAS OBTENIDAS CON P7-43BF1/R1

MS82, 13/i3 (Secuencia parcial; 3'-5"

CODIGO DE ACCESION EN GENBANK: EU926651

1 CAGTCATTAT TAACAAATTT CAGGATCGTG ATTACAATCG TGTGRRIZACTCTTGTAT
61 CATATGTTAT TCATGACAGC ACAGGCTGTC CTATTTATAG TCC@ATGCAAACTGTCG
121 TAGCCATGGT TGCTGCAGCC TATGACGCGA TAAACCTTGA GCAGTAISTGCACATC
181 CTCGCCTTGG CGTTGTGGAT GACATTCTCA TTCATCCATT AGCGCGACACTGGATG
241 AAGCTTCTTG GCTTGCTAAA AAGATTGCAG CTGATATTGG AAACTGGAAGGTTAGT
301 AAAAAGTTTG TAACTTTAAA TGACTTCTTC TTTTCTATCA TGTGAT& TGTACTGACT
361 TGAAAATGCA AAACGAACCG GTTTTAGAGC TCAAAGTATG TGTATETAAAAAACTTT
421 TGCACGCCGT TCTTGACTTT ACATTCTTGA TTCGCCTCTG AATARACTGTTTATTT
481 ATATGCTGCT GCTCACCCAA TGGGGAAAGC ACTGGACACC ATREEGAGCTAGGTTA
541 TTACCGGCCT AACTTCAGGG GCATCCAATG GGCAGGGTGG GUMAAGCAGGTCTC
601 GGTCAAACCT GATGAAGGTC CAGAGGTGGT GTCTCGTGCT AGRGGTGATGATTGG
661 AGCTCATAAA TGGGTAGCAA TGTACAACAT CCCAATAATG TCCATGGCTCAGCTGC
721 TAGACGTATT GCTCAGA

NC EBR-8, 13/13 (Secuencia parcial; 3'-5"

CODIGO DE ACCESION EN GENBANK: EU926652

1 CAGTCATTAT TAACAAATTT CAGGATCGTG ATTACAATCG TGTGRACACTCTTGTAT
61 CATATGTTAT TCATGACAGC ACAGGCTGTC CTATTTATAG TCC@ATGCAAACTGTCG
121 TAGCCATGGT TACTGCAGCC TATGACGCGA TAAACCTTGA GCAGTABGTGCACATC
181 CTCGCCTTGG CGTTGTGGAT GACATTCTCA TTCATCCATT AGCGCGACACTCGATG
241 AAGCTTCTTG GCTTGCTAAA AAGGTTGCAG CTGATATTGG AAATTIGBAAGGTTAGT
301 AAAAACTTTA AATGACGACT TCTTTTCTAT CATGTGATAT GATGTEA CTTGAAAATG
361 CATAACGAAC CGGTTTTAGA GCTCAAAGTA TGTGTATATA TGARBAATTTGCACGCC
421 GTTCTTGACT TTAAATTCTT GATTCGCCTC TGAATACAGT ACCTBAT TTATATGCTG
481 CTGCTCACCC AATGGGAAAA GCACTGGACA CCATAAGGAG GGBGTTRTTACCGGC
541 CTAACTTCAG GGGCATTCAA TGGGCAGGGT GGGCTCAACC AGABTAGGGTCAAAC
601 CTGATGAAGG TCCAGAGGTG GTGTCTCGTG CTAGAGGTGT CEAIATGGAGCTCATA
661 AATGGGTAGC AATGTACAAC ATCCCAATAA TGTCCACGGA TCTGTTACTAGACGTA
721 TTGCTCAGA

Comparacién de secuencias (3'-5") de M82 (arriba) con NC EBR-8 (abajo)

1 CAGTCATTATTAACAAATTTCAGGATCGTGATTACAATCGTGREGAACACTCTTGTAT

Ty (1T VT
1 CAGTCATTATTAACAAATTTCAGGATCGTGATTACAATCGTGREAATACTCTTGTAT

61 CATATGTTATTCATGACAGCACAGGCTGTCCTATTTATAGTCUOGCATCAAACTGTCG

(LTI (LTI
61 CATATGTTATTCATGACAGCACAGGCTGTCCTATTTATAGTCUBCATCAAACTGTCG

121 TAGCCATGGTT CCTGCAGCCTATGACGCGATAAACCTTGAGCAGCACTCTGGTGCACATC

i LI
121 TAGCCATGGTTACTGCAGCCTATGACGCGATAAACCTTGAGCAGCACTCTGGTGCACATC

181 CTCGCCTTGGCGTTGTGGATGACATTCTCATTCATCCATTAGBGCTTCACGIGATG

R [T 1
181 CTCGCCTTGGCGTTGTGGATGACATTCTCATTCATCCATTAGBGCTTCAGIGATG

241 AAGCTTCTTGGCTTGCTAAAAAGTTGCAGCTGATATTGGAAACTTGICAAGGTTAGT

A TR [ILTILIN
241 AAGCTTCTTGGCTTGCTAAAAAGITGCAGCTGATATTGGAAAGTEICAAGGTTAGT

301 AAA AAGITTGTAACTTTAAATGACICTTCTTTTCTATCATGTGATGCTGTACTGACT

AT AR LI
01 AAA .. ...... AACTTTAAATGAGACTTCTTTTCTATCATGTGATGATGTACTGACT



Sitio de restriccion - ATGCA/T

361 TGAAAATGCA AAACGAACCGGTTTTAGAGCTCAAAGTATGTGTATATATGAAAAAACTTT

Lo ARy [
53 TGAAA |ATGCA

421 TGCACGCCGTTCTTGACTTTBATTCTTGATTCGCCTCTGAATACAGTACCTGTTTATTT

II||IIII|I|II|I|III|I [ (i
CGCCGTTCTTGACTTTAATTCTTGATTCGCCTCTGAATACAGTACCTGTTTATTT

481 ATATGCTGCTGCTCACCCAATGGBAAGCACTGGACACCATAAGGAGGLYMEITA

II||IIII|I|II|I|III|I|II [ LIINLIN]
GCTGCTGCTCACCCAATGBBAAGCACTGGACACCATAAGGAGETHNEETA

541 TTACCGGCCTAACTTCAGGGGCATAATGGGCAGGGTGGGCTCAACCAGAGCAGGTC

II||IIII|I|II|I|III|I|II (| [ 1
ACCGGCCTAACTTCAGGGGCATAATGGGCAGGGTGGGCTCAACCAGAGGAIGGTC

601 GGTCAAACCTGATGAAGGTCCAGAGGTGGTGTCTCGTGCTAGARGGIGATGATTGG

II||IIII|I|II|I|III|I|II|I|IIII|III|I|I|II|I| (i
GATGAAGGTCCAGAGGTGGTGTCTCGTGCTAGRGGTGATGATTGG

661 AGCTCATAAATGGGTAGCAATGTACAACATCCCAATAATGTGGATCTCTCAGCTGC

eSO [
653 AGCTCATAAATGGGTAGCAATGTACAACATCCCAATAATGTGGATCTCTCAGCTGC

721 TAGACGTATTGCTCAGA

[
713 TAGACGTATTGCTCAGA

TAACGAACCGGTTTTAGAGCTCAAAGTATGTGTATATATGAAAAAACTTT
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SECUENCIAS OBTENIDAS CON P7-43DF1/R1

MS82, 13/i3 (Secuencia parcial; 3'-5"

CODIGO DE ACCESION EN GENBANK: EU926653

1 GGTAAAGAGA TGCGATGATT ATGTGGAGGT GATGTGTGGGGTACAAGCC ATCGATATGG
61 TGATGCTGTT GCTAGACTTA GGGTTTTCTC GTCTGGTGAACTTGAAATCA CCTGTGAATG
121 TACTCCTGGA TGCACTGAAG GTTTTTTTTT TTAACAAACT TTAGATCAAA TGGGGGTTTG
181 CGTCAAATGC ATGTTGTTCG TGGGTTTTAT TCTATCGTCGACTCTGTGTT TGATTTATGT
241 GTAACATTTT ATGTGTATGT AAGTTTGCCT CAGAGAGCATAGTTTCTGCT TCTGTGGTAG
301 TGTGTGTTCT TTGGTGTTGT GTGTTGAAGT TCTTGATGTTTCTTTGGCAATTTTGTGCGT
361 CTCTTGTCAA CCTTACCTTG CGTACATTCT ATGTCTCAAGACTCCACTTT GTGAAATTAC
421 ACGGGATATG TTATTGATAA GCATGTCAAC AAAGGTAGAATACATTGTG TGTTCGTTAT
481 GTGATAATGG TTCTTTGAAG GCAGGTTTAG TTGTTTAAGACTCTTGACCT TTGATGCAGA
541 GTTAGAGTTC TGTTTGATTT TTCTTCAAAG CATCACTTTT GATGGTATCA TCTTATGCTA
601 AACAACTCAT TGGTTCTACC ATTTCTACAA CTTGGCCATGACAACTTTTT GAAAACCATC
661 AACTCTTAAT TAATAAATGT TTATCGTGGG GCTTGTGCAGTGTTTTTGGT TGAATATTTA
721 GCTGTGATAT CAAAAGAAAT CTTATACTAT CACTCACCAGATTCTCTCGA CAGCATTTGT
781 TGTCAGAGCA TATTTCTCTT TTTAATCATT CACTATGTAT CCTCCTGGTT TCCTCCTTTC
841 TTTATATTTT ACAATCATAA GCCACAAAGA ATCGATTTTG TACTTGATAA AATAACACCC
901 CACAGAAAGA ATTATCTGAT AAAGTAAATT AAGTCCTACCACTTGTACTT GTGCTACTTA
961 ACAAGAGTCT CTTTTTTCAC TGTCTGGAAT GTAGATAGTCAGCTTCTTAG TTGTTAATAC
1021 TTCTTGTATG TCAATGGTGA TAAAGTTCCT GTGGTAAAGAE

NC123S, 13/13 (Secuencia parcial; 3'-5")

CODIGO DE ACCESION EN GENBANK: EU926654

1 GGTAAAGAGA TGCGATGATT ATGTGGAGGT GATGTGTGGGGTACAAGCC ATCGATATGG
61 TGATGCTGTT GCTAGACTTA GGGTTTTCTC GTCTGGTGAACTTGAAATCA CCTGTGAATG
121 TACTCCTGGA TGCACTGAAG GTTTTCTTTT TTTAACAAACTTTAGATCAA ATGGGGGTTT
181 GCGTCAAATG CATGTTGTTC GTGGGTTTTA TTCTATCGTGGACTCTGTGT TTGATTTATG
241 TGTAACATTT TATGTGTATG TAAGTTTGCC TCAGAGAGCATAGTTTCTGC TTCTGTGGTA
301 CTGTGTGTTC TTTGGTGTTG TGTGTTGAAG GTCTTGATGTITCTATGGCA ATTTTGTGCG
361 TCTCTTGTCA ACCTTACCTT GCGTACATTC TATCATCTCCAGACTCCACT TGTGAGATTA
421 CACGGGATAT GTTGTTGATA AGCATGTCAA ACAAAGGTABAATACATTG TGTGATAATG
481 GTTCTTTGAA GGCAGGTTTA GTTGTTTAAG ACTCTTGCTTGACCTTTGAT GCAGAGTTAG
541 AGTTCTGTTT GATTTTTCTT CAAAGCATCA CTTTTGATGG TATCAACTTA TGCTAAACAA
601 CTCATTGGTT CTACCATTTC TACAACTTGG CCATGGCAACTTTTTGAAAA CTATCAACTC
661 TTAATTAATT AATGTTTATC GTGGGGCTTG TGCAGTGTTTTTGGTTGAAT ATTTAGCTGT
721 GATATCAAAA GAAATCTTAT ACTATCACTC ACCAGATTCT CTCGACAGCATTTGTTGTCA
781 GAGCATATTT CTCTTTTTAA TCATTCACTA TGTATCCTCT TGGTTTCCTC CTTTCTTTAT
841 ATTTTACAAT CATAAGCCAC AAAGAATCGA TTTTGTACTT TGATAAAATA ACACCCCACA
901 GAAAAAATTA TCTGATAAAG TAAATTAAGT CCTACCACTT GTACTTGTGC TACTTAACAA
961 GAGTCTCTTT TTTCTCTGTC TGGAATGTAG ATAGTCAGCTTCTTAGTTGT AAATACTTCT
1021 TGTATGTGCT GTAAAAATGA GTGGAGAGTT AATGGAACGITTATGTTGA ATCTGATGCT
1081 ATATTTTCCT CTCTTTTACA TTATTTCATA GTCTTGTTGT GCATTGTGAT CCTATTAAGA
1141 GTTTTGTGTT TTGTGAACAG ACAAGCTTAC TCCGTCTGCATTGAGAAGC ATTCTGGGAG
1201 AGAAACTGCT AGGAAATGGA AAAATAATGT ATGGATCATGTCAATGGTG ATAAAGTTCC
1261 TGTGGTAAAG AC

Comparacién de secuencias (3'-5") de M82 (arriba) con NC EBR-8 (abajo)

M82_P7-43DF1 GGTAAAGAGATGCGATGATTATGTGGAGGTGAGTGTGGGTGTACAAGCCATCGA
CB5_P7-43DF1 GGTAAAGAGATGCGATGATTATGTGGAGGTGAGTGTGGGTGTACAAGCCATCGA

M82_P7-43DF1 TATGGTGATGCTGTTGCTAGACTTAGGGTTTTCTCBIGTGAACTTGAAATCACCTGT
CB5_P7-43DF1 TATGGTGATGCTGTTGCTAGACTTAGGGTTTTCTCBEIGTGAACTTGAAATCACCTGT

M82_P7-43DF1 GAATGTACTCCTGGATGCACTGAAGGTTTTTTTTTAACAAACTTTAGATCAAATGGG
CB5_P7-43DF1 GAATGTACTCCTGGATGCACTGAAGGTTTTTTTTTAACAAACTTTAGATCAAATGGG
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GGTTTGCGTCAAATGCATGTTGTTCGTGGGTTTTAIATCGTCGACTCTGTGTTTGAT 240
GGTTTGCGTCAAATGCATGTTGTTCGTGGGTTTTANATCGTCGACTCTGTGTTTGAT

TTATGTGTAACATTTTATGTGTATGTAAGTTTGCQYGAGAGCATAGTTTCTGCTTCTG 300
TTATGTGTAACATTTTATGTGTATGTAAGTTTGCOYGAGAGCATAGTTTCTGCTTCTG

TGGTA GIGTGTGTTCTTTGGTGTTGTGTGTTGARAI TGATGTTTCITGGCAATTTT 360
TGGTA CTGTGTGTTCTTTGGTGTTGTGTGTTGAAI TGATGTTTCATGGCAATTTT

GTGCGTCTCTTGTCAACCTTACCTTGCGTACATTGIRCTCAAGACTCCACTTTGTGA 420

GTGCGTCTCTTGTCAACCTTACCTTGCGTACATTEIACTCCAGACTCCACTTGTGA
AATTACACGGGATATGATTGATAAGCATGT@ACAAAGGTAGAAATACATTGTGTG 480
GATTACACGGGATATGGETTGATAAGCATGPAACAAAGGTAGAAATACATTGTGTG

TCGITATGTGATAATGGTTCTTTGAAGGCAGGTTTAGTTGTTTAAGACTTTGACC 540
.......... ATAATGGTTCTTTGAAGGCAGGTTTAGTTGTTTAAGAGCTTGACC

TTTGATGCAGAGTTAGAGTTCTGTTTGATTTTTCRRAGCATCACTTTTGATGGTATC 600
TTTGATGCAGAGTTAGAGTTCTGTTTGATTTTTCRRAGCATCACTTTTGATGGTATC

A TCTTATGCTAAACAACTCATTGGTTCTACCATTTCTACAACTTGGEIMANTITTT 660
A ACTTATGCTAAACAACTCATTGGTTCTACCATTTCTACAACTTGGEIMANTITTT

TGAAAAC CATCAACTCTTAATTAARAATGTTTATCGTGGGGCTTGTGCAGTGTTTTTGG 720
TGAAAAC TATCAACTCTTAATTAARATGTTTATCGTGGGGCTTGTGCAGTGTTTTTGG

TTGAATATTTAGCTGTGATATCAAAAGAAATCTTATBATCACTCACCAGATTCTCTCG 780
TTGAATATTTAGCTGTGATATCAAAAGAAATCTTATBATCACTCACCAGATTCTCTCG

ACAGCATTTGTTGTCAGAGCATATTTCTCTTTTTAMMTTCACTATGTATCCTTGGT 840
ACAGCATTTGTTGTCAGAGCATATTTCTCTTTTTAMTTCACTATGTATCCTTGGT

TTCCTCCTTTCTTTATATTTTACAATCATAAGCCABAGAATCGATTTTGTATTGAT 900
TTCCTCCTTTCTTTATATTTTACAATCATAAGCCAGAGAATCGATTTTGTATTGAT

AAAATAACACCCCACAGAABMATTATCTGATAAAGTAAATTAAGTCCTACCACTTGTAC 960
AAAATAACACCCCACAGAAMATTATCTGATAAAGTAAATTAAGTCCTACCACTTGTAC

TTGTGCTACTTAACAAGAGTCTCTTTTTRCTGTCTGGAATGTAGATAGTCAGCTTCTT 1020
TTGTGCTACTTAACAAGAGTCTCTTTTTTCTGTCTGGAATGTAGATAGTCAGCTTCTT

AGTTGT TAATACTTCTTGTATGT . . . ... 1080

AGTTGT AAATACTTCTTGTATGICTGTAAAAAT GAGT GGAGAGT TAATGGAACGTGI TA
........................................................... 1140
TGITGAATCTGATGCTATATTTTCCTCTCTTTTACATTATTTCATAGICTTGT TGTGCAT
........................................................... 1200
TGTGATCCTATTAAGAGI TTTGTGT TTTGTGAACAGACAAGCTTACTCCGTCTGCATTTG
......................................................... CA 1260
AGAAGCAT TCTGGGAGAGAAACT GCTAGGAAATGGAAAAATAATGTATGGATCATTGTCA

ATGGTGATAAAGTTCCTGTGGTAAAGAC 1288

ATGGTGATAAAGTTCCTGTGGTAAAGAC
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