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ANALISIS FISH EN Pisum sativum Y P. Julvum CON SECUENCIA
TELOMERICA DE ARABIDOPSIS Y RIBOSOMICA DE SOYA!

Alfredo Bolafios-Herrera?, Adoracion Cabrera-Caballero®, Rocio Recio-Castro?

RESUMEN

Analisis FISH en Pisum sativum y P. fulvum con se-
cuencia telomérica de arabidopsis y ribosémica de soya.
La secuencia 18/25S rDNA de la soja y la TTTAGGG de A.
thaliana fueron utilizadas como sondas con el objetivo de
analizar la organizacion de los genomas de Pisum sativum, P.
Sfulvum y las lineas F, (P. sativum X P. fulvum) con la técnica
de la hibridacion in situ fluorescente (FISH). EI experimento
se realizé en la Universidad de Cérdoba, Espaiia, en el verano
del 2006. La sonda 18/25S produjo sefiales de intensidad
variable en las tres lineas. Estas sefiales corresponden con los
pares de organizadores nucleolares (NOR) localizados en los
cromosomas 4y 7 de P. sativum'y 4,7y 5 de P. fulvum. La
intensidad de las sefiales varié de muy fuerte a medianamente
fuerte en P. sativum, a pequefias y discretas en P. fulvum, lo
que sugiere que existen diferencias en el nimero de veces que
la secuencia se repite en los genomas de estas dos especies.
Las sefiales que se observaron en la linea F, con la sonda de
rDNA se asemejaron en tamaiio e intensidad a las que se ob-
servaron en P. sativum'y P. fulvum. Las muestras de las lineas
F, evaluadas presentaron dos NOR, si bien en una de ellas se
observd una sefial muy baja en un tercer par de cromosomas.
La secuencia TTTAGGG hibrid6 en los telémeros de las tres
Iineas estudiadas, lo que mostré que la secuencia telomérica
de A. thaliana estd también presente en el género Pisum.

Palabras clave: Citogenética, in situ fluorescente,
NOR, 18/25S rDNA, TTTAGGG.

ABSTRACT

FISH analysis in Pisum sativum and P. fulvum with a
telomeric sequence from Arabidopsis and a ribosomic one
from soybean. The sequence 18/25S rDNA from soybean
and the TTTAGGG from A. thaliana were used as probes
to analyze the genomic organization of Pisum sativum, P.
Sfulvum and a F4 line (P. sativum X P. fulvum) by fluorescent
in situ hybridization (FISH). The experiment was conducted
at the University of Cdrdoba, Spain during the summer of
2006. The probe 18/25S produced variable signals in the
three genotypes. These rDNA signals correspond to the
nucleolar organizing pairs (NOR's) on chromosomes 4 and
7 of P. sativum, and 4, 7 and 5 of P. fulvum. The intensity
of signals varied from very strong to moderately-strong in P.
sativum to small and secrete in P. fulvum, suggesting clear
differences on the number of times that the sequence 18/25S
is repeated in the genome of these two species. Signals
observed in the F4 line using the rDNA probe resembled P.
sativum and P. fulvum knobs. Two NOR's were observed on
the F4 line, although one of the lines showed very low signals
for one pair of chromosomes. The TTTAGGG sequence
hybridized with the telomeres of the three lines, which shows
that the telomeric sequence from A. thaliana is also present
in the Pisum genera.

Key words: Cyto-genetics, fluorescent in situ
hybridization, NOR, 18/25S rDNA, TTTAGGG.
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INTRODUCCION

La hibridacion interespecifica es una estrategia
para la mejora vegetal, que tiene como objetivo am-
pliar la base genética de las variedades cultivadas y
proporcionar los genes necesarios para reducir o anu-
lar el efecto negativo, de las plagas y los componentes
abidticos del ambiente, sobre el rendimiento y calidad
de las cosechas. La arveja o guisante (Pisum sativum
L.) (2n=2x=14) no escapa a las consideraciones ante-
riores (Fuchs et al. 1998, Tar’an et al. 2003, Tar’an et
al. 2005). Dentro del género Pisium, especial interés
ha recibido la especie silvestre P. fulvum (2n=2x=14),
en la que se han identificado genes de resistencia a
varias plagas (Fondevilla 2005, Hardie et al. 1995,
Sharma y Yadav 2003). Atin cuando existe cierto nivel
de incompatibilidad entre estas dos especies (Ochatt
et al. 2004) originada posiblemente en diferencias
morfoldgicas entre cromosomas homedlogos o en la
distribucién de secuencias repetidas en el genoma
(Schwarzacher 2003) varios genes de resistencia a
plagas han sido introducidos con éxito en P. sativum
(Fondevilla 2005, Fondevilla et al. 2005).

La hibridacién in situ fluorescente (FISH) es una
técnica robusta que permite identificar cada uno de
los cromosomas de una determinada especie (Cerbah
et al. 1999, Fuchs et al. 1998, Samatadze et al. 2005,
Schneider et al. 2003, Vischi et al. 2003) distinguir en
un individuo la localizacién y magnitud del aporte cro-
mosdmico de cada uno de los progenitores (Samatadze
et al. 2005, Soliman et al. 2001).

La localizacién por FISH de secuencias repetidas
de la familia de genes nrDNA permite localizar los
organizadores nucleolares (NOR) ya que algunas se-
cuencias de esta familia de genes hibridan con sefiales
fuertes en estas zonas (Schmidt et al. 1994, Fuchs et al.
1998, Cerbah et al. 1999, Falistocco et al. 2002, Prieto
et al. 2004) y pueden utilizarse como puntos fisicos
de referencia tanto para la identificacién de un brazo
de brazos cromosémicos en particular, como para la
integracion de los mapas de ligamiento con los mapas
fisicos (Sadder y Weber 2002, Stephens et al. 2004).

Las sondas construidas con secuencias repetidas
teloméricas (TTTAGGG) son de utilidad para visualizar
la estructura de los cromosomas, éstas hibridan al final
de los cromosomas tunicamente (Fuchs et al. 1998,
Sykorova et al. 2003) aunque esta secuencia no se
presenta en todas las plantas (Adams et al. 2000) y
en algunos casos secuencias teloméricas heterélogas
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pueden no hibridar en todos los cromosomas o bien
hacerlo con intensidad variable (Pedrosa et al. 2002).
Las secuencias subteloméricas o asociadas a los
teldmeros hibridan en otros sitios de los brazos de los
cromosomas (Kolchinsky y Gresshoff 1994) con lo
que pueden producir patrones vdlidos para comparar
genomas.

En la presente investigacion se utilizé 1a hibridacion
in situ fluorescente (FISH) para comparar la organiza-
cion de los genomas de P. sativum 'y P. fulvum mediante
la utilizacion de sondas correspondientes a secuencias
de rDNA de soja y telomérica de Arabidopsis.

MATERIALES Y METODOS

Esta investigacion se realizé en los laboratorios
del Departamento de Genética y Mejora Vegetal de la
Escuela Técnica Superior de Ingenieros Agréonomos y
Montes (ETSIAM) Universidad de Cérdoba, Espaiia,
durante el verano del 2006.

Material vegetal y preparacion de los cromosomas

Como material vegetal se utilizaron secciones
de raices de aproximadamente 1 cm de largo, que se
obtuvieron a partir de semillas germinadas en cdmara
himeda del cultivar Ballet (P. sativum) de P. fulvum
(Iinea P660) y de plantas correspondientes al cuarto
ciclo de autopolinizacion (F,) del hibrido obtenido de la
cruza entre Ballet y P660 (amablemente cedidas por el
Dr. Diego Rubiales del Consejo Superior de Investiga-
ciones Cientificas (CSIC), Cérdoba). Las raices y pre-
paraciones se procesaron segun el protocolo utilizado
en el laboratorio para raices de trigo y otras gramineas
(Cabrera et al. 2002). Las secciones de raiz se colo-
caron en solucién de colchicina al 0,05% durante tres
horas en la oscuridad y luego se colocaron en viales
con una solucién de etanol:dcido acético 3:1 (viv) y se
guardaron en refrigeracion (4 °C) hasta la preparacion
de las muestras cromosOmicas. Para la preparacion de
las muestras, se sumergié una raiz en carmin acético
por uno o dos minutos, tras lo cual se colocé sobre un
vidrio porta objetos donde se cortd transversalmente
una seccion muy fina, la que se humedecié con una
gota de 4cido acético al 45%. De seguido se cubri6 con
un vidrio cubre objetos sobre el que se colocd un papel
y se aplicé presion con el dedo pulgar. Finalmente se
paso la preparacion sobre la llama de un mechero para
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luego localizar los cromosomas en un microscopio de
fase.

Las preparaciones en las que se encontraron me-
tafases somadticas con buena morfologia, se congelaron
en nitrégeno liquido, se les removio el cubre objetos y
luego de que se secaron a 23 °C'y 60 % HR (RT) se guar-
daron en refrigeracion hasta realizar el andlisis FISH.

Sondas, preparacion y marcaje

La secuencia completa 18/25 rDNA aislada de la
soja se marcé con biotina (Roche 1093070) por Nick
Translation siguiendo el protocolo del fabricante (Kit
de Boehringer 976776). La deteccion se hizo con
rodamina. La secuencia telomérica aislada de Arabi-
dopsis thaliana pAtT4 (Richards y Ausbel 1988) se
marcé también por Nick Translation con dioxigenina
(Roche 1109088910) siguiendo el protocolo del fabri-
cante (Kit de Boehringer 976776). La deteccion de la
sonda se realiz6 con fluoresceina.

Hibridacion in situ fluorescente y localizacion de las
sondas en las preparaciones cromosomicas

El andlisis FISH se realiz6 segun el protocolo uti-
lizado en el laboratorio para muestras de trigo y otros
cereales (Cabrera et al. 2002). Las preparaciones se in-
cubaron por dos horas a 37 °C con 50 ul de solucién de
RNAsa (100 ul 20XSSC, 10 ul RNAsa y 890 ul de agua
estéril) cubiertas con un cubre objetos. Seguidamente
se lavaron dos veces con soluciéon 2XSSC por cinco
minutos a temperatura ambiente (RT) y una vez a 37 °C
por cinco minutos. Luego se trataron en una solucién al
1% de pepsina (al 5%) y 1% HCI1 1M en agua destilada
por 10 minutos a 37 °C. A continuacién se lavaron dos
veces en buffer salino de fosfato (PBS 1X) por cinco
minutos a RT. De seguido se trataron con una solucién
al 1% formaledehido en PBS 10X, 50mM CIMg por
10 minutos a RT. Por ultimo se volvieron a lavar en
PBS 1X por cinco minutos a RT. Antes de aplicar las
sondas, las preparaciones se deshidrataron con un lava-
do en etanol al 75% y otro con etanol al 100% por tres
minutos cada uno y se dejaron secar a 23 °Cy 60 % HR
(RT) sobre la mesa del laboratorio.

Una vez secas las preparaciones, cada una se tratd
con 2 ng/ul de cada sonda disueltas y desnaturaliza-
das en la mezcla de hibridacién, que consistié de una
solucién al 50% de formamida desionizada y 10% de
sulfato de dextrano y 10% de 2XSSC en agua destilada.
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Para la desnaturalizacion de las sondas, la mezcla se
calent6 a 75 °C durante ocho minutos tras lo cual se
colocé en hielo picado por cinco minutos. Las prepa-
raciones se cubrieron con cubre objetos y se procedié
a la desnaturalizacion conjunta de los cromosomas en
las preparaciones y las sondas aplicadas. Para ello se
colocaron las muestras en un termociclador programa-
do en la siguiente secuencia: siete minutos a 75 °C, dos
minutos a 55 °C, 30 segundos a 50 °C, un minuto a 45
°C, dos minutos a 42 °C, cinco minutos a 40 °C y cinco
minutos a 38 °C. Seguidamente las preparaciones se
encubaron en cdmara himeda a 37 °C por 16 horas.

Tras la incubacidn, las preparaciones se lavaron
dos veces con una solucién de 2XSSC a 37 °C por
cinco minutos y dos veces mds con la misma solucién
a media concentracién (1SSC) por cinco minutos a
RT. Seguidamente se trataron con una solucién de
Tris-HC1 0,1 M, NaCl 0,15 M y 0,05% Tween-20 en
agua destilada (TNT) por cinco minutos a RT seguida
por el tratamiento con una solucién de Tris-HC1 0,1 M,
NaCl 0,15 M y 0,05% Blocking Reagent (Boerhinger)
en agua destilada (TNB) a 37 °C por 20 minutos. A
continuacion se lavaron con una solucién al 0,05% de
tween-20 en 4XSSC (4T). Seguidamente se aplicaron
35 ul de solucién de TNB con los anticuerpos estrepta-
vidina y antidigoxigenina con una concentracién de 10
ng/ul de cada uno y se encubaron en cdmara himeda
por 45 minutos en la oscuridad. Seguidamente se lava-
ron en TNT por cinco minutos en la oscuridad a RT y
se deshidrataron con un lavado en etanol 70% seguido
de otro en etanol al 100% para dejarlos secar al aire en
oscuridad y a RT. Seguidamente las preparaciones se
contratifieron con 4’,6-Diamidino-2-fenil indol diclor-
hidrato (DAPI, Sigma D9542), 35 ul por preparacion,
se cubrieron con cubre objetos y se encubaron por
cinco minutos en cimara humeda en la oscuridad y RT.
Por ultimo se lavaron por cinco minutos con agitacion
en agua estéril en oscuridad y a RT, seguido de la cual
se deshidrataron en etanol en la misma secuencia que
las veces anteriores, pero tinicamente por un minuto.
Las preparaciones se dejaron secar en la oscuridad y se
almacenaron en refrigeracion a 4 °C hasta su andlisis
en el microscopio.

Procesado de las imagenes fotograficas
La deteccion de las sondas se realizé con un mi-

croscopio LEICA DMR usando los filtros apropiados.
Las imdgenes se tomaron con una camara SPOT Jr
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CCD. Las imdgenes se procesaron con el programa de
computo Spot Jr (Diagnostics Instruments, Inc.).

RESULTADOS

Sonda de rDNA

La sonda rDNA produjo sefiales fuertes, de in-
tensidad similar, en cuatro de los 14 cromosomas de
P. sativum, mientras que en P. fulvum la misma sonda
origing seis sefiales, dos de intensidad similar a las
observadas en P. sativum y dos de intensidad media
(Figura 1). Estos resultados indican que P. sativum
presentd dos pares de NOR mientras que P. fulvum
presentd tres pares. En las muestras de las plantas F,,
la sonda hibridé en cuatro sitios del genoma con se-
fiales de alta intensidad y en dos sitios con intensidad
muy baja (Figura 2). Estas sefiales corresponderian
con los NOR en ambas especies parentales. En una de
las muestras F, que se evaluaron, ademds de las cuatro
sefiales de hibridacion, se observd una sefial inters-
ticial de intensidad muy baja (Figura 2). P. sativum
tiene dos NOR (cromosomas 4 y 7) (Fuchs et al. 1998,
Samatadze et al. 2002) mientras que P. fulvum tiene
tres (cromosomas 4, 7'y 5) (Errico et al. 1991, Errico
et al. 1996, 1997) de ahi que los cromosomas de P
sativum en los que se observaron las sefiales (Figura
1 A, B, C) corresponderian a los pares 4 y 7 (Fuchs et
al. 1998, Samatadze et al. 2002) y en P. fulvum serian

los pares 4, 7y 5. La intensidad de las sefiales FISH
se relaciona con el nimero de veces que la secuencia
se repite en cada sitio (Sadder y Weber 2002).

Las imdgenes obtenidas muestran con claridad
que los NOR en P. sativum se localizan préximos a
los telomeros, mientras que en P. fulvum, al menos
uno de ellos esta en una zona intersticial de uno de los
cromosomas (Figura 1).

Las sefiales de la sonda de rDNA en algunos de los
NOR de P. sativum (Figura 1A'y B1) y de P. fulvum (Fi-
gura 1D) mostraron un halo de hibridacion débil, lo que
indica la desconcensacion de esa regién cromosémica.

La Sonda Telomérica

La superposicién de las imdgenes obtenidas con
las sondas de rDNA y la sonda telomérica generd
sefiales naranja, que concuerdan con los NOR en am-
bas especies y en las plantas F,, 1o que se debe a que
debido a la alta intensidad de las sefiales producidas
por la sonda marcada con biotina, éstas son captadas
por el microscopio aun cuando se utilice el filtro para
visualizar las sefiales de las sondas marcadas con di-
goxigenina (Figuras 2C y 2F) igual situacién ha sido
reportada por Kolchinsky y Gresshhoff (1994). La
sonda telomérica hibridé en las regiones distales de
los cromosomas de ambas especies de guisante, pero
tanto la frecuencia como la intensidad fueron mayores
en las preparaciones de P. fulvum (Figura 3). Tampoco

Figura 1.

Metafase somdtica de P. sativum (A, B, C) y P. fulvum (D, E, F) hibridada

con la sonda ribosémica marcados con biotina y detectados con rodamina.
Los cromosomas se contratiieron con DAPI. Escuela Técnica Superior
de Ingenieros Agrénomos y Montes (ETSIAM). Universidad de Cérdoba,

Espaiia. 2006.
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Figura 2.

Figura 3.

Metafases somadticas de dos plantas F,, hibridadas con la sonda telomérica, detec-
tadas con fluoresceina (verde) (A 'y D) y con la ribosémica, marcados con biotina y
detectados con rodamina (By E) y la superposicion de ambas imagenes (C y F). Los
cromosomas se contratifieron con DAPI. Escuela Técnica Superior de Ingenieros
Agrénomos y Montes (ETSIAM). Universidad de Cérdoba, Espafia. 2006.

Metafases somadticas de P. sativum (A, B, C) y P. fulvum (D, E, F) hibridadas
con la sonda telomérica, detectadas con fluoresceina (verde)con la sonda Te-
lomérica y contra tefiidos con DAPI. Escuela Técnica Superior de Ingenieros
Agrénomos y Montes (ETSIAM). Universidad de Cérdoba, Espaiia. 2006.
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las sefiales fueron visibles con igual intensidad en
todas las muestras ni en todos los cromosomas de una
preparacion, lo que concuerda con lo expuesto sobre
este tema por Kolchinsky y Gresshoff (1994) quienes
indican que secuencias subteloméricas y otras asocia-
das a los telémeros, son muy variables en el niimero de
veces que se repiten y atin en cuanto a su ocurrencia en
individuos de la misma especie. Este resultado indica
que, al igual que otras muchas especies vegetales, los
telomeros de P. sativum y P. fulvum comparten esta
secuencia con Arabidopsis thaliana.

DISCUSION

La hibridacion fluorescente in situ de preparacio-
nes cromosémicas de Pisum sativum 'y P. fulvum con
sondas de rDNA y con la secuencia telomérica de A.
thaliana, permitié establecer diferencias en la organi-
zacion del genoma de ambas especies. Los resultados
mostraron con claridad que ambas especies difieren
en el nimero de NOR y que generaciones avanza-
das, obtenidas por auto polinizacién y originadas del
cruzamiento de ambas especies, tienen dos pares de
NOR, numero caracteristica de P. sativum junto con
una sefial intersticial muy baja en un tercer par de
cromosomas. También los datos permiten indicar que
mientras que los NOR de P. sativum se localizan en
la region distal de los cromosomas, en P. fulvum uno
de ellos estd localizado en la regién meridional de un
brazo en uno de los cromosomas.

La hibridacién con la sonda telomérica de A. tha-
liana, en las regiones distales de los cromosomas de
las muestras de Pisum analizadas, muestra que en los
teldmeros de este género también se encuentra la se-
cuencia TTTAGGG. La presencia de esta secuencia en
otra especies vegetales estd bien documentada (Fuchs
et al. 1998, Prieto et al. 2004, Sykorova et al. 2003) no
asf para el caso de P. fulvum o P. sativum.

Queda por evaluar un mayor nimero de lineas
producto del cruzamiento entre ambas especies y am-
pliar el nimero de sondas, para comprender mejor las
diferencias y semejanzas entre el genoma del guisante
cultivado, su pariente silvestre y el de las progenies
que se obtienen de su hibridacién. Estos datos permi-
tirfan referenciar los mapas de ligamiento del género
con posiciones fisicas en los cromosomas, informa-
cién que serd de gran utilidad para la mejora genética
de las especies cultivadas del género Pisum.
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