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Resumen y palabras clave

.- RESUMEN Y PALABRAS CLAVE

Las hojas de los mutantes denticulata (den) de Arabidopsis son pequefias,
apuntadas e indentadas, rasgos que les hacen candidatos a ser portadores de mutaciones
en genes que codifican proteinas implicadas en la traduccion. En este trabajo hemos
completado la cartografia mediante secuenciacion masiva de las mutaciones denl, den4,
den7y denll, y hemos iniciado las de den9, den14, denl5, denl6y denl7, con el objetivo
de identificar sus genes mutados. Los genes ASYMMETRIC LEAVES 1 (AS1) y AS2
codifican factores de transcripcion implicados en el establecimiento del eje dorsoventral de
las hojas de Arabidopsis, e interaccionan sinérgicamente con algunos genes DEN
previamente descritos. Hemos establecido que la mutacion asl1-14 es una delecion de
5.880 pb, que elimina parte del gen AS1 y la totalidad de los genes adyacentes ACTIN1
(ACT1) y SIAMESE-RELATED12 (SMR12). Con el fin de establecer si el fenotipo
morfolégico del mutante as1-14 se debe a la disfuncion individual o conjunta de estos tres
genes, hemos disefiado e iniciado la construccién de transgenes portadores de sus alelos
silvestres y obtenido mutantes insercionales actl y smrl2 de colecciones de dominio
publico.

Palabras clave: Arabidopsis, DENTICULATA, cartografia mediante secuenciacion

masiva, ASYMMETRIC LEAVES.

The Arabidopsis denticulata (den) mutants exhibit small, pointed and dentate leaves,
traits that make them candidates to carry mutations in genes encoding proteins involved in
translation. In this work, we accomplished the mapping by sequencing of denl, den4, den7
and denll, and initiated that of den9, denl14, denl5, denl6, and denl7, in order to identify
their mutated genes. The ASYMMETRIC LEAVES 1 (AS1) and AS2 genes encode
transcription factors involved in leaf dorsoventral axis specification, and these genes
synergistically interact with some DEN genes already described. We found that the as1-14
mutation is a 5,880-bp deletion that spans part of the AS1 gene and the whole ACTIN1
(ACT1) and SIAMESE-RELATED12 (SMR12) genes. To ascertain if the morphological
phenotype of the as1-14 mutant is caused by the individual or combined loss of function of
these three genes, we designed and initiated the construction of transgenes harboring their
wild-type alleles, and obtained insertional mutants from public collections as well.

Keywords: Arabidopsis, DENTICULATA, mapping by sequencing, ASYMMETRIC
LEAVES.
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Introducciéon 2

Il.- INTRODUCCION
[I.1.- Genética directa e inversa

La diseccion genética clasica de un proceso biolégico en un organismo
experimental tiene como punto de partida una mutagénesis, seguida de una seleccién de
mutantes que manifiesten alguna alteracién del proceso a estudio. El andlisis genético y
molecular de dichos mutantes permite identificar los genes implicados en el proceso de
interés, cuya pérdida de funcion causa el fenotipo seleccionado. Se ha dado en llamar
Genética directa a este abordaje experimental, que ha predominado durante casi todo el
siglo XX (Takahashi et al., 1994).

El advenimiento de la Gendmica en las dos uUltimas décadas del siglo XX conllevo
la secuenciacién completa de los genomas de las especies modelo de uso mas comun,
como la bacteria Escherichia coli, la levadura Saccharomyces cerevisiae, el nematodo
Caenorhabditis elegans, el insecto diptero Drosophila melanogaster y el raton Mus
musculus. Se obtuvieron las secuencias de casi todos los genes de dichos genomas y se
generaron colecciones de mutantes sefializados, cada uno de los cuales era portador de
una mutacion nula en un gen concreto. Estos mutantes no habian sido seleccionados por
su fenotipo, sino por ser portadores de una mutacién en un determinado gen. Mientras que
en la Genética directa se parte del fenotipo de un mutante para identificar el gen que lo
causa, se denomina Genética inversa al abordaje experimental opuesto, en el que se parte
del conocimiento de la secuencia de un gen para mutarlo de manera mas o menos precisa
y poder estudiar los efectos fenotipicos de su inactividad. Se va del fenotipo al gen en la
Genética directa, y del gen al fenotipo en la inversa (Wu et al., 2005).

Una vertiente de la Genética inversa es la mutagénesis dirigida, que a su vez tiene
numerosas variantes. Existen procedimientos para eliminar y reemplazar genes, asi como
para inducir mutaciones en posiciones especificas de un gen. La tecnologia de
mutagénesis dirigida que mas se ha extendido en los ultimos afios es la denominada

CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats; Belhaj et al., 2015).

I1.2.- Procedimientos de mutagénesis clasica
[1.2.1.- Mutagénesis quimica con metanosulfonato de etilo

El mas comudn de los procedimientos quimicos de induccién de mutaciones en
posiciones aleatorias de un genoma que caracterizan a la Genética directa es la
mutagénesis con metanosulfonato de etilo (EMS). Este compuesto induce la alquilacion de
los residuos de guanina (G), generando O°®-etilguanina, que es complementaria de la timina

(T), pero no de la citosina (C). En consecuencia, un par de bases G/C es sustituido por un
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par A/T tras una mutagénesis con EMS y dos rondas de replicacion del ADN (Qu y Qin,
2014).

[1.2.2.- Mutagénesis fisica por irradiacion

Se conocen varios agentes fisicos cuya utilidad como mutagenos ha sido
ampliamente probada. Se trata de radiaciones de diferentes longitudes de onda, que
causan un amplio espectro de dafios en el ADN, desde mutaciones puntuales hasta
grandes reordenamientos cromosémicos, como las inversiones, deleciones y
translocaciones. Constituyen ejemplos de ello los rayos X y los neutrones rapidos, que son
radiaciones electromagnéticas ionizantes de longitudes de onda inferiores a los 10 nm. Los
rayos X suelen producir inversiones, rupturas cromosémicas y translocaciones (Muller,
1927). El bombardeo con neutrones rapidos induce deleciones y sustituciones puntuales,

como las transiciones A/T — G/C (Belfield et al., 2012).

[1.2.3.- Mutagénesis insercional

Una técnica empleada profusamente para la induccién de mutaciones en plantas
como Arabidopsis thaliana (en adelante, Arabidopsis) o el arroz (Oryza sativa) consiste en
la insercion de una molécula de ADN exdgeno en posiciones aleatorias del genoma
(Feldmann, 1991). La herramienta mas usada para este procedimiento, que se denomina
mutagénesis insercional, es el ADN transferente (ADN-T) de los plasmidos pTi de la
bacteria Agrobacterium tumefaciens (Ortega et al., 2002; Mohammed et al., 2019).

Se han obtenido centenares de miles de mutantes de Arabidopsis portadores de
inserciones de ADN-T, que forman parte de colecciones de dominio publico como la del
SALK Institute (Alonso et al., 2003) o la del GABI-Kat (Kleinboelting et al., 2012). El ADN-
T no solo es util como mutageno, sino también como herramienta para la obtencién de
lineas transgénicas en Arabidopsis. La capacidad del ADN-T de integrarse en el genoma
de las plantas infectadas con Agrobacterium tumefaciens radica en dos secuencias,
denominadas Right Border (RB) y Left Border (LB); se han desarrollado vectores
plasmidicos basados en los pTi de esta bacteria, que permiten construir transgenes
flanqueados por las secuencias RB y LB, susceptibles por tanto de integrarse en el genoma
de una planta. Tanto la mutagénesis como la obtencién de lineas transgénicas de
Arabidopsis basadas en el ADN-T suelen realizarse mediante transformacién por infeccion

de o6rganos florales con Agrobacterium tumefaciens (Clough y Bent, 1998).
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[1.3.- Papel de las proteinas ribosémicas y los factores de transcripciéon AS1y
AS2 en el establecimiento del eje dorsoventral de las hojas de Arabidopsis

Las células de las hojas de la roseta de Arabidopsis manifiestan diferentes
morfologias a lo largo del eje dorsoventral, que son el resultado de su especializacion en
diferentes facetas de la fotosintesis. Las epidermis adaxial y abaxial, que constituyen el
haz y el envés, y sus tejidos subepidérmicos, el mesdfilo en empalizada y el lagunar, estan
especializados en la captacion de la luz solar y el intercambio gaseoso, respectivamente.
En el establecimiento del eje dorsoventral participan pequefios ARN reguladores y varias
familias de factores de transcripcion que determinan la identidad abaxial, como AUXIN
RESPONSE FACTOR 3 (ARF3; Pekker et al., 2005), o la adaxial, como ASYMMETRIC
LEAVES 1 (AS1) y AS2 (Byrne et al., 2000; Iwakawa et al., 2002; Pinon et al., 2008;
Horiguchi et al., 2011; lwasaki et al., 2013; Takahashi et al., 2013; Machida et al., 2015;
Matsumura et al., 2016; Luong et al., 2018), que pertenecen a las familias
MYELOBLASTOSIS (MYB) y LATERAL ORGAN BOUNDARIES (LOB), respectivamente.
AS1 y AS2 forman un heterodimero que reprime a ARF3 (Husbands et al., 2015; Iwasaki
et al., 2013), entre otras funciones. Los alelos hipomorfos y nulos de AS1y AS2 deforman
las hojas, haciéndolas asimétricas, lobuladas y triangulares, con margenes ligeramente
recurvados hacia el envés (Tsukaya y Uchimiya, 1997; Robles Ramos, 1999; Semiarti et
al., 2001; Figura 1By C, en la pagina 5).

Las mutaciones de insuficiencia de funcién en algunos genes de Arabidopsis que
codifican proteinas implicadas en la traduccion, incluidas las ribosémicas, causan fenotipos
foliares similares: las hojas de los mutantes son apuntadas y ligeramente indentadas (Pinon
et al., 2008; Casanova-Saez et al., 2014). La combinacion de mutaciones en estos genes
con alelos mutantes de los genes AS1 y AS2 rinden fenotipos sinérgicos, cuyo rasgo mas
caracteristico es la abaxializacion de las hojas, que en los casos mas extremos se
radializan por completo (Tsukaya y Uchimiya, 1997; Robles Ramos, 1999; Horiguchi et al.,
2011). Un ejemplo de ello es el alelo den5-2 del gen RPL7B, que codifica una proteina
ribosémica de la subunidad 60S (Figura 1D), cuyos dobles mutantes con asl1-14 o as2-1
manifiestan una pérdida parcial o total de la dorsoventralidad foliar (Figura 1E y F; Horiguchi
et al., 2011).

II.4.- Cartografia génica mediante secuenciacion masiva
[1.4.1.- Secuenciacién masiva mediante la tecnologia de lllumina
La tecnologia desarrollada por la empresa lllumina es la de mayor cuota de mercado

en el &mbito de la secuenciacion masivamente paralela de ADN. Se denomina
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“secuenciacion por sintesis” a este método, que conduce a la obtencién de decenas, o
incluso centenares, de millones de lecturas simultaneas de los fragmentos del ADN de una

muestra (van Dijk et al., 2014).

den5-2 den5-2 as1-14 den5-2 as2-1
Figura 1.- Fenotipo sinérgico de las combinaciones dobles mutantes de den5-2 con asl-14 y as2-1.
Rosetas de (A) el tipo silvestre Lansdberg erecta (Ler), los mutantes simples (B) asl-14, (C) as2-1
y (D) den5-2, y los dobles mutantes (E) den5-2 as1-14y (F) den5-2 as2-1. Las flechas sefialan hojas
radializadas. Estas imagenes se obtuvieron en el laboratorio de J.L. Micol antes del comienzo de este
TFM (A, B, Ey F) 21, (C) 19y (D) 20 dias después de la estratificacion (dde). Las barras de escala
representan 1 mm.

La primera etapa de esta técnica de secuenciacion masiva es la fragmentacion del
ADN a estudio, que suele hacerse por sonicacion. A continuacion, se afiaden
oligonucledtidos sintéticos (adaptadores) a los extremos de los fragmentos (Figura 2A, en
la pagina 6) y se lleva a cabo su amplificacion clonal. Para ello, los fragmentos modificados
se desnaturalizan alcalinizando la disolucién que los contiene, que se vierte sobre una
celda de flujo, a cuya superficie se han anclado por su extremo 5 numerosos
oligonucledtidos de dos tipos, complementarios de los adaptadores. El nimero de
oligonucledtidos inmovilizados en la celda de flujo es sustancialmente mayor que el de los
fragmentos de ADN en disolucion.

La hibridacion de un fragmento con un oligonucle6tido inmovilizado permite una

sintesis mediante PCR en la que este Ultimo actla como cebador. Se denomina a esta
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amplificacion “PCR puente”, ya que a continuacion el fragmento que ha servido de molde
se separa por calentamiento de la molécula de nueva sintesis, que sigue anclada a la celda
de flujo, cuya movilidad permite que su extremo 3’ colisione e hibride con algun
oligonucledtido cercano, formando un puente que se hard totalmente bicatenario en un
segundo ciclo de PCR. Una segunda desnaturalizacion por calentamiento separa las dos
cadenas de la molécula bicatenaria, rindiendo dos moléculas monocatenarias
inmovilizadas por sus extremos 5', cada una de las cuales repetira el proceso de hibridacién

con un oligonucleétido inmovilizado cercano y nuevas sintesis en sucesivos ciclos de PCR.

¢ . Incorporacion
Fragmentacion del ADN de los

terminadores
reversibles

¢ Ligacién de adaptadores
_ Lavado de los

_ terminadores
B reversibles no
Generacion de incorporados
grupos clonales
Molde, B m Escisi6 :
desoxirribo- 7 scision y lavado
nucleétidos, de los fluoréforos

polimerasa... . .

-

Repeticion ciclica

cO 2O
T cO

Arriba: CATCGT
Abajo: CCCCCC

100-200 millones de
grupos clonales

Figura 2.- Tecnologia y quimica de la secuenciacion masiva de lllumina. (A) Preparacion de las
muestras: union de adaptadores a los extremos de los fragmentos del ADN, amplificacion e
introduccioén de las regiones complementarias a los oligonucleétidos de las celdas de flujo. (B)
Generacion de grupos clonales: cada fragmento se amplifica de manera simultanea en todos los
grupos, generando una amplificacion clonal de todos los fragmentos. (C) Secuenciacion: se
incorporan nucle6tidos marcados fluorescentemente que compiten por unirse a la cadena molde,
generando fluorescencia. (D) Captacidn por un sensor CCD de la sefial fluorescente emitida por el
nucledtido recién incorporado. Tomado, con ligeras modificaciones, de Mateo-Bonmati (2013), que
a su vez lo tomé de Metzker (2010).
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Este procedimiento conduce a la formacién de grupos o colonias clonales (Figura
2B), constituidos por dos tipos de moléculas monocatenarias complementarias. En cada
grupo clonal se elimina a continuacién uno de los tipos de moléculas complementarias,
para que las restantes sirvan de molde en otra amplificacion de PCR, que se realiza
empleando cebadores en disolucién y nucleétidos marcados diferencialmente con
fluoréforos, que actian como terminadores reversibles de la sintesis de ADN. Cuando la
sintesis comienza, la unién del primer nucle6tido bloquea la incorporacion de otros. La
excitacion, con un laser, del fluoréforo del nucledtido incorporado y el registro de la emision
fluorescente resultante, con un sensor CCD, permiten la identificacion y el registro de la
primera base de la lectura. Se escinden a continuacion del nucleétido incorporado al
cebador tanto su fluor6foro como el grupo azida que actia como terminador, lo que a su
vez permite la incorporacion de un segundo nucleétido a la cadena en sintesis (Palla et al.,
2014). Este proceso se repite sucesivamente hasta generar el resto de la secuencia de la
lectura. Se denomina pareadas a las lecturas, de unos 150 pb, que generan los
secuenciadores de Illlumina, ya que corresponden a los dos extremos de un fragmento del

genoma a estudio, cuya parte central no se secuencia (Figura 2, en la pagina 6).

I1.4.2.- Fundamentos de la cartografia génica mediante secuenciacién masiva

La cartografia génica mediante secuenciacibn masiva (mapping-by-sequencing)
permite identificar la mutacién que causa un fenotipo de interés a partir de la secuenciaciéon
masiva del ADN gendmico de los individuos de fenotipo recesivo de una poblacién
cartografica. Una de las poblaciones cartograficas mas utilizada en Arabidopsis para este
fin es la segunda generacion filial (F2) de un exocruzamiento (outcross): el cruzamiento de
un mutante a estudio, aislado tras la mutagénesis de un tipo silvestre dado, por otra estirpe
silvestre, polimorfica de la anterior.

En el caso de Arabidopsis es relativamente comun trabajar con poblaciones
cartograficas derivadas de un cruzamiento entre un mutante cuyo fondo genético es
Landsberg erecta (Ler) y Columbia-0 (Col-0), o viceversa (Figura 3, en la pagina 8). La
secuencia del genoma de Col-0 es la méas detallada de las disponibles y suele usarse como
referencia para alinear las lecturas obtenidas en cualquier secuenciacion masiva (Austin et
al., 2011). La del genoma de Ler es también de dominio publico. Se conocen méas de 50.000
polimorfismos (Minteer, 2006) que permiten determinar de qué estirpe proviene cualquier
segmento del genoma de un individuo de la F, procedente de la autofecundaciéon de un

individuo F1 obtenido a partir de un cruzamiento Ler x Col-0 (Schneeberger et al., 2009).
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Figura 3.- Etapas de la cartografia génica mediante secuenciacion masiva en Arabidopsis. (A)
Representacion esquematica de un cruzamiento entre una planta homocigética para una mutacion
recesiva (den), con fondo genético Ler, y otra silvestre (Col-0). La progenie F1 es heterocig6tica para
la mutacién den y fenotipicamente silvestre; su autofecundacion rinde una poblacién cartografica F,
en la que se observa una segregacion fenotipica 3:1 (silvestre:mutante). Se seleccionan las plantas
fenotipicamente mutantes, y se extraen y mezclan sus ADN gendémicos, que se someten a
secuenciacion masiva. (B) Analisis del ligamiento a los SNP de Col-0y Ler, realizado a partir de las
lecturas obtenidas. Cada circulo azul representa una de las variantes bialélicas de un SNP. Solo se
representa el cromosoma 2, ya que no se encontrd desequilibrio de ligamiento en ninguno de los
otros cuatro. La figura se obtuvo con el programa Easymap, desarrollado por S. Lup, D. Wilson-
Sanchez, S. Andreu-Sanchez y J.L. Micol (sin publicar).

En consecuencia, es teéricamente posible identificar una region candidata a

contener una mutacién recesiva de posicion previamente desconocida, por el
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procedimiento de seleccionar plantas de fenotipo recesivo de la F, de un exocruzamiento
entre Col-0 y un mutante cuyo fondo genético es Ler, y llevar a cabo su andlisis del
ligamiento a marcadores moleculares bialélicos, mas concretamente los polimorfismos de
un solo nucleétido (Single Nucleotide Polymorphisms; SNP) naturales que existen entre
Col-0 y Ler. La extraccion del ADN de unas 100-150 plantas F, de fenotipo recesivo es
suficiente para encontrar una region que manifieste inequivocamente desequilibrio de
ligamiento, es decir, un segmento del genoma en el que los alelos de los SNP de Col-0 y
Ler no segreguen independientemente (en una proporcion 1:1) (Figura 3, en la pagina 8;
Michelmore et al.,, 1991). Tras delimitar asi un intervalo candidato e identificar las
mutaciones puntuales que contiene, se analiza cada una de ellas: se predice el cambio que
causaria en el producto proteico del gen mutado. En base a las funciones demostradas o
predichas de los genes mutados, se propone finalmente a algunos de ellos como mejores

candidatos a ser los causantes del fenotipo mutante a estudio (Schneeberger et al., 2009).
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lIl.- ANTECEDENTES Y OBJETIVOS

En el laboratorio de José Luis Micol se han realizado varias busquedas de mutantes
con el proposito de identificar genes implicados en el desarrollo foliar (Berna et al., 1999;
Wilson-Sanchez et al., 2014). Se llevaron a cabo abordajes experimentales basados en la
Genética directa (apartado 1.1, en la pagina 2), realizando mutagénesis mediante
bombardeo con neutrones rapidos (apartado 11.2.2, en la pagina 3) y con EMS (apartado
[1.2.1, en la pagina 2), y se aislaron centenares de mutantes foliares fértiles y viables que
fueron agrupados en clases fenotipicas para facilitar su analisis genético. La clase
fenotipica mas numerosa fue la denominada Denticulata (Den), que incluia 30 mutantes,
que fueron asignados a 19 grupos de complementacion (Robles Ramos, 1999).

Mediante analisis iterativo del ligamiento a marcadores moleculares se delimitaron
en el laboratorio de J.L. Micol intervalos candidatos a contener las mutaciones denticulata5
(den5) y denl2. La secuenciacion por el método de Sanger de varios de los genes
contenidos en dichos intervalos permitié establecer que los genes DEN5 y DEN12 codifican
las proteinas ribosomicas RPL7B y RPL10aB, respectivamente (Horiguchi et al., 2011).
Combinando la cartografia génica tradicional y la secuenciacion masiva, se establecio
posteriormente que los productos de los genes DEN3, DEN6, DEN10 y DEN13 son
RPL7aB, RPL16B, FILAMENTING TEMPERATURE SENSITIVE HI4 (FTSHI4) y EMBRYO
DEFECTIVE DEVELOPMENT 1 (EDD1). FTSHI4 es una proteina del tilacoide del
cloroplasto, cuya funcién molecular concreta se desconoce (Gutiérrez Ndjera, 2018). EDD1
es una glicilF-ARNt sintetasa de los plastidos y las mitocondrias (Berg et al., 2005;
Moschopoulos et al., 2012). En sintesis, de los 6 genes DEN identificados en el laboratorio
de J.L. Micol antes del comienzo de este Trabajo de Fin de Master (en adelante, TFM), 5
codifican proteinas implicadas en la traduccién (DEN3, DEN5, DEN6, DEN12 y DEN13).
Para obtener mas informacion sobre el papel de la traduccion en el establecimiento del eje
dorsoventral de la hoja (apartado 11.3, en la pagina 4), se generaron dobles mutantes den
as, que en muchos casos manifestaron fenotipos sinérgicos (Robles Ramos, 1999; Molla
Morales, 2011).

Los objetivos iniciales de este TFM fueron (1) identificar los genes mutados
responsables de los fenotipos de los mutantes denl, den4, den7, den9, denll, denl4,
denl5, denl6 y denl7, usando para ello la cartografia mediante secuenciacion masiva, (2)
determinar la naturaleza molecular de la mutacion asl-14, y (3) disefiar y construir
transgenes y estudiar mutantes insercionales para confirmar que la insuficiencia de la

funcién del gen AS1 es la causa del fenotipo del mutante as1-14.
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IV.- MATERIALES Y METODOS
IV.1.- Pautas que se han seguido para laredaccion de esta memoria

Para la redaccion de esta memoria se han seguido las pautas definidas en varias
Tesis (Ponce Molet, 1996; Bernd Amoros, 1997; Serrano Cartagena, 1998; Quesada Pérez,
1999; Robles Ramos, 1999; Candela Antén, 2001; Pérez Pérez, 2003; Aguilera Diaz, 2009;
Sarmiento Mafius, 2011; Ferrandez Ayela, 2012; Micol Ponce, 2017) y Trabajos de Fin de
Grado (Navarro Quiles, 2015; Gutiérrez Ndjera, 2018; Penalva Pérez, 2019), realizados en
los laboratorios de J.L. Micol y M.R. Ponce. En este apartado de Materiales y métodos se

reproducen literalmente algunos péarrafos de dichos trabajos anteriores.

IV.2.- Abreviaturas, acrénimos y férmulas quimicas

Se ha procurado obedecer la normativa de la International Union of Pure and
Applied Chemistry (IUPAC) en lo referente a la formulacion quimica y a las denominaciones
de los compuestos empleados en este trabajo. No obstante, se ha preferido usar los
acronimos castellanizados ADN y ARN —de uso comudn en los medios de comunicacion
espafioles—, en lugar de los recomendados por la IUPAC, DNA y RNA, para los 4cidos
desoxirribonucleico y ribonucleico, respectivamente. Esta eleccion no esta basada en
ningln argumento que se considere incontestable; ambas opciones son aceptadas por el
Diccionario de la lengua espafiola (vigesimotercera edicién, 2014) de la Real Academia
Espafiola (RAE).

En esta memoria se emplean numerosas abreviaturas y acrénimos, la mayoria de
los cuales se definen la primera vez que aparecen en el texto. Ademas, se han utilizado las
abreviaturas de la Tabla 1, correspondientes en su mayoria a las unidades de medida

empleadas, que son las del Sistema Internacional.

Tabla 1.- Abreviaturas empleadas en este trabajo

cm: centimetros. Mb: Megabases. rpm: revoluciones por minuto.
et al.: et alii (y otros). mg: miligramos. s: segundos.

g: aceleracién de la gravedad. min: minutos. UV: ultravioleta.

g: gramos. ml: mililitros. v/v: volumen/volumen.

h: horas. mm: milimetros. W: vatios.

kb: kilobases. mM: milimolar. ul: microlitros.

kg: kilogramos. MQ: megaohmios. MM: micromolar.

I: litros. m/v: masa/volumen. °C: grados centigrados

M: molar. pb: pares de bases.
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IV.3.- Gramatica y terminologia

Tal como recomienda la RAE en su Ortografia de la lengua espafiola (2010), en
esta memoria no se realiza el plural de las siglas afiadiendo al final una s minascula: se
escribe “el ADN” y también “los ADN”. Se emplean aqui algunos extranjerismos de uso
comun que carecen de una traduccion al espafiol generalmente aceptada, como eppendorf.
El caracter foraneo de estas palabras se ha destacado en cursiva. No hemos traducido al
espafiol muchos de los nombres de genes y proteinas que se mencionan en esta memoria;

en estos casos solo hemos usado la cursiva para los genes.

IV.4.- Nomenclatura genética

La nomenclatura que se aplica en esta memoria a genes, mutaciones y fenotipos
se atiene estrictamente a las pautas propuestas para Arabidopsis por Meinke y Koornneef
(1997), cuya versién mas reciente puede encontrarse en http://www.arabidopsis.org. Los
alelos de un gen se indican con abreviaturas en cursiva, empleandose las mayusculas para
el silvestre y las mindsculas para los mutantes. Las proteinas se indican en tipografia
normal, con mayulsculas. Si existen diferentes genes que han recibido la misma
denominacidn, se les distingue afiadiendo un namero al grupo de dos, tres o cuatro letras
gue les denota. Los diferentes alelos mutantes de un gen reciben un distintivo numérico,
separado por un guion del identificador del gen. Sirva como ejemplo de lo anterior que
hemos estudiado el mutante denticulata5-2 (den5-2), portador del alelo den5-2 del gen
DENTICULATAS (DENS), cuyo producto es la proteina DENTICULATAS (DENS).

No existe una nomenclatura de aceptacién general para los genotipos de
Arabidopsis. Hemos empleado la expresion linea (también estirpe, planta, individuo,
semilla, plantula o cualquier 6rgano) den5-2 para referirnos a cualquier homocigoto para
esta mutacion. Salvo que se indique lo contrario, las plantas que se describen en este

trabajo son homocigéticas para las mutaciones que se mencionan en cada caso.

IV.5.- Estirpes empleadas en este trabajo
Hemos empleado las estirpes silvestres y mutantes de Arabidopsis thaliana (L.)

Heynh. que se listan en la Tabla 2, en la pagina 13. Sus semillas se conservaron a 4°C.

IV.6.- Cultivos
IV.6.1.- Condiciones de cultivo de Arabidopsis

Los cultivos de Arabidopsis se realizaron en placa de Petri 0 en maceta a partir de
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semillas que habian sido previamente conservadas a 4°C durante al menos un dia.

Tabla 2.- Estirpes de Arabidopsis usadas en este trabajo

Estirpe Cadigo del NASC Fondo Mutageno (mutacion) Gen(es) mutado(s) Origen
genético

Ler NwW20 Tipo silvestre

Col-0 N1092 Tipo silvestre

asl-14 Ler Neutrones rapidos At2g37610*
(delecién) At2g37620*

At2g37630*

denl Ler EMS Por identificar 3

den4 Ler EMS Por identificar 3

den7 Ler EMS Por identificar 3

den9 Ler EMS Atlg17960 3

denll Ler EMS Por identificar 3

denl4 Ler EMS Por identificar 3

denl5 Ler EMS Por identificar 3

denl6 Ler EMS Por identificar 3

denl? Ler EMS Por identificar 3

*Genes identificados en este TFM. *Estirpes obtenidas inicialmente del Nottingham Arabidopsis
Stock Center (NASC) y replicadas varias veces por autofecundacion en el laboratorio de J.L. Micol.
2Robles Ramos (1999). ®Berna et al. (1999).

IV.6.1.1.- Cultivo en placa de Petri

La mayoria de los cultivos se iniciaron en placas de Petri de 15 cm de didmetro, que
contenian unos 100 ml de medio sélido GM (apartado 1V.7.1.2, en la pagina 16). La siembra
de las semillas de Arabidopsis se llevo a cabo tras su esterilizacion por inmersion con
agitacion, durante 8 min, en una disolucion acuosa del 40% en lejia comercial (NaClO al
4-5% m/v) y 2 ml/l de Triton X-100 al 1% v/v, realizando a continuacion tres lavados
sucesivos con agua estéril.

La siembra en placas de Petri se realizdé con material estéril, en una cabina de flujo
laminar horizontal Telstar BH-100 o MH-100. Se sembraron entre 16 y 100 semillas por
placa, espaciandolas regularmente sobre la superficie del medio de cultivo con una pipeta
Pasteur y una plantilla dispuesta bajo la placa. Tras su siembra, las placas fueron
precintadas con esparadrapo quirargico Micropore Scotch 3M, que constituye una barrera
efectiva para cualquier particula en aerosol, sin impedir el intercambio de gases.

Las placas de Petri con las semillas se estratificaron durante 24 h en posicion

invertida, a 4°C y en la oscuridad, con el fin de sincronizar su germinacién, tras lo que
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fueron cultivadas a 20 + 1°C y 50-60% de humedad relativa, bajo iluminacion continua de
unos 75 pumol/s-m?de luz blanca, suministrada por tubos fluorescentes Sylvania Standard
F20W/133-RS Cool White en camaras de cultivo Conviron TC16.

Las plantas de interés, cuyo cultivo se habia iniciado mediante siembra en placa de
Petri, fueron posteriormente trasplantadas a macetas, en las que completaron su ciclo de

vida en las condiciones que se detallan en el apartado siguiente.

IV.6.1.2.- Cultivo en maceta

Los cultivos en maceta se efectuaron en bandejas de plastico de 28 x 50 cm, con
42 alveolos, cada uno de ellos de 5 x 5 cm (diametro x altura), introducidas en cubetas de
unos 7 cm de profundidad. Se introdujo en cada alveolo, previamente a su rellenado con el
sustrato, una maceta de rejilla de 5 x 5 cm (didmetro x altura). Las macetas de rejilla
impiden que el sustrato se adhiera al alveolo, facilitando la extraccion de las plantas. Se
emple6 como sustrato una mezcla de perlita (granulometria de 1 a 3 mm; 105-125 kg/m?),
vermiculita (granulometria de 1 a 3 mm; 80-100 kg/m?®) y turba no fertilizada (turba rubia de
musgo Sphagnum, de estructura gruesa; Grobmull Neuhaus), en una proporcion
volumétrica 2:2:1. Cada alveolo se destiné al cultivo de una sola planta, que en la mayoria
de los casos habia sido trasplantada, con ayuda de unas pinzas, desde la placa de Petri
en la que habia permanecido durante las primeras 3 semanas de su ciclo de vida.

Estos cultivos permanecieron cubiertos con un plastico transparente, en el que se
realizaron algunos agujeros a fin de evitar una excesiva condensacion de agua, durante 6
dias. Cuando se produjo el alzado y la elongacién de los entrenudos, al término de la etapa
vegetativa, se aislé a las plantas trasplantadas enfundandolas con cilindros de plastico
transparente, denominados aracones (aracons; Beta Tech), que impiden el contacto entre
individuos adyacentes y facilitan la recoleccion de las semillas.

Los cultivos en maceta se mantuvieron en una camara climatizada visitable, a 20 +
1°C y 50-60% de humedad relativa, bajo iluminacion continua, con luz blanca suministrada
por tubos fluorescentes Sylvania 160 W F72T12 CW VHO Cool White o Philips
F72TI2/D/VHO 160 W 1500 SF, totalizando unos 75 pmol/s-m?.

Las bandejas estuvieron permanentemente subirrigadas, manteniéndose un nivel
de unos 2-3 cm de agua en el fondo de las cubetas. El aporte de nutrientes se llevé a cabo
dos veces por semana, mediante la adicibn de medio minimo ATM (apartado IV.7.1.1, en

la pagina 15). A partir del momento en que la floracién se interrumpe, se suspende el riego,
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propicidndose asi el secado de las plantas, que son mantenidas en la camara de cultivo al

menos dos semanas mas, para proceder finalmente a la recoleccién de sus semillas.

IV.6.2.- Recoleccidon de semillas

Para la recoleccion de todas las semillas de una planta seca, producto de su
autofecundacion, se presiono contra un colador que se sujetd sobre un papel de filtro, en
el que cayeron las semillas. La mezcla de semillas, fragmentos de silicuas y otras partes
secas de la planta que se acumulé sobre el papel fue cribada a través de un colador de
malla mas fina que la del primero, para eliminar en lo posible todas las particulas mas
grandes que las semillas. Las semillas de las estirpes de Arabidopsis usadas en este

trabajo se almacenaron en tubos eppendorf, que se conservaron a 4°C.

IV.7.- Disoluciones
Se empled siempre agua desionizada, con una resistividad media de 15 MQ/mm?-m,
y las disoluciones se conservaron a temperatura ambiente, salvo que se indique lo

contrario.

IV.7.1.- Medios de cultivo para Arabidopsis

Los medios de cultivo mencionados en este apartado se prepararon disolviendo sus
componentes en agua. Todas las esterilizaciones en autoclave se efectuaron a 1 kg/cm? y
121°C durante 20 min. Las sustancias termolabiles fueron esterilizadas mediante filtracién
forzada por aspiracion, a través de filtros Millipore de 0,22 o0 0,45 um de diametro de poro.
Su adicién a un medio de cultivo esterilizado en autoclave se realizé después de que este

Gltimo fuera estabilizado a 55°C.

IV.7.1.1.- Medios de cultivo liquidos

Medio minimo ATM: KNO3; 5 mM; KH2PO4 2,5 mM; MgSO, 2 mM; Ca(NOs). 2 mM;
FeNaEDTA 51 pM; H3BO3 70 puM; MnCl, 14 pM; CuSO4 0,5 pM; ZnSO4 1 pM; NaMoO, 0,2
puM; NaCl 10 pM, y CoCl» 0,01 uM (Kranz y Kirchheim, 1987).

Para su preparacion, se afiadieron, a 900 ml de agua, 5 ml de KNOs 1 M; 2,5 ml de
KH.PO4 1 M; 2 ml de MgS0Oa4 1 M; 2 ml de Ca(NOs)2 1 M; 2 ml de FeNaEDTA 20 mM, y 1
ml de la disolucion de micronutrientes, ajustando el volumen final a 1 I. Todas las

disoluciones madre se prepararon en las concentraciones indicadas y se esterilizaron por
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filtracion. Las disoluciones madre de las sales deben afiadirse a los 900 ml de agua, y no
a lainversa, a fin de evitar la precipitacion de complejos insolubles de fosfato célcico.

La composicion de la disolucion de micronutrientes es la siguiente: HsBOs 70 mM;
MnCl; 14 mM; CuSO4 0,5 mM; ZnSOs 1 mM; NaMoO4 0,2 mM; NaCl 10 mM, y CoCl
0,01 mM. Se preparé afiadiendo, a 900 ml de agua, 4,32 g de HsBOs; 2,77 g de
MnCl,-4H,0; 124 mg de CuS0O4-5H,0; 287 mg de ZnS0O4-7H,0; 48,7 mg de NaM0O4-2H,0;
584,4 mg de NaCl, y 2,38 mg de CoCl,-6H,0. Finalmente, se afiadié agua hasta 1 I.

IV.7.1.2.- Medios de cultivo solidos

Los medios de cultivo solidos se prepararon por adicion de agar para plantas (Plant
Agar; Duchefa), a una concentracion final del 0,7% ml/v, tras la disolucion del resto de los
componentes en agua. Una vez finalizada su esterilizacion en autoclave, los medios de
cultivo se mantuvieron durante 30 min en un bafio a 55°C antes de su vertido en placas de
Petri, que se realizé en una cabina de flujo laminar horizontal Telstar BH-100 o MH-100.
Las placas de Petri con medio sélido se conservaron hasta un mes a 4°C, en posicion
invertida y precintadas.

Medio GM (Germination Medium): NH4sNO3 10,3 mM; H3BOs 50,1 pM; CaCl; 1,5
mM; CoCl,-6H,0 0,05 uM; CuSO4-5H,0 0,05 uyM; NaEDTA 55,4 pM; MgSO. 0,75 mM;
MnSQO4-H,0O 50 uM; NaMoO4-2H,0 0,5 uM; Kl 2,5 uM; KNO3 9,4 mM; KH,PO,4 0,62 mM;
ZnS04-7H,0O 15 pM; sacarosa 29,2 mM; MES [acido 2-(N-morfolino)-etano sulfénico] 2,3
mM, y 7 g/l de agar para plantas.

Para su preparacion, se afiadieron, a 900 ml de agua, 2,2 g de sales de Murashige
y Skoog (Duchefa; Murashige y Skoog, 1962), 10 g de sacarosa y 0,5 g de MES (acido 2-
[N-morfolinoJetano sulfénico). Se agité la suspension hasta la total disolucion de sus
componentes y se ajusto el pH a 5,7 con KOH 1 M. Posteriormente, se ajusto el volumen

a 1lly se afadieron 7 g de agar para plantas. Se esterilizé en autoclave.

IV.7.2.- Tampones y otras disoluciones de uso general
IV.7.2.1.- Disoluciones para la purificacion de ADN gendmico

Tampén de extraccién: Tris-HCI 100 mM pH 8,0; Na,EDTA 50 mM, y NaCl 0,5 M.
Se prepar6 a partir de disoluciones madre Tris-HCI 1 M; Na,EDTA 0,5 M, y NaCl 5 M.
Puede conservarse varios meses a 4°C.

SDS al 20%: Se prepar6 disolviendo, a 68°C, 100 g de SDS (dodecilo sulfato de
sodio) en 500 ml de agua y ajustando el pH a 7,2 con HCI 1 N.
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IV.7.2.2.- Disoluciones para electroforesis

TAE 50x: Tris-base [Tris-(hidroximetillaminometano] 2 M; 5,71% de &cido acético,
y Na,EDTA 50 mM pH 8,0. El pH final debe ser 7,6. Para preparar un litro se mezclaron
242 g de Tris-base, 57,1 ml de acido acético glacial y 100 ml de Na;EDTA 0,5 M pH 8,0.

Tampdn de carga 6x para electroforesis en geles de agarosa: 20% m/v de Ficoll;
0,25% m/v de xilencianol; 0,25% m/v de azul de bromofenol, y Na;EDTA 10 mM.

Marcador de peso molecular para electroforesis en geles de agarosa: Se diluyé
el marcador (1 kb Plus DNA ladder de Invitrogen; 1 pug/ul) en tampén de carga hasta una
concentracion de 0,1 pg/ul. Se utilizaron 6 pl por pocillo de un gel de agarosa convencional.

Se conservo a —20°C.

IV.8.- Obtencion y manipulacion de acidos nucleicos
IV.8.1.- Aislamiento de ADN gendmico de Arabidopsis
IV.8.1.1.- Aislamiento de ADN para su amplificacion por PCR

El ADN gendmico utilizado como molde en las mezclas de PCR fue purificado
mediante el método de Dellaporta et al. (1983), con algunas modificaciones. Se introdujo
en un tubo eppendorf una planta entera o parte de ella, y se le afiadieron 500 pl de tampon
de extracciény 3 o 4 perlas de vidrio de 3 mm de diametro, para macerarla en un macerador
automatico (Mixermill 300, Qiagen 85120). A continuacién, se afiadieron 35 pl de SDS al
20%, incubando la mezcla durante 5 min en un bafio termostatizado a 65°C. Después, se
anadieron 130 pl de KCH3COO 5 M, incubando durante 15 min a 4°C, y centrifugando
durante 10 min a 13.000 rpm en una microfuga. El sobrenadante se transfirid a un tubo
eppendorf vacio, se precipitd durante 20 min a —20°C con 640 pl de isopropanol y 60 pl de
NaCH;COO 3 M, y se centrifugd durante otros 10 min a 10.000 rpm. Finalmente, el
precipitado se lavé con 300 pl de etanol del 70% y se centrifugé una vez mas durante 5
min a 10.000 rpm, tras lo cual se dej6 secar a temperatura ambiente, para resuspenderlo

después en 300 ul de agua y almacenar la disolucién a 4°C.

IV.8.1.2.- Aislamiento de ADN para su secuenciacion masiva

Para la secuenciacién masiva de genomas completos, se extrajo ADN gendémico
con un kit DNeasy Plant Maxi de Qiagen. Este método permite obtener ADN gendmico libre
de contaminantes e inhibidores de enzimas. Cada muestra incluyé 1 g de material vegetal,
de plantas que se recolectaron 14 dias después de la estratificacion (dde), a las que se les

cortd la raiz, que se desechd. Las muestras se congelaron en nitrégeno liquido y se
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almacenaron a —80°C hasta su extraccion con los reactivos proporcionados por el kit,

siguiendo sus indicaciones.

La calidad de las disoluciones de ADN gendomico se evalu6 midiendo su

absorbancia a 260 (Azo), 208 y 230 nm, en un espectrofotometro NanoPhotometer

(IMPLEN). El valor de los cocientes Azs0/A2s0y Az60/A230informa del grado de contaminacion

por proteinas o sales, respectivamente; sus rangos Optimos son 1,8-2,0 y 2,0-2,2,

respectivamente. Se verifico la integridad estructural del ADN gendmico mediante la

visualizacién de una alicuota de 150 ng tras una electroforesis en un gel del 1% en agarosa

tefido con bromuro de etidio.

IV.8.2.- Sintesis de ADN

IV.8.2.1.- Sintesis de oligonucledtidos

Todos los oligonucleétidos empleados en este trabajo (Tabla 3) fueron sintetizados

por Sigma-Aldrich UK.

Tabla 3.- Oligonucle6tidos usados en este trabajo

Proposito Nombre Secuencia (5'—3")
Genotipado AS1_F2 CCGTCTCTGTGGTCTAATCG
de dobles AS1_R2 CTCTTCTCTCTGTTGCTTCTC
mutantes AS1_F3 AAAGCGGTTAGGGAAGTGGT
AS1_F4 GGAAACGTAAAGGCAGATGTC
AS1 R4 GCAAGAAACTCAACCGTCTC
AS1_F5 GCTGCTGGATGTTTAGAGAG
AS1_R5 CAGTTGGGACAAGTTTATTCG
AS1 F6 GTAGGGTTTTGTCTTTTGTCG
AS1_R6 GCTTACCCATATCACAAGGC
Construccion ACT1pro? ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggctTATAAGGAGGAGACCCACTCT
de transgenes ACT1stop® ggggaccactttgtacaagaaagctgggtGAGGTGTGTACTTATTCACTC
AS1pro? ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggctCGGAGGGTGTGAGTGAGTAGT
AS1stopP ggggaccactttgtacaagaaagctgggtCCGACCATTTCTCAAGCCGGG
SMR12pro?  ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggctGGTGGTAGTAGTGTCTACATA
SMR12stop® ggggaccactttgtacaagaaagctgggtCTTTCTCTCTCTCATTAATCT

abSus extremos 5’ incluyen las secuencias %attB1 y "attB2, que se indican en mindsculas.

IV.8.2.2.- Amplificaciones mediante PCR

Hemos realizado amplificaciones mediante PCR con varios propdsitos. Se usé la

enzima GoTagq Flexi (Promega) para las amplificaciones de ADN gendmico de Arabidopsis;
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es una version recombinante, barata y suficientemente procesiva, de la ADN polimerasa
de Thermus aquaticus.

Los cebadores y los desoxirribonucledtidos se afiadieron a una concentracion final
de 0,4 uM y 0,2 mM, respectivamente. Las reacciones se llevaron a cabo en tubos
eppendorf de pared fina de 0,2 ml, en termocicladores Applied Biosystems 2700 o 9800fast,
0 T100 de Bio-Rad. Los volumenes de reaccion oscilaron entre 10 y 20 pl, dependiendo
del uso posterior de los productos de amplificacion.

Los programas de PCR que hemos usado incluian una etapa previa de
calentamiento a 94°C durante 1 min y 30 s, seguida de 35-40 ciclos en los que se repetia
una fase de 30 s a 94°C para desnaturalizar los moldes, otra de 20 s a la temperatura de
hibridacion de los cebadores, y una final a 72°C para la polimerizacién, cuya duracién
dependi6 del tamafio del fragmento a amplificar (1 min/kb). Se programé una etapa final,
no ciclica, de 10 min a 72°C para el rellenado de las moléculas bicatenarias con colas 5’
sobresalientes.

Se programaron temperaturas de apareamiento entre 5 y 10°C inferiores a la de
fusién (Tm), que se calcularon con los programas Tm Calculator y Multiple Primer Analyzer
(Thermo Fisher Scientific); este ultimo calcula también la probabilidad de que un

oligonucleétido forme apareamientos intracatenarios y autodimeros.

IV.8.3.- Electroforesis de acidos nucleicos en geles de agarosa

Se utilizaron geles del 1% m/v en agarosa. Las electroforesis se realizaron en
cubetas horizontales, empleando como electrolito TAE 1x (apartado IV.7.2.2, en la pagina
17). La disolucion de la agarosa en el tampoén se llevo a cabo mediante calentamiento en
un microondas. Una vez enfriada la disolucién a 55°C se afiadié bromuro de etidio hasta
una concentracion de 0,5 pg/ml. Las electroforesis en geles de agarosa se llevaron a cabo
a voltaje constante (90-120 V), cuyo valor dependié del tamafio de las moléculas de ADN
y las dimensiones de la cubeta. La visualizacién de las moléculas se consiguio iluminando
los geles con luz UV de 312 nm, obteniéndose las correspondientes fotografias en un

documentador de geles Vilber E-Box VX5.

IV.8.4.- Secuenciacidon y andlisis de secuencias de ADN
IV.8.4.1.- Secuenciacion por el método de Sanger
Se utilizé la variante del método de Sanger semiautomatizada, que se basa en el

uso de didesoxinucleétidos terminadores (Smith et al., 1986) marcados con fluorocromos
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(dye terminator sequencing), que permite realizar las cuatro reacciones de secuenciacion
en un solo tubo, empleando cebadores sin marcar. Las secuencias fueron obtenidas por
STAB VIDA, a la que se enviaron muestras de 15 ul, que contenian 300 ng (de productos
de PCR previamente tratados con una mezcla de Exonucleasa | y FastAp (Invitrogen)
segun las recomendaciones del fabricante; la primera de estas enzimas es una nucleasa
de cadena sencilla que elimina los cebadores no incorporados; FastAp es una fosfatasa
alcalina que desfosforila los nucleotidos no incorporados durante la amplificacion. Algunas
posiciones ambiguas en las secuencias obtenidas pudieron esclarecerse mediante la
magnificacion de los electroferogramas, usando el programa FinchTV v1.4.0

(http://www.geospiza.com).

IV.8.4.2.- Secuenciacion masivay andlisis de las lecturas pareadas obtenidas

Se usé un secuenciador masivo lllumina NovaSeq 6000 para obtener las
secuencias de los genomas de los mutantes a estudio. Las muestras de ADN gendmico,
que se enviaron a la empresa Novogene, contenian al menos 20 ng/ul en un volumen de
50 ul, en tubos eppendorf sellados con Parafilm (Sigma-Aldrich).

Antes de generar las librerias para la secuenciacion masiva, Novogene confirmd la
calidad de las muestras (apartado 1V.8.1.2, en la pagina 17), comprobando la integridad
estructural del ADN mediante una electroforesis en gel de agarosa, y la ausencia de
contaminantes, estimando su concentracion con un fluorimetro Qubit (Thermo Fisher
Scientific).

Las lecturas obtenidas por Novogene fueron analizadas en el laboratorio de J.L.
Micol empleando para ello el programa Easymap (Lup, Wilson-Sanchez, Andreu y Micol,
sin publicar). Una de las opciones que se seleccionaron en Easymap (Tabla 4, en la pagina
21) fue el tipo de poblacion cartogréfica analizada: plantas fenotipicamente mutantes, como
consecuencia de la presunta homocigosis para una mutacion recesiva, de la F, de un
exocruzamiento entre la estirpe mutante a estudio, cuyo fondo genético es Ler, y la estirpe
silvestre Col-0. Se eligi6 como genoma de referencia para alinear las lecturas el de Col-0,
y se filtraron los polimorfismos naturales existentes entre Ler y Col-0, identificados en la
poblacion cartografica con las secuencias obtenidas de otra poblacion cartogréafica F» den
x Col-0 cuya mutacion se habia identificado previamente mediante analisis del ligamiento
a un cromosoma distinto. No obstante, en la Tabla 4 se indica que la opcién empleada para
realizar este filtrado (Origin of the control reads) es “F» wild types” pese a que realmente la

muestra usada como control es una poblacién cartografica F» de otro mutante con idéntico
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fondo genético. Esto se debe a que el mutante problema y el de control comparten los

polimorfismos naturales que existen entre Ler y Col-0, pero no los causados por el EMS.

Tabla 4.- Opciones del programa Easymap seleccionadas en este trabajo

Parametro Opcion seleccionada
Mapping-by-sequencing strategy Linkage analysis mapping
Data source Use my own reads
GFF3 file TAIR10.gff

Gene functional annotation file TAIR10_gene_info.txt
Mutant background Non-reference
Mapping cross performed Qutcross

Origin of the control reads F2 wild types
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V.- RESULTADOS Y DISCUSION
V.1.- Cartografia mediante secuenciacion masiva de los mutantes den
V.1.1.- Obtencion de poblaciones cartogréficas F2

Los fenotipos foliares de los mutantes denticulatal (denl), den4, den7, den9,
denll, denl4, denl5, denl6 y denl? sugieren gue son portadores de mutaciones en genes
cuyos productos participan en la traduccion y el establecimiento del eje dorsoventral de las
hojas de Arabidopsis (apartado 1.3, en la pagina 4). En este TFM nos propusimos
inicialmente identificar las mutaciones que causan los fenotipos de dichos mutantes
(apartado lll, en la pagina 10). La primera etapa de este proceso es la obtencion de
poblaciones cartograficas de plantas F, fenotipicamente mutantes, derivadas de los
cruzamientos de los mutantes —cuyo fondo genético es Ler— por Col-0 (apartado 11.4.2,
en la pagina 7).

Las circunstancias sobrevenidas solo nos han permitido completar los analisis de
los mutantes denl, den4, den7 y denll, cuyas poblaciones cartograficas F, fueron
obtenidas en el laboratorio de J.L. Micol antes del comienzo de este TFM. También hemos
cruzado por Col-0 los mutantes den9, denl4, denl5, denl6 y denl7, obteniendo su
progenie Fi, que fue sembrada y cultivada, y se autofecundd, rindiendo semillas F-
(apartado 1V.6.1.1, en la pagina 13). Las semillas F, de la progenie de denl, den4, den7 y
denll se sembraron en placas de Petri de 15 cm de diametro, a razén de unas 105 semillas
por placa (apartado 1V.6.1.1, en la pagina 13). Se recolectaron, 14 dde, entre 96 y 185
plantas F, fenotipicamente mutantes de cada cruzamiento (Tabla 5). Las partes aéreas de
las plantas asi obtenidas se mezclaron, desechando sus raices, hasta alcanzar
aproximadamente 1 g de peso fresco, se congelaron por inmersién en nitrégeno liquido y

se conservaron a —80°C.

Tabla 5.- Poblaciones cartograficas F, cuyo andlisis se ha completado en este trabajo

Mutante Semillas Plantas Plantas  Proporcién observada Peso fresco de tejidos
aestudio sembradas obtenidas recolectadas (silvestres/mutantes)® aéreos obtenido ()

denl 1995 1731 185 9,36 0,9957
den4 840 741 159 4,66 1,0013
den7 630 558 96 5,81 1,0334
denll 945 714 137 521 1,0444

3_as proporciones que se ajustan a una segregacion fenotipica esperada 3:1 suelen ser cercanas a 3.

La segregacion fenotipica esperada para un rasgo monogénico en la F2 de un

exocruzamiento entre un homocigoto recesivo y un tipo silvestre es 3:1 (silvestre:mutante).
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Sin embargo, hemos constatado desviaciones de dicha proporcibn en todas las
poblaciones F; estudiadas (Tabla 5, en la pagina 22). La causa que consideramos mas
verosimil es la variabilidad fenotipica derivada de la mezcla de los fondos genéticos de Ler
y Col-0, que en el caso mas extremo, el de denl, impide distinguir los individuos silvestres
de los de fenotipo mutante mas débil. En consecuencia, hemos optado por recolectar

Unicamente las plantas F, de fenotipo mas extremo, las inequivocamente mutantes.

V.1.2.- Extraccion y secuenciacion masiva de ADN gendémico

Se extrajo el ADN genoémico del material biologico, previamente congelado, de las
poblaciones cartogréaficas de denl, den4, den7 y denll, usando pare ello un kit DNeasy
Plant Maxi de Qiagen (apartado 1V.8.1.2, en la pagina 17), que incluye una columna que
retiene los restos celulares del homogeneizado vegetal obtenido siguiendo las
instrucciones del fabricante, cuyo eluido se hace pasar por la segunda. Esta Ultima retiene
el ADN, elimindndose sus contaminantes mediante dos lavados sucesivos con los
tampones proporcionados por el fabricante. El ADN fue eluido con agua, y su integridad,
evaluada mediante electroforesis en un gel de agarosa (Figura 4). Su concentracion y
grado de contaminacion por proteinas se estimaron en un espectrofotbmetro, resultando

optimos todos los valores del cociente Azeo/Azgo (apartado IV.8.1.2, en la pagina 17).

M den1® denlb dend’ den4b den7’ den7b den11” denllID

Figura 4.- Evaluacion de la integridad de las muestras de ADN de las poblaciones cartograficas de la
F de los exocruzamientos de denl, den4, den7 y denl1l por Col-0. Visualizacion, en un gel del 1% en
agarosa, teflido con bromuro de etidio, del ADN del ®primer y Psegundo eluidos, con agua como
eluyente, de la segunda columna de un kit DNeasy Plant Maxi. M: Marcador de peso molecular.
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Novogene, la empresa a la que se enviaron las muestras para su secuenciacion
masiva, realizé un control de calidad adicional, midiendo la concentracién del ADN en un
fluorimetro Qubit (Thermo Fisher Scientific), que rinde estimaciones méas precisas, y

usualmente mas bajas, que las espectrofotométricas (Tabla 6Tabla 7).

Tabla 6.- Controles de la calidad de las extracciones de ADN genémico
realizadas para su secuenciacion masiva

Mutante Azeol Azso Concentracion (ng/pl) estimada en un ADN enviado a
a estudio NanoPhotometer fluorimetro Qubit Novogene (ng)
denl 2,1 26,5 18,3 1.325
den4 2,0 44,5 31,6 2.225
den7 1,8 41,5 31,2 2.075
denll 2,0 38,5 31,2 1.925

Los valores representados corresponden al primer eluido en todos los casos.

V.1.3.- Evaluacion de la calidad de las lecturas obtenidas

Novogene secuencid nuestras muestras de ADN en un NovaSeq 6000 de lllumina
(apartado 11.4.1, en la pagina 4) y nos proporciond las lecturas obtenidas y una estimacion
del rendimiento del proceso (Tabla 7). Se obtuvieron valores medios de 10,7 Gb de
secuencia y 71.222.034 lecturas, de las que mas del 96% resultaron 6ptimas. Este Ultimo
valor es el porcentaje de las lecturas limpias respecto de las totales, siendo las primeras
las que no son descartadas por (1) corresponder a las secuencias de los adaptadores
(apartado 11.4.1, en la pagina 4), (2) contener un 10% o mas de posiciones no identificas, y

(3) incluir un 50% o mas de sus posiciones identificadas con baja fiabilidad.

Tabla 7.- Parametros de la secuenciacidon masiva de los mutantes den

Mutante Nucledtidos leidos (total; Gb) NuUmero de lecturas (total)  Lecturas éptimas (%)
denl 10,1 66.692.826 99,08
den4 11,1 74.140.618 98,99
den? 9,8 65.405.838 98,98
denll 11,8 78.648.856 96,96

V.1.4.- Uso de Easymap para identificar mutaciones candidatas

Easymap es un programa de dominio publico y codigo abierto, que permite
automatizar el andlisis de las lecturas obtenidas mediante secuenciacidn masiva, para
delimitar un intervalo candidato a contener la mutacion que causa un fenotipo de interés

(Lup, Wilson-Sanchez, Andreu y Micol, sin publicar). Hemos empleado Easymap en este
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TFM para cartografiar mediante secuenciacion masiva las mutaciones responsables del
fenotipo de los mutantes denl, den4, den7 y denll.

Para ejecutar Easymap, el usuario debe elegir opciones que corresponden a
pardmetros de la poblacion cartogréafica a estudio (apartado 1V.8.4.2, en la pagina 20). En
nuestro caso, se seleccionaron como poblaciones cartograficas las F, de individuos
fenotipicamente mutantes, derivadas de exocruzamientos de los mutantes a estudio, cuyo
fondo genético es Ler, por la estirpe silvestre Col-0. Se eligi6 como genoma de referencia
para alinear las lecturas obtenidas el de Col-0 y se filtraron sus polimorfismos con Ler. Para
esto ultimo se tomé como referencia otra de las poblaciones cartogréaficas F., a estudio: la
de den4 para denl, den7 y denll, y la de denl para den4.

Tras el alineamiento de las lecturas obtenidas con la secuencia del genoma de
referencia, Easymap proporcioné informacion sobre la cobertura media obtenida, que fue
de 52x para denly den7, 54x para den4, y 57x para denll. Se recomienda una cobertura
minima de 25x para cada muestra en este tipo de analisis (Lup, Wilson-Sanchez, Andreu
y Micol, sin publicar). Easymap también calcul6 las frecuencias de cada uno de los
polimorfismos bialélicos (de Col-0 o Ler) de un solo nucledtido que encontro en las lecturas,
con cuyos valores identifico regiones del genoma de Arabidopsis en las que se manifestaba
el desequilibrio de ligamiento que cabe esperar de la proximidad entre la mutacion
causante del fenotipo seleccionado en la poblacion cartogréfica y los polimorfismos de un
solo nucle6tido adyacentes, uno de los cuales, de hecho, puede ser la propia mutacion

causal.

V.1.4.1.- Mutaciones candidatas a ser denl

Los informes que genera Easymap incluyen representaciones graficas de la
frecuencia de los polimorfismos entre Ler y Col-0 identificados en la poblacion cartografica
estudiada, para cada uno de los 5 cromosomas de Arabidopsis (Figura 5, en la pagina 26).
Se representa con un punto azul cada una de las dos variantes bialélicas de cada SNP, y
con una linea verde, su media movil simple (SMA): la media de las frecuencias alélicas de
grupos de polimorfismos vecinos, agrupados por su posicion en regiones del genoma a las
gue se denomina ventanas, de un tamafio medio predeterminado. Los valores de SMA
pueden transformarse de un modo exponencial en funcion de su proximidad a 1, rindiendo
el denominado boost value, que genera la linea roja de la figura, en la que puede apreciarse
gue se generan picos en las regiones de mayor ligamiento entre el fenotipo a estudio y un
grupo de polimorfismos vecinos. Esta linea roja facilita la delimitacion del intervalo

candidato, correspondiendo su pico al punto del genoma con mayor desequilibro de
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ligamiento (Figura 5). La region candidata a contener la mutacion responsable del fenotipo
se resalta en rosa y tiene un tamafio de 4 Mb, preestablecido en Easymap, siendo su centro
la posicion de valor mas alto de SMA.

Easymap proporciona también un listado de las mutaciones G/C — A/T (las que con
mas frecuencia causa el EMS; apartado 11.2.1, en la pagina 2) del intervalo candidato,
indicando su frecuencia alélica, si alteran una region codificante del genoma, y si perturban
presuntamente la secuencia de una proteina o el splicing del transcrito del gen afectado.
En los casos en los que las mutaciones identificadas dafian una unidad de transcripcion,
Easymap también aporta informacion sobre la funcién del gen mutado, que conviene

completar consultando la base de datos TAIR (https://www. arabidopsis.org/index.jsp).

Frecuencia alélica

T T T T T T T
012345678 9101112131415161718192021222324252627282930
Cromosoma 1 (Mb)

Frecuencia alélica

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19
Cromosoma 2 (Mb)

Figura 5.- Distribucién de las frecuencias alélicas de los polimorfismos identificados por Easymap
en una poblacion cartografica F, derivada del exocruzamiento denl x Col-0. ContinGa en la pagina
siguiente.
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Frecuencia alélica Frecuencia alélica

Frecuencia alélica
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Cromosoma 3 (Mb)
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Figura5 (continuacion).- Distribucion de las frecuencias alélicas de los polimorfismos identificados
por Easymap en una poblacion cartografica F, derivada del exocruzamiento denl x Col-0. El eje de
abscisas representa la posicion de cada polimorfismo dentro del cromosoma, y el de ordenadas, la
frecuencia alélica. Los puntos azules y las lineas verde y roja representan, respectivamente, las
variantes bialélicas de los SNP, la media moévil simple (SMA), y el boost value.
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La Figura 5 recoge los resultados del andlisis de las lecturas de la secuenciacion
masiva de la poblacion cartografica de denl realizado por Easymap. Se representan los 5
cromosomas de Arabidopsis, en 4 de los cuales no se aprecia desequilibrio de ligamiento.
En todos ellos la frecuencia alélica de los polimorfismos identificados oscila en torno a 0,5
a lo largo de todo el cromosoma, excepto en el 5, en el que se aprecia un aumento
progresivo de la frecuencia alélica hasta alcanzar valores cercanos a 1. Easymap delimitd
un intervalo candidato a contener la mutacién causante del fenotipo de denl, entre las
posiciones 21.498.701 y 25.433.137 pb del cromosoma 5, en el que se identificaron 31
mutaciones. Se seleccionaron 4 de estas mutaciones (Tabla 8), por sus presuntos efectos
sobre la proteina codificada por cada gen candidato. Tres de ellas causarian sustituciones
de aminoacidos (en At5g55210, At5g58270 y At5g59090), y la cuarta alteraria el splicing

(At5g54920). Ninguno de estos genes parece relacionado con la traduccion.

Tabla 8.- Mutaciones candidatas a causar el fenotipo del mutante denl

Gen Mutacion Efecto Anotacion de la funcién de la proteina en TAIR10

At5g54920 G — A Alteracion del splicing Interacciona con proteinas de unién a poliadenilato

At5g55210 G —- A Ser — Phe Implicada en la resistencia a la higromicina
At5g58270 G —- A Gly — Glu Transportador mitocondrial del tipo ABC
At5g59090 C —>T Met — lle Subtilasa

V.1.4.2.- Mutaciones candidatas a ser den4

Se procedi6 para den4 tal como se indica en el apartado V.1.4.1, en la pagina 25.
Solo se encontr6 desequilibrio de ligamiento en el cromosoma 2, que es por ello el Unico
gue se representa en la Figura 6, en la pagina 29. Easymap delimité un intervalo candidato
a contener la mutacién causante del fenotipo mutante de den4 entre las posiciones
15.851.250 y 19.091.517 pb. De las 21 mutaciones identificadas en dicho intervalo, se
seleccionaron 4 (Tabla 9, en la pagina 29) segun los criterios mencionados en el apartado
V.1.4.1, en la pagina 25, todas las cuales causarian sustituciones de aminoacidos. Hemos
considerado que el gen At2g40780 es el candidato méas verosimil a causar el fenotipo de

den4, ya que su producto proteico es un presunto factor de inicio de la traduccion.

V.1.4.3.- Mutaciones candidatas a ser den7
En nuestro analisis de den7 también se procedi6 tal como se indica en el apartado

V.1.4.1, en la pagina 25. Se obtuvieron histogramas de los polimorfismos identificados
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Figura 6.- Distribucidn de las frecuencias alélicas de los polimorfismos identificados por Easymap
en una poblacion cartogréfica F. derivada del exocruzamiento den4 x Col-0. Se siguen las pautas
definidas para la Figura 5, en la pagina 27.

Tabla 9.- Mutaciones candidatas a causar el fenotipo del mutante den4

Gen Mutacion Efecto Anotacion de la funcién de la proteina en TAIR10
At2g40340 C—oT Gly — Asp  Presunto factor de transcripcion de la familia AP2-EREBP
At2g40780 C—oT Ala — Val Presunto factor de inicio de la traduccion
At2g43010 C—oT Pro — Leu Phytochrome interacting factor 4

At2g45310 G—-A Ser— Asn UDP-D-glucuronato 4-epimerasa

entre den7 y Col-0 (Figura 7, en la pagina 31) que difieren sustancialmente de los de denl
(Figura 5, en la pagina 26) y den4 (Figura 6). Todos los cromosomas parecen contener
regiones con muy pocos cambios respecto al genoma de referencia. Esta observacion
sugiere que la planta que se cruz6 por Col-0 para obtener la poblacion cartografica F. que
hemos estudiado no pertenecia una linea pura, de fondo Ler. Por el contrario, es verosimil
gue formara parte de una poblacion cartografica derivada de un cruzamiento del mutante
den? original por Col-0, realizado con el propoésito de llevar a cabo un analisis del ligamiento
a marcadores moleculares (Robles y Micol, 2001). Esta hipétesis justifica que una gran
parte de su genoma sea casi idéntica al de Col-0. Esta estructura del genoma de las plantas
a estudio dificultd el establecimiento de un intervalo candidato a contener la mutacion
causante del fenotipo de den7. De hecho, Easymap delimité en el cromosoma 5 un intervalo
candidato manifiestamente erréneo (Figura 7, en la pagina 31).

La mutacién causante del fenotipo mutante de den7 debe estar en una de las

regiones de fondo genético Ler inequivoco. Se observd que solo una de ellas, entre las
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5.000.000 y 30.000.000 pb del cromosoma 1, mostraba valores de SMA que

n progresivamente a 1. Se seleccionaron en dicha region los polimorfismos
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stribucion de las frecuencias alélicas de los polimorfismos identificados por Easymap

en una poblacion cartografica F, derivada del exocruzamiento den7 x Col-0. ContinGa en la pagina

siguiente.
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Figura 7 (continuacion).- Distribucion de las frecuencias alélicas de los polimorfismos identificados
por Easymap en una poblacion cartogréfica F, derivada del exocruzamiento den7 x Col-0. Se siguen
las pautas definidas para la Figura 5, en la pagina 27. El intervalo candidato elegido por Easymap en
el cromosoma 5 se representa en color rosa (en el cromosoma 5), y el que hemos delimitado en base
a sus altos valores de SMA, en amarillo (en el cromosoma 1).

con frecuencias alélicas superiores a 0,8, delimitando asi un intervalo comprendido entre
las posiciones 25.890.333 y 27.535.212 pb. Estos resultados coinciden en lineas generales
con los de una cartografia génica de baja resolucion, realizada previamente en el
laboratorio de J.L. Micol mediante andlisis del ligamiento a marcadores moleculares
(Robles Ramos, 1999).

Se seleccionaron 4 de las 44 mutaciones que incluia el intervalo candidato
(Tabla 10, en la pagina 32). Tres de ellas, las que dafian los genes At1g70290, At1g71890
y At1g69490, causarian sustituciones de aminoécidos, y la cuarta alteraria el splicing del

transcrito primario del gen At1g69620, que codifica la proteina ribosémica RPL34. Hemos
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considerado a este gen el candidato mas verosimil a contener la mutacion causante del

fenotipo de den?.

Tabla 10.- Mutaciones candidatas a causar el fenotipo del mutante den7

Gen Mutacion Efecto Anotacion de la funcion de la proteina en TAIR10
Atlg69620 G — A Alteracion del splicing Proteina ribos6mica RPL34B
Atlg70290 G —> A Pro — Leu Trehalosa-6-fosfato sintasa
Atlg71890 G — A Val — lle Transportador de sacarosa
At1g69490 G — A Asp — Asn Factor de transcripcion de la familia NAC

V.1.4.4.- Mutaciones candidatas a ser denl1l

Tras el andlisis de denll (segun se indica en el apartado V.1.4.1,en la pagina 25),
Easymap solo delimit6 un intervalo candidato a contener la mutacion causante del fenotipo
de denll (Figura 8), entre las posiciones 410.262 y 3.783.046 pb del cromosoma 5, que
contiene 49 mutaciones, de las que se seleccionaron 13 (Tabla 11). Once de estas
mutaciones causarian sustituciones de aminoacidos, dos alterarian el splicing, y una
genera un codon de terminacion de la traduccion prematuro. Esta uUltima dafia el gen
At5g06360, al que hemos considerado candidato mas verosimil a ser DEN11, ya que

codifica una proteina ribos6mica de la familia S8e.
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Figura 8.- Distribucién de las frecuencias alélicas de los polimorfismos identificados por Easymap
en una poblacién cartografica F, derivada del exocruzamiento denll x Col-0. Se siguen las pautas
definidas para la Figura 5, en la pagina 27.
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Tabla 11.- Mutaciones candidatas a causar el fenotipo del mutante denl11

Gen Mutacion Efecto Anotacion de la funcion de la proteina en TAIR10
At5902320 C—->T Gly — Asp Desconocida

At5g04070 C—-T His — Tyr Desconocida

At5g05040 G — A Pro — Ser Desconocida

At5g05090 C—->T GIn — STOP Desconocida

At5g05200 C — T Alteracion del splicing Quinasa

At5g06260 C — T Alteracion del splicing Proteina de resistencia a la oxidacién 3

At5g06360 C—T Arg — Cys Proteina ribos6mica de la familia S8e
At5g07650 C—T Asp — Asn Proteina FH2 de unién a actina
At5g09440 C—-T Ser — Leu Desconocida

At5g10550 C—->T Val — lle Desconocida

At5g10650 C - T Val — lle Ligasa de ubiquitina E3 del tipo RING JUL
At5g11080 C—T Ala — Thr Desconocida

At5g11260 C—->T Ala — Thr Participa en la activacién transcripcional de genes con

promotores con motivos G-box

V.2.- Analisis de la estructura del gen AS1 en el mutante as1-14
V.2.1.- Determinacion de la naturaleza molecular de la mutacion as1-14

Antes del comienzo de este TFM, se obtuvieron varios dobles mutantes den as1-14
(apartado lll, en la pagina 10), cuyo fenotipo resulto sinérgico. Dado que se desconocia la
naturaleza molecular de la mutacién as1-14, nos propusimaos determinarla. El mutante asl-
14 fue aislado tras una mutagénesis por bombardeo con neutrones rapidos, que suele
producir deleciones de entre 2 'y 10 kb (apartado 11.2.2, en la pagina 3). El fenotipo de as1-
14 es muy similar al de otros mutantes portadores de alelos del gen AS1 (Byrne et al.,
2000). Con el fin de establecer la naturaleza molecular de esta mutacion, se intento
amplificar por PCR el gen AS1, con diferentes parejas de cebadores, usando como molde
ADN genomico de asl-14 y Ler (Tabla 12; Figura 9A, en la pagina 34; apartado 1V.8.2.1,
en la pagina 18).

Los productos de PCR obtenidos se visualizaron en geles del 1% en agarosa
(Figura 9, en la pagina 34; apartado 1V.8.3, en la pagina 19). Se constaté en primer lugar
que las amplificaciones realizadas con las parejas de cebadores AS1 F2 + AS1 R2,
AS1 F5 + AS1_R5 y AS1 F6 + AS1_RS5 rendian productos del tamafio esperado con
ambos moldes. Estos resultados revelaron la integridad estructural de los segmentos del
genoma flanqueados por dichos cebadores en el mutante as1-14; el gen RPL36e, parte del
segmento intergénico flanqueado por RPL36e y SMR12, y laregion 5' del gen AS1 no estan

delecionados en este mutante.
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Tabla 12.- Tamafio de los productos de PCR obtenidos empleando como molde ADN
gendmico de Ler y as1-14 y los cebadores que se indican

AS1 F2 AS1_F3 AS1_F4 AS1_F5 AS1_F6
AS1 R2 0,85 (0,85) - - - -
AS1 R4 6,48 (NA) 5,64 (NA) 0,68 (NA) - -
AS1_R5 - 8,45 (NA) - 2,38 (2,38) 1,22 (1,22)
AS1_R6 7,04 (1,16) 6,20 (0,32) 1,24 (1,24) - -

Se indica el tamarfio, en kilobases, del producto de PCR obtenido empleando los cebadores que
encabezan las filas y columnas de la tabla, y como molde ADN de Ler o asl-14 (entre paréntesis).
NA: no se obtuvo ningln producto de la amplificacion. -: no se uso esta pareja de cebadores.

A RPL36e SMR12 < AS1 |
1
L+ < —
AS1_F6 AS1_F5, AS1_F4 | ACT1 AS1_F3 AS1_F2
| 1
—> —> : —> | —
AS1R5 AS1_R6 : ASL R4 AS1_R2
< ' 1kb
5,88 kb
B - -
Region intergénica entre
M asl-14 C- Ler RPL36e y SMR12 AS1
pb reEe S STTCw CCTeeTeq | Mg ATTOCTAGATTEET
1650 — |f| FI
1000~ ' \
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Figura 9.- Determinacién de la naturaleza molecular de la mutacion as1-14. (A) Representacion
esquematica de los genes AS1 (At2g37630), ACT1 (At2g37620), SMR12 (At2g37610) y RPL36e
(At2937600), con indicacion de los oligonucledtidos empleados para delimitar eventualmente una
delecion en as1-14, que no se han dibujado a escala. (B) Visualizacion, en un gel del 1% en agarosa,
teflido con bromuro de etidio, del producto de amplificacion por PCR obtenido con los cebadores
AS1 F2 y AS1 R6, y ADN genomico de asl-14 o Ler como moldes, o sin molde (C-; control
negativo). Se obtuvo un producto de PCR de 1,16 kb con ADN de as1-14 como molde. El tamafio
del producto esperado en Ler es 7,08 kb, superior al maximo que puede amplificar la polimerasa
empleada. (C) Visualizacién con el programa FinchTV (apartado 1V.8.4.1, en la pagina 19) de un
electroferograma obtenido mediante secuenciacion de ADN por el método de Sanger, que
corresponde al punto de ruptura del que es portador el mutante asl1-14. Se han sombreado en azul y
amarillo las secuencias que flanquean la delecion.

1 \,“..‘p \‘\'HI'

Las amplificaciones realizadas con las parejas de cebadores AS1 F4 + AS1 R4y

AS1_F4 + AS1_R6 rindieron productos del tamafio esperado con ADN de Ler como molde,

34
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pero ninguno con el de as1-14. Estos resultados indicaron que la secuencia de AS1_F4 se
encontraba dentro de la region delecionada en as1-14.

También se realizaron amplificaciones con las parejas de cebadores AS1_F2 +
AS1 R4, AS1 F3 + AS1 R4 y AS1 F3 + AS1_R5. No se obtuvieron productos de PCR
empleando ADN de Ler como molde, ya que sus tamafios esperados superaban las 5 kb:
6,48, 5,64y 8,45 kb (Tabla 12, en la pagina 34), que exceden la capacidad de amplificacion
de la polimerasa GoTaq Flexi (Promega) que se uso (apartado 1V.8.2.2, en la pagina 18).
La ausencia de productos de PCR en las amplificaciones en las que se emple6 como molde
ADN de asl-14 indica que las secuencias con las que hibridan los cebadores AS1 _F4 'y
AS1 R4 en el tipo silvestre no existen en el mutante; debe tenerse en cuenta que habiamos
demostrado previamente que las secuencias complementarias a los cebadores AS1 F2y
AS1 RS si estan presentes en asl-14.

Para confirmar la ausencia de las secuencias complementarias a los cebadores
AS1 F4y AS1 R4 en el mutante asl-14, se realizaron amplificaciones con las parejas de
cebadores AS1 F2 + AS1_R6 y AS1_F3 + AS1_R6. No se obtuvieron productos de PCR
usando como molde ADN de Ler, por el tamafio de los productos esperados: 7,04 y 6,20
kb, respectivamente (Tabla 12, en la pagina 34). Empleando ADN de as1-14 como molde,
se obtuvieron productos de PCR de tamafos netamente inferiores a los esperados para
Ler: 1,16 y 0,32 kb, también respectivamente. Este Gltimo resultado nos permitio establecer
gue asl-14 ha sufrido la delecién de buena parte del segmento gendémico flanqueado por
AS1 F3y AS1 _R6. Ademas, confirmamos que la regién con la que hibrida AS1_R4 esta
delecionada en as1-14, que sin embargo conserva la complementaria de AS1_F3.

Una vez acotada de forma aproximada la regién delecionada en el mutante as1-14,
se secuencio por el método de Sanger el producto de PCR de 1,16 kb que se habia
obtenido usando la pareja de cebadores AS1_F2 + AS1_R6 (Figura 9B; apartado 1V.8.4.1,
en la pagina 19). Se establecié asi que el tamafio de la delecién es 5,88 kb, entre las
posiciones 15.782.542 y 15.776.622 pb del cromosoma 2 y que elimina la region 3’ de la
unidad de transcripcion de AS1 y totalmente las de ACTIN 1 (ACT1) y SIAMESE-
RELATED12 (SMR12; Figura 9A, en la pagina 34).

El gen ACT1 codifica una de las 8 actinas de Arabidopsis y se expresa
fundamentalmente en los 6rganos reproductivos (Vitale et al., 2003). Aunque el gen SMR12
ha sido poco estudiado, las bases de datos Transcriptome Variation Analysis (TraVA,;
Klepikova et al., 2016) y Arabidopsis eFP Browser (Winter et al., 2007) indican que, como

ACT1, se expresa en los 6rganos reproductivos. La aparente inactividad de ACT1y SMR12
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en la fase vegetativa del ciclo de vida de Arabidopsis sugiere que el fenotipo foliar de as1-

14 se debe fundamental o exclusivamente a la insuficiencia de la funcién de AS1.

V.2.2.- Disefio de transgenes para el rescate fenotipico del mutante as1-14
Con el fin de contrastar la hipétesis formulada en el parrafo anterior, hemos
disefiado los transgenes AS1,0:AS1l, ACT1,0:ACT1 y SMR12,,:SMR12, cuya
transferencia a plantas as1-14 contribuird a determinar la contribucién individual de cada
uno de estos genes al fenotipo del mutante. Hemos disefiado oligonucleétidos para usarlos
como cebadores en amplificaciones de los alelos silvestres de los genes AS1, ACT1 y
SMR12, con el fin de clonarlos mediante la tecnologia Gateway (Invitrogen). Estos
cebadores incorporan colas 5’ que incluyen las secuencias attB (Tabla 3, en la pagina 18),
gue hacen posible la integracién del producto de PCR en un vector de entrada, en una
reaccion mediada por la clonasa BP (Invitrogen). La recombinacién especifica de sitio entre
las secuencias attP y attB rinde una construccién de entrada, que contiene el gen de interés

flanqueado por secuencias attL (Figura 10A).

A Clonasa
attB attB attP attP BP attL attL attR attR
LIffgen [ ]+ [ [ | = [TT gen TT1+ [ccde ]

Clon de
entrada

Producto de PCR
flanqueado por attB

Vector
donante

B Clonasa
attL attlL attR attR LR attB attB attP attP

| [ gen J |+ | [ cedd P} | === []ogen |||+ | [ ccdd J] |

Clon de
expresion

Producto
toxico

Clon de Vector de
entrada destino

Figura 10.- Clonacién de un inserto en un vector de expresion Gateway. Se representa
esquematicamente el proceso de generacion de los clones de (A) entrada y (B) expresion. Tomada
de Micol Ponce (2011), que a su vez la modificé del catdlogo Gateway Technology de Invitrogen.

El inserto del vector de entrada puede ser subclonado en un vector de destino,

mediante otra recombinacion especifica de sitio entre secuencias attR y attL, mediada por
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la clonasa LR. En la construccion de destino, el inserto de interés queda finalmente
flanqueado por secuencias attB (Figura 10B). Los vectores de destino que se usaran mas
adelante en el laboratorio de J.L. Micol contienen las secuencias de los bordes derecho e
izquierdo (RB y LB) del ADN-T de los plasmidos pTi de Agrobacterium tumefaciens, que

hacen posible la integracion del gen a estudio en el genoma de Arabidopsis.

V.2.3.- Obtencion de mutantes insercionales de colecciones de dominio
publico

Adicionalmente, hemos realizado una busqueda en colecciones de lineas
insercionales de dominio publico, portadoras de alelos presuntamente nulos de ACT1 y
SMR12, cuyo estudio deberia ser informativo sobre la contribuciéon de cada uno de estos
dos genes al fenotipo del mutante as1-14 (apartado 11.2.3, en la pagina 3). Dado que en el
laboratorio de J.L. Micol disponemos de otros alelos del gen AS1, hemos excluido de este
TFM la busqueda de mutantes asl insercionales.

Hemos seleccionado para su estudio las lineas insercionales SALK 122160 y
SAIL_548 A02, que son portadoras de inserciones de ADN-T en el primer exén del gen
SMR12, asi como las SALK 093023 y SALK 122160, en las que la insercién de ADN-T
dafia los exones tercero y cuarto, respectivamente, de ACT1 (Figura 11). Se formul6 el
correspondiente pedido de estas lineas NASC, que se recibieron, aunque no resulté posible

su estudio, que se hara mas adelante en el laboratorio de J.L. Micol.

A B
SALK_ 122160 SALK 121315 SALK_093023

(N682853) (N621315) (N593023)

SMR12 ACT1

0.5 kb
SAIL_548_A02 (N866060)

Figura 11.- Estructura de las unidades de transcripcion de los genes SMR12 y ACT1. Los exones e
intrones estan representados por rectangulos y lineas, respectivamente. Se indican en blanco las
regiones 5’y 3’ no traducidas. Los tridngulos indican inserciones de ADN-T.
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VI.- CONCLUSIONES

En este TFM se ha completado la cartografia mediante secuenciacion masiva de
las mutaciones recesivas denticulatal (denl), den4, den7 y denll de la planta modelo
Arabidopsis thaliana y se han iniciado las de den9, denl14, denl5, den16 y denl7, con el
objetivo de identificar sus genes mutados. Estos mutantes fueron aislados en el laboratorio
de J.L. Micol tras una mutagénesis con metanosulfonato de etilo (EMS), y su fenotipo es
similar al causado por la insuficiencia de funcion de genes previamente descritos, todos los
cuales codifican componentes de la maquinaria de la traduccion de los ARN mensajeros a
proteinas y comparten dos caracteristicas: la forma de sus hojas, que son pequefias,
dentadas y apuntadas, y la interaccién genética de sus alelos de insuficiencia de funcion
con los de los genes ASYMMETRIC LEAVES 1 (AS1) y AS2, que codifican factores de
transcripcion implicados en el establecimiento del eje dorsoventral de las hojas.

Hemos empleado la cartografia génica mediante secuenciacion masiva de ADN
para definir intervalos candidatos a contener las mutaciones a estudio. Con este fin, hemos
realizado exocruzamientos de las estirpes den, cuyo fondo genético es Landsberg erecta
(Ler), por Columbia-0 (Col-0). Hemos recolectado entre 96 y 185 plantas fenotipicamente
mutantes en la segunda generacion filial (F2) de dichos exocruzamientos y extraido su ADN
para su secuenciacion masiva en una plataforma basada en la tecnologia de lllumina.

Se obtuvieron entre 9,8 y 11,8 Gb de secuencia nucleotidica, que correspondieron
a unos 65y 78 millones de lecturas, respectivamente. El andlisis de estas lecturas con el
programa Easymap, desarrollado en el laboratorio de J.L. Micol, permitié delimitar
intervalos candidatos de unas 4 Mb, en los que se identificaron 4 (denl), 4 (den4), 4 (den7)
y 13 (denll) mutaciones de las que habitualmente causa el EMS con presuntos efectos en
la secuencia de los productos de los genes mutados. Ninguno de los genes candidatos a
ser portadores de la mutacién denl esta obviamente relacionado con la traduccion. Las
listas de los productos de los genes candidatos a ser DEN4, DEN7 y DEN11, sin embargo,
incluyen, respectivamente, un presunto factor de inicio de la traduccién y dos proteinas
ribos6micas: RPL34B y uno de los miembros de la familia S8e. También hemos realizado
exocruzamientos de den9, denl4, denl5, den16y denl7 por Col-0, obteniendo semillas F»
que seran estudiadas mas adelante.

Se han obtenido en el laboratorio de J.L. Micol humerosos dobles mutantes den
asl, cuyos fenotipos morfolégicos son sinérgicos. Uno de los mutantes as1 empleado para
este fin es asl-14, que fue inducido mediante bombardeo con neutrones rapidos de la
estirpe Ler y cuya naturaleza molecular no se habia determinado. Mediante amplificaciones

por PCR de la region del genoma de Arabidopsis en la que radica el gen AS1 y la
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secuenciacion por el método de Sanger de los productos obtenidos, hemos establecido
que la mutacion as1-14 es una delecion de 5.880 pb. Esta mutacién elimina parte del gen
AS1 y la totalidad de los genes adyacentes ACTIN1 (ACT1) y SIAMESE-RELATED12
(SMR12). Con el fin de establecer si el fenotipo morfolégico del mutante as1-14 se debe a
la disfuncion individual o conjunta de estos tres genes, hemos construido transgenes
portadores de sus alelos silvestres, mediante la tecnologia Gateway, y obtenido mutantes
insercionales actl y smrl2 de colecciones de dominio publico. Los transgenes se
transferiran a plantas asl-14. Los mutantes insercionales serdn cruzados por asl-14. En
ambos casos se estudiara la progenie que se obtenga para estudiar en qué medida se

restaura el fenotipo silvestre.
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