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1. Resumen

En este Trabajo de Fin de Grado hemos iniciado la clonacion de un gen de
Arabidopsis thaliana mediante una estrategia denominada cartografia mediante
secuenciacién. Este gen fue identificado gracias a una mutacion recesiva, inducida mediante
metanosulfonato de etilo (EMS), que causa albinismo y letalidad en el estadio de plantula.
Para identificar el gen, clasificamos los individuos F, de una poblacion cartogréfica en dos
grupos, segun su fenotipo silvestre o mutante. Tras purificar el ADN gendmico a partir de las
plantas de cada grupo, ambas muestras fueron secuenciadas con la plataforma Illumina
HiSeq 2500 de secuenciacibn masivamente paralela. El analisis bioinformético de las
secuencias obtenidas en ambos grupos de plantas nos ha permitido identificar una mutacion
puntual que dafa el sitio aceptor del procesamiento de los intrones del gen At2g04030, que
codifica uno de los 7 miembros de la familia HSP90 de proteinas de choque térmico de

Arabidopsis thaliana.

Palabras clave: cartografia mediante secuenciacion; Arabidopsis thaliana; HSP90; mutantes

albinos; resecuenciacion de genomas

In this work, we have started a mapping-by-sequencing approach to clone a gene of
Arabidopsis thaliana. This gene was first defined by a recessive, ethylmethane sulfonate
(EMS)-induced mutation that causes albinism and lethality at the seedling stage. To identify
the gene, we classified and pooled the individuals from an F, mapping population according
to their phenotypes (wild-type or mutant). We purified genomic DNA from the plants of both
pools, and the two samples were sequenced using the lllumina HiSeq 2500 next-generation
sequencing platform. The bioinformatic analysis of the sequences from both pools has
allowed us to identify a point mutation that damages a conserved residue at the acceptor site
of an intron of the At2g04030 gene, which encodes a member of the HSP90 family of heat-

shock proteins in the genome of Arabidopsis thaliana.

Keywords: mapping-by-sequencing; Arabidopsis thaliana; HSP90; albino mutants; genome

re-sequencing



2. Introduccién

Los experimentos de mutagénesis al azar han permitido identificar numerosos
mutantes cuyos fenotipos han abierto una puerta hacia la comprension, a nivel molecular, de
los procesos que controlan el desarrollo de los organismos multicelulares (Pérez-Pérez et
al., 2009). La identificacion de los genes mutados se ha conseguido tradicionalmente
mediante clonacion posicional, una estrategia basada en el andlisis de ligamiento genético
entre la mutacion a estudio y marcadores moleculares. La clonacion posicional ha
demostrado ser un método eficaz y factible incluso en especies con genomas grandes,
como el maiz (Bortiri et al., 2006; Gallavotti et al., 2015). Las nuevas tecnologias de
secuenciacién masivamente paralela (massively parallel sequencing technologies) permiten
la secuenciacion rapida y asequible de genomas completos (Metzker, 2010). En esta
seccion, se describen sucintamente algunas de las nuevas tecnologias de secuenciacion de
segunda y tercera generacién (Thudi et al., 2012; Zhang et al., 2011), que han permitido el
desarrollo de un nuevo método, la cartografia mediante secuenciacién (mapping-by-
sequencing), que esta demostrando ser mas rapido y tan poderoso como la clonacién
posicional convencional (Candela et al., 2015). En este trabajo, hemos aplicado este método
a la identificacion de la mutacion responsable del fenotipo albino de un mutante de
Arabidopsis thaliana.

2.1. Tecnologias de secuenciacion de genomas

El método de Sanger ha sido usado para la secuenciacion de moléculas de ADN
desde su desarrollo en la década de 1970 (Sanger y Coulson, 1975). Este método, aun
vigente, se basa en la interrupcion de la sintesis de una molécula de ADN en posiciones
consecutivas utilizando un procedimiento que permite determinar la identidad del nucle6tido
incorporado al extremo 3’ de dicha molécula. Dicha interrupcién se logra mediante la
incorporacion de 2',3'-didesoxinucleétidos trifosfato  (familiarmente  denominados
“terminadores”) a la mezcla de reaccion. La identidad del nucle6tido terminal puede lograrse
mediante el marcaje de los terminadores por procedimientos isotopicos (con **P) o no
isotopicos (con diversos fluoroforos).

En la Ultima década se han desarrollado nuevos métodos de secuenciacion, que han
supuesto una revolucion tecnolégica (Metzker, 2010). Gracias a su elevado rendimiento y
reducido coste, estos métodos han puesto la investigacion gendémica al alcance de los
laboratorios mas modestos. Tal rendimiento se alcanza gracias a la miniaturizacion de las
reacciones de secuenciacion, que permiten determinar en paralelo la secuencia de millones
de fragmentos En algunas tecnologias de secuenciacion masivamente paralela de segunda
generacion, la paralizacién de las reacciones se consigue al inmovilizar las reacciones de

secuenciacion individuales sobre un soporte sélido. El futuro previsible de las tecnologias de



secuenciacion reside en el desarrollo y perfeccionamiento de las tecnologias de tercera
generacion. Se denomina asi al conjunto de métodos que permiten determinar la secuencia
de moléculas individuales en tiempo real, sin necesidad de realizar un paso de amplificacién

previo (single-molecule real-time sequencing; Yanhu et al., 2015).

2.1.1. Tecnologias de secuenciacion de segunda generacion

Se describen en este apartado las tres tecnologias de secuenciacion de segunda
generacidbn mas ampliamente utilizadas. Estas tecnologias se basan en diferentes principios.
Dos de ellas, las desarrolladas por Roche e Illumina, son techologias basadas en la sintesis
de la molécula secuenciada (sequencing by synthesis). Como el método de Sanger, la
tecnologia de lllumina utiliza nucleétidos terminadores para interrumpir la sintesis de la
molécula de ADN. Sin embargo, lllumina emplea terminadores reversibles marcados con
cuatro fluoréforos diferentes, 1o que permite continuar la sintesis de las moléculas tras
determinar qué nucledétido ha sido incorporado en dltimo lugar. Un secuenciador HiSeq 2000
de lllumina es capaz de producir, en una sola carrera, unas 200 Gpb, con una fidelidad del
99,5% (Zhang et al., 2011). La tecnologia de lllumina ha sido utilizada en muchos proyectos
de secuenciacion por la alta calidad de los datos que produce. Los errores cometidos por
este método suelen ser sustituciones nucleotidicas, que ocurren como consecuencia de los
errores introducidos en la etapa previa de amplificacion.

En un secuenciador Roche, la paralelizacion se logra emulsionando las reacciones
de amplificaciéon. En lugar de terminadores, el método de Roche utiliza desoxinucle6tidos
trifosfato convencionales. Los nucleétidos se afiaden ciclicamente a la reaccién, uno distinto
en cada ciclo, y su incorporacion a las moléculas sintetizadas se detecta gracias a la
liberaciéon de pirofosfato. Por ello, este método se denomina pirosecuenciacion
(pyrosequencing). Esta tecnologia es propensa a introducir pequefias inserciones y
deleciones, como consecuencia de errores en la deteccidon de la cantidad de pirofosfato
liberado durante la sintesis de homopolimeros (Tucker et al., 2009; Zhang et al., 2011).

La plataforma ABI SOLID utiliza un método denominado secuenciacion por ligacion
(sequencing-by-ligation). Tras una amplificacion inicial, en la que la paralelizacion se
consigue emulsionando las reacciones, la determinacibn de la secuencia se realiza
mediante un procedimiento que requiere la ligacién secuencial de oligonucle6tidos marcados
con fluorocromos (Tucker et al., 2009; Zhang et al., 2011; Tu et al., 2012).

2.1.2. Tecnologias de secuenciacién de tercera generacion
Una de estas tecnologias que actualmente esta en auge es la que se conoce como
SMRT (Single-Molecule Real-Time sequencing technology), desarrollada por Pacific

Biosciences (Roberts et al., 2013). Se trata de un método basado en la sintesis de



moléculas individuales de ADN, que es detectada en tiempo real gracias a un chip de
secuenciacion que contiene miles de guias de onda de modo cero (zero-mode wave-guides;
ZMWs). Cada una de estas guias aprovecha las propiedades de la luz al atravesar una
pequefa apertura para confinar los fotones emitidos durante la secuenciacion y dirigirlos al
detector. Los fotones se canalizan hacia estas guias gracias a que la sintesis de cada
fragmento es llevada a cabo por una Unica molécula de ADN polimerasa que se dispone
unida a la guia (Pareek et al., 2011). Dado que esta técnica no requiere una etapa previa de
amplificacién, se minimizan algunos problemas inherentes a la misma, como la ocurrencia
de sustituciones nucleotidicas y los sesgos en la poblacion de moléculas secuenciadas.
Ademas, se espera que este método permita salvar una de las mayores dificultades
afrontadas por las tecnologias de secuenciacion de primera y segunda generacion: la
secuenciacion de genomas con alto contenido en G+C (Shin et al., 2013).

2.2. Resecuenciacion de genomas

Una de las aplicaciones de las tecnologias de secuenciacion descritas en las
secciones anteriores es la resecuenciacion de genomas previamente caracterizados. A
diferencia de los ensamblajes de novo (que se realizan cuando un genoma se secuencia por
primera vez), la resecuenciacion de un genoma consiste en el alineamiento rapido de los
fragmentos secuenciados (denominados lecturas; del inglés reads) a una secuencia
disponible de antemano, que sirve de referencia. Dicho alineamiento facilita la identificacion
de mutaciones y/o polimorfismos mediante la comparacion de la secuencia del genoma de
referencia con la deducida a partir de las lecturas alineadas al mismo (Candela et al., 2015).

Las aplicaciones bioinformaticas que llevan a cabo el alineamiento deben afrontar
dos desafios importantes. En primer lugar, deben implementar algoritmos rapidos que
permitan alinear en un tiempo breve el elevado ndmero de lecturas producidas por las
tecnologias de secuenciacion masivamente paralela. En segundo lugar, deben ser capaces
de alinear cada secuencia a una posicion unica en el genoma de referencia, una operaciéon
gue se ve dificultada por el pequefio tamafio de las lecturas asi como por la abundancia de
secuencias repetitivas en el genoma de referencia. Por ello, no resulta extrafio que un
namero significativo de lecturas pueda alinearse igualmente bien a numerosas
localizaciones cromosdmicas (Zhang et al., 2011).

Entre los algoritmos de alineamiento mas rapidos disponibles en la actualidad,
destacan los basados en la transformacién de Burrows-Wheeler, que se utilizan en los
programas Bowtie y BWA, entre otros (Langmead et al., 2009; Li y Durbin, 2009). Esta
transformacion es una permutacion del orden de los caracteres de la secuencia de
referencia que permite que los alineamientos se lleven a cabo en tiempo proporcional a la

longitud de las lecturas, independientemente del tamafio del genoma al que deban



alinearse. En este trabajo, hemos utilizado el programa Bowtie2 para llevar a cabo los
alineamientos (Langmead y Salzberg, 2012). La asignacion de cada lectura a una sola
posicion en el genoma resulta mas facil cuando se utilizan lecturas emparejadas (paired-end
reads), resultado de la secuenciacion de fragmentos del genoma por ambos extremos. Este

tipo de lecturas es el empleado en este trabajo.

2.3. Cartografia mediante secuenciacion

La cartografia mediante secuenciacién (mapping-by-sequencing) es una estrategia
gque permite identificar mutaciones puntuales que causan un fenotipo de interés mediante la
secuenciacién del ADN gendémico (ADNg) proveniente de un grupo de individuos
seleccionados por su fenotipo de entre los de una poblacidon cartogréfica (mapping
population) apropiada (Ossowski et al., 2008; Schneeberger y Weigel, 2011). Inicialmente,
este método se propuso para cartografiar e identificar las mutaciones causantes de un
fenotipo de interés utilizando poblaciones cartogréficas derivadas de cruzamientos entre
variedades diferentes, como las estirpes Columbia-0 (Col-0) y Landsberg erecta (Ler) de
Arabidopsis thaliana (Schneeberger et al., 2009). Mas recientemente, se ha descrito el uso
de esta técnica para identificar mutaciones empleando cruzamientos entre un mutante de
interés y la estirpe silvestre a partir de la cual se indujo (Zuryn et al.,, 2010). Tales
cruzamientos entre lineas isogénicas utilizan las mutaciones inducidas en un experimento
de mutagénesis como marcadores moleculares.

Los métodos de cartografia mediante secuenciacién aplican una estrategia
denominada andlisis de segregantes agrupados (bulked segregant analysis; Michelmore et
al., 1991) para identificar regiones del genoma ligadas a la mutacién a estudio. En esta
estrategia se combina en una misma muestra el ADN de todos los individuos que
manifiestan el fenotipo correspondiente al homocigoto recesivo. En dicha muestra, se
espera que todas las regiones del genoma no ligadas a la mutacion a estudio estén
representadas por lecturas provenientes en un 50% de cada uno de los genomas
parentales. Sin embargo, en las regiones intimamente ligadas a la mutacién a estudio se
espera que las lecturas provengan hasta en un 100% del genoma del mutante, por efecto de
la seleccion ejercida al establecer el grupo. La deteccion de este sesgo en las frecuencias
alélicas para cada posicion del genoma permite determinar la posicion aproximada de la
mutacion. El examen detallado del alineamiento de las lecturas al genoma de referencia
debe, en dltima instancia, permitir la identificacién de la lesion responsable del fenotipo
observado (Schneeberger et al., 2009).

Existen gran variedad de programas para analizar los resultados de experimentos de
cartografia mediante secuenciacion. Entre todos ellos, por razones histéricas, destaca el

programa SHOREmap, que utiliza la informacion derivada del alineamiento de las lecturas
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para identificar la posicion de la mutacibn en el genoma y proporcionar una lista de
mutaciones candidatas clasificadas por sus efectos predichos sobre la funcion de los

productos genicos (Schneeberger et al., 2009; Sun y Schneeberger, 2015).

2.4. Lafuncion del cloroplasto y su relaciéon con el albinismo

Los cloroplastos son organulos presentes en las células vegetales que desempefan
funciones esenciales para la biosintesis y almacenamiento de numerosas moléculas
organicas. Ademas de la fotosintesis, en los cloroplastos tiene lugar la biosintesis de
carotenoides, aminoacidos aroméaticos y acidos grasos, entre otras moléculas. El nUmero de
cloroplastos por célula depende del tipo celular y 6rgano de la planta. Por ejemplo, las
células del parénquima clorofilico de las hojas llegan a contener entre 30 y 40 cloroplastos,
gue se disponen alrededor de la gran vacuola central. Los cloroplastos son organulos
separados del citoplasma por una doble membrana. El interior del cloroplasto posee, a su
vez, un sistema elaborado de membranas tilacoidales, que se apilan para formar los
denominados grana (Tomizioli et al., 2014). Todas estas membranas definen distintos
compartimentos especializados en distintas funciones: el espacio periplasmico (comprendido
entre las dos membranas externas), el estroma (definido por la membrana mas interna de
las dos) y el lumen o espacio intratilacoidal (definido por las membranas tilacoidales).

Los cloroplastos se originaron cuando una cianobacteria fotosintética establecié una
endosimbiosis con un eucariota ancestral. Como resultado de este origen, los cloroplastos
conservan un genoma circular, ribosomas semejantes a los de las bacterias y se encuentran
delimitados por una doble membrana (Kobayashi et al., 2016; Powikrowska et al., 2014). El
genoma de los cloroplastos reside en el estroma y contiene un nimero limitado de genes, ya
gue la mayor parte de sus genes ha sido transferida al genoma del ndcleo. Entre los genes
gue permanecen en el genoma del cloroplasto destacan algunos cuya transcripcion produce
moléculas de ARN de transferencia (ARNt) y de ARN ribos6émico (ARNr), que son
necesarias para la expresion de los restantes genes del genoma del cloroplasto, que
codifican unas 120 proteinas. La funcién de estas proteinas esté relacionada principalmente
con la expresion de los genes del genoma del cloroplasto (por ejemplo, subunidades de una
de las dos ARN polimerasas que funcionan en este organulo o numerosas subunidades del
ribosoma) y la fotosintesis (por ejemplo, subunidades de los fotosistemas | y Il o
subunidades de la ribulosa 1,5-bisfosfato carboxilasa-oxigenasa, RuBisCO; Andersson y
Backlund, 2008).

En consecuencia, la biogénesis y funcién de los cloroplastos requiere la expresion
coordinada de genes de los genomas nuclear y del cloroplasto. Numerosas proteinas
nucleares se sintetizan como preproteinas que contienen una secuencia denominada

péptido de transito en su extremo N-terminal. Este péptido les asegura su entrada al
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cloroplasto por medio de la actividad de complejos multiproteicos (denominados
translocones), localizados tanto en la membrana externa del cloroplasto como en la
membrana interna (Inoue et al., 2013). El péptido de transito se elimina tras la entrada de
dicha proteina al cloroplasto (Fellerer et al., 2011).

Muchas funciones del cloroplasto han sido elucidadas gracias a la caracterizacion
genética y molecular de mutantes albinos, que carecen de la pigmentacion verde
caracteristica de la estirpe silvestre, aislados en diversas especies (Myouga et al., 2010;
Bryant et al., 2011). Esta falta de pigmentacion puede deberse a distintos motivos, como
defectos en la biogénesis de los cloroplastos o a alteraciones en la biosintesis de
carotenoides. Por la facilidad en su identificacion, los mutantes albinos han sido utilizados a
veces para medir la eficacia de los experimentos de mutagénesis. En este trabajo, hemos
seleccionado un mutante albino para la puesta a punto de un método de cartografia

mediante secuenciacion.
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3. Antecedentes y Objetivos

Las tecnologias de secuenciacion masivamente paralela (massively parallel
sequencing technologies) permiten la secuenciacion rapida y asequible de genomas
completos. Estas tecnologias han permitido el desarrollo de una técnica denominada
cartografia mediante secuenciacion (mapping-by-sequencing), que permite la identificacion
de la mutacion responsable de un fenotipo de interés mediante la resecuenciacion del
genoma de un conjunto de individuos mutantes previamente seleccionados a partir de una
poblacion segregante (por ejemplo, una poblacion cartogréfica F,). En el laboratorio se
dispone de un mutante albino de la planta modelo Arabidopsis thaliana, que fue inducido
mediante un tratamiento con metanosulfonato de etilo (EMS) durante una estancia
postdoctoral de Héctor Candela en el Plant Gene Expression Center (Albany, California,
EE.UU.). El mutante seleccionado se caracteriza por su pigmentacion albina y por detener el
desarrollo inmediatamente tras la germinacion. Los mutantes albinos se identifican con gran
facilidad debido a las diferencias en la pigmentacién con respecto a la estirpe silvestre,
llegando a veces a presentar un aspecto transparente.

El objetivo principal de este Trabajo de Fin de Grado ha sido poner a punto un
método de cartografia mediante secuenciacion, intentando al mismo tiempo a contribuir a la
comprension de la base genética y molecular del fenotipo albino. Para identificar la mutaciéon
causante de este fenotipo mutante, hemos seguido una estrategia de cartografia mediante
secuenciacion, que nos ha permitido determinar rapidamente la posicion en el genoma y la
naturaleza molecular de dicha mutacién. Para ello, hemos llevado a cabo la secuenciaciéon y
analisis bioinformatico del genoma completo de un grupo de individuos F, derivados de un
cruzamiento entre el mutante a estudio y la estirpe silvestre Columbia-0 (Col-0). Este
objetivo principal se ha concretado en los siguientes objetivos particulares, que coinciden
con las etapas seguidas durante la realizacion del trabajo:

1) Obtener una poblacion cartogréfica F, adecuada para la realizacion de un
experimento de cartografia mediante secuenciacion. Dado que la estirpe mutagenizada
posee un fondo genético mixto, que proviene parcialmente de la estirpe silvestre Landsberg
erecta (Ler), hemos obtenido dicha poblacion mediante el cruzamiento entre el mutante a
estudio y la estirpe Col-0.

2) Seleccionar dos conjuntos de plantas: uno compuesto por todos los individuos
fenotipicamente mutantes identificados en la poblacion cartogréfica, y otro compuesto por un
namero semejante de individuos fenotipicamente silvestres de la misma poblacion. La
estrategia de clonaciéon elegida requiere la secuenciacién del genoma utilizando el ADN
genomico de individuos homocigoéticos para la mutacion a estudio (como los del primer

conjunto). Dicha estrategia se conoce como analisis de segregantes agrupados (bulked
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segregant analysis), y permite la identificaciéon de cambios en la secuencia del ADN ligados
al fenotipo mutante.

3) Analizar la secuencia obtenida mediante el uso de herramientas bioinforméaticas,
para identificar la mutacion responsable del fenotipo mutante. Las mutaciones identificadas
deben reunir los siguientes requisitos: a) deben encontrarse en homocigosis en la secuencia
obtenida (ya que el material genético se ha obtenido a partir de individuos que manifiestan el
fenotipo recesivo); b) la mutaciéon debe ser, con gran probabilidad, una transicién G/C—A/T,
ya que fue inducida mediante un tratamiento con metanosulfonato de etilo; y ¢) la mutacion
debe causar una alteracion en la secuencia o la expresion de algin gen, como la sustitucién
de un aminoacido por otro, o0 un procesamiento incorrecto de los intrones.

4) Verificar experimentalmente el ligamiento entre el fenotipo albino y la mutacion
identificada, e iniciar los experimentos necesarios para confirmar que hemos identificado

correctamente la mutacion causante del fenotipo albino.
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4. Materiales y Métodos

4.1. Cultivo de Arabidopsis thaliana
4.1.1. Origen del mutante albino

El mutante albino empleado en este trabajo se aisl6 en un experimento de
mutagénesis con metanosulfonato de etilo (EMS), que fue realizado en el afio 2008 por
Héctor Candela, durante su estancia postdoctoral en el Plant Gene Expression Center. El
EMS es un agente alquilante responsable de mutaciones puntuales, en concreto
transiciones del tipo G/C—A/T (Greene et al., 2003). La estirpe mutagenizada fue el mutante
recesivo bp-9 (brevipedicellus-9; Venglat et al., 2002), cuyo fondo genético es parcialmente
el de la estirpe Landsberg erecta (Ler). Por su letalidad, el mutante albino caracterizado en
este trabajo se identific6 en una familia Ms;, obtenida a partir de la autofecundacién de

plantas M, que no manifestaban el fenotipo.

4.1.2. Seleccion de mutantes en las familias F»

La poblacion cartogréfica se obtuvo cruzando plantas de fenotipo silvestre
(heterocigoticas para la mutacién) con la estirpe silvestre Columbia-0 (Col-0). La progenie F;
de estos cruzamientos, compuesta en un 50% por plantas heterocig6ticas para la mutacion,
se autofecundd para identificar familias F, que segregasen plantulas albinas. Se
seleccionaron 87 plantas albinas y 170 plantas de fenotipo silvestre, con las que se
establecieron sendos grupos de plantas (pools) de los que se aisl6 colectivamente el ADN
genomico (ADNQ) para su secuenciacion posterior. Las plantas se congelaron a -80°C hasta

el momento de purificar su ADN gendmico.

4.1.3. Medio de cultivo sdlido para Arabidopsis thaliana

Las plantas de Arabidopsis thaliana se cultivaron en medio de Murashige y Skoog
(MS, Murashige y Skoog, 1962), cuya composicion se describe a continuacion: NH;NO; 20,6
mM; H3BO; 0,1 mM; CaCl, 3 mM; CoCl,-6H,0 0,1 yM; CuSO,-5H,0 0,1 uM; Na,EDTA 0,11
mM; MgSQO,; 1,5 mM; MnSO,4-H,O 0,1 mM; NaMoO,4-2H,0 1 uM; KI 5 uM; KNO3 18,8 mM;
KH,PO,4 1,24 mM; y ZnSO,4-7H,0 30 uM.

Para preparar 1 L de medio MS, se afiaden 900 mL de agua destilada a un matraz de
2 L. Posteriormente, se disuelven 4,3 g/L de sales de Murashige y Skoog (Duchefa), 10 g de
sacarosa (concentracion final de 1% m/v) y 0,5 g/L de MES (acido 2-[N-morfolino]-etano
sulfénico) con ayuda de un agitador magnético. El pH de la disolucion se ajusta a 5,7 con
KOH 5 M. Finalmente, tras enrasar el volumen a 1 L, se afiaden 6,5 g/L de Plant Agar
(Duchefa) y se esteriliza en autoclave a 121°C durante 20 min. Tras la esterilizacién del

medio de cultivo, alicuotamos el medio en cajas de Petri de 15 cm de didmetro, una vez
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atemperado a 50-60°C, en una cabina de flujo laminar horizontal. Las cajas de Petri con
medio MS se almacenaron a 4°C en posicién invertida.

Hemos utilizado también medio MS sin sacarosa para determinar el efecto de la
misma sobre el crecimiento y desarrollo de los mutantes albinos. Dicho medio se prepar6

siguiendo el procedimiento anterior, excepto en lo referido a la adicion de sacarosa.

4.1.4. Esterilizacion de semillas

Para impedir la contaminacion de los cultivos con hongos, las semillas se incubaron
con 1 mL de disolucién de esterilizacion en tubos eppendorf. Para preparar 250 mL de
disolucion de esterilizacién, se mezclan 100 mL de lejia comercial, 150 mL de agua
desionizada y 500 pL de Triton X-100 al 1% (v/v). Durante la incubacion, que dur6 8 min, los
tubos se agitaron por inversién para deshacer los agregados de semillas que pudieran
formarse. Tras eliminar la disolucion de esterilizacion de los tubos, realizamos
consecutivamente tres lavados con 1 mL de agua estéril, agitando los tubos por inversion.

Las semillas se mantuvieron en agua estéril hasta el momento de su siembra.

4.1.5. Condiciones para el crecimiento de Arabidopsis thaliana
Los cultivos de Arabidopsis thaliana se realizaron a partir de semillas almacenadas a
4°C. Todos los cultivos se iniciaron en cajas de Petri con medio sélido MS, donde

permanecieron unas 3-4 semanas.

4.1.5.1. Cultivo en cajas de Petri

Las cajas de Petri de 15 cm de didmetro contenian aproximadamente 100 mL de
medio sdlido MS. Las semillas se esterilizaron segun el procedimiento descrito en el
apartado 4.1.4 de la pagina 15, y se sembraron con la ayuda de pipetas Pasteur estériles en
una cabina de flujo laminar. En cada caja de Petri, las semillas se sembraron regularmente
espaciadas, a razén de 104 semillas por caja de Petri, utilizando una plantilla cuadriculada.
Las cajas de Petri se precintaron con esparadrapo quirargico (3M) para impedir la
contaminacion del medio de cultivo, y se mantuvieron durante 24 h a 4°C en posicion
invertida para sincronizar la germinacién de las semillas. Posteriormente, se incubaron a
20£0,1°C en un incubador HLR-352-PE (Panasonic) con iluminacién continua suministrada
por tubos fluorescentes Panasonic 40 FL40SS-ENW-37. Transcurridos 26 dias, coincidiendo
con el inicio de la elongacién del tallo, se seleccionaron 15 plantas no albinas y se

trasplantaron a maceta para que completaran su ciclo de vida.

4.1.5.2. Cultivo en maceta
Los cultivos en maceta se realizaron en bandejas de plastico de 28x50 cm con 59
alveolos y dimensiones individuales de 5 cm de didmetro y 5 cm de altura. Cada alveolo

contenia una maceta de rejilla. Las macetas se rellenaron con una mezcla de perlita,
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vermiculita y turba en proporcion 2:2:1 (v/viv) que habia sido esterilizada previamente en
autoclave. Las macetas se subirrigaron con una disolucion nutritiva comercial (abono
Universal liquido Carrefour), manteniendo un nivel de 2 6 3 cm de la misma en las bandejas.
La disolucién contiene: nitrégeno (N) total: 6% (incluye N amoniacal: 2,8%; N ureico: 2,2%; y
N nitrico: 1,0%); pentoxido de fésforo (P,Os): 6%; Oxido de potasio (K,O): 6%;
micronutrientes: cobre (Cu): 0,002%; hierro (Fe): 0,025%; manganeso (Mn): 0,014%;
molibdeno (Mo): 0,001%; y zinc (Zn) quelado con EDTA: 0,004%. Las plantas se irrigaron
semanalmente con agua y con una dilucion al 0,5% (v/v) de la disolucion nutritiva descrita
cada dos semanas.

Las plantas cultivadas en cajas de Petri se transfirieron a macetas, con ayuda de
pinzas metdlicas esterilizadas con alcohol, a los 26 dias tras la siembra. Los cultivos en
maceta se mantuvieron a 23+1°C en una camara climatica bajo iluminaciéon continua de
5.000 Ix suministrada por tubos fluorescentes F28 T5/D y Leuci T5-28W. EIl riego se
interrumpié cuando ceso la produccion de flores, con el fin de que se secaran los frutos y

recolectar las semillas.

4.1.6. Recoleccion de semillas

El secado de las plantas tuvo lugar en la cadmara climatica. Una vez que las plantas
completaron su ciclo de vida y se secaron, se recolectaron las semillas. Los restos vegetales
se eliminaron con ayuda de un colador y las semillas se almacenaron en tubos eppendorf a
4°C.
4.2. Manipulacién de acidos nucleicos
4.2.1. Purificacion de ADN gendmico para ultrasecuenciacion

Realizamos dos purificaciones de ADNg utilizando un kit para plantas (GeneJET
Plant Genomic DNA Purification Mini Kit) siguiendo el protocolo del fabricante (Thermo
Scientific), que se resume a continuacion. El tejido (120 mg del mutante albino y 220 mg de
las plantas de fenotipo silvestre) se trituré en morteros de porcelana estériles distintos y en
presencia de nitrogeno liquido. El material vegetal se transfirié a tubos eppendorf, a los que
afadimos 350 uL de tampodn de lisis A. Tras agitar durante 10-15 s con un vortex, afiadimos
50 uL de tampodn de lisis B y 20 yL de RNasa A. Los tubos se incubaron, con agitacion
periddica, en un bafio a 65°C durante 10 min. A continuacién, afiadimos 130 pL de
disolucion de precipitacion a cada tubo, que agitamos por inversién e incubamos durante 5
min en hielo. A continuacién, centrifugamos ambos tubos durante 5 min a 13.300 rpm
(16.300g). Transferimos los sobrenadantes a tubos limpios, a los que afiadimos 400 pL de
disolucion de unién (binding solution) y 400 uL de etanol al 96%. Transferimos parte del
volumen (600-700 pL) a las columnas suministradas con el kit y centrifugamos los tubos a

8000 rpm (5.900g) durante 1 min. La operacion se repiti6 con el volumen restante,
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descartando cada vez el sobrenadante tras su paso por la columna. Las columnas se
lavaron dos veces con 500 pyL de tampon de lavado 1. El tampdn de lavado se elimind
centrifugando durante 1 min a 10.000 rpm (9.200g). Por ultimo, eluimos el ADNg retenido en
la columna a tubos eppendorf estériles afadiendo 100 puL de tampon de elucion al centro de
la columna, incubando a temperatura ambiente durante 5 min y centrifugando a 10.000 rpm

durante 5 min.

4.2.2. Purificacion de ADNg para genotipado de plantas individuales

Los mutantes albinos se recolectaron de las cajas de Petri a los 26 dias tras la
siembra y se congelaron a -80°C en tubos eppendorf. También se congelaron plantas
control de fenotipo silvestre. Se purificé el ADNg de 35 plantas albinas y 3 plantas silvestres
de la F, con el proposito de estudiar la cosegregacion del albinismo con la mutacion
candidata. Ademas, purificamos ADNg a partir de 20 hojas de otras tantas plantas F»
fenotipicamente silvestres, con el propdésito de identificar plantas portadoras de la mutacién
candidata con las que purificar ARN total. El protocolo seguido para esta purificacion de
ADNg se resume a continuacion. Afiadimos 250 uL de tampoén de extraccion (Tris 100 mM
pH 8; EDTA 50 mM a pH 8; NaCl 500 mM) a cada tubo eppendorf y trituramos el tejido con
palillos de plastico hasta conseguir una disolucion homogénea. Afiadimos otros 250 pL de
tampon de extraccion, hasta alcanzar un volumen final de 500 pL, y agitamos los tubos por
inversion. Afladimos 35 pL de SDS 20% (m/v) a cada tubo e incubamos durante 5 min a
65°C en un bafio, agitando periédicamente los tubos por inversién. Transcurrido este tiempo,
afiadimos 130 pL de acetato de potasio 5 M a cada tubo, e incubamos los tubos en hielo
durante 8 min. Posteriormente, centrifugamos los tubos a 13.000 rpm (15.600g) durante 10
min. Transferimos el sobrenadante a tubos nuevos, a los que afiadimos 640 pL de
isopropanol y 60 uL de acetato de sodio 3 M. Tras agitar los tubos, se incubaron en hielo
durante 20 min y se centrifugaron a 13000 rpm durante 10 min. El precipitado resultante se
lavd con 300 pL de etanol 70%. Este etanol se elimind tras centrifugar una dltima vez a
13.000 rpm durante 5 min. Una vez seco, el precipitado se resuspendié en un volumen de

25 a 50 pL de agua destilada estéril.

4.2.3. Amplificaciones mediante PCR

En este trabajo hemos utilizado los cebadores de la Tabla 1, que fueron sintetizados
por un proveedor comercial (Sigma-Aldrich). Las reacciones de PCR se prepararon en tubos
eppendorf de 0,2 mL de pared fina, en un volumen final de 20 pL. La composicion de las
reacciones fue la siguiente: 6,3 pL de agua desionizada, 2 pL de DreamTaq Buffer 10x, 1,6
UL de una mezcla de los 4 ANTP a una concentracion de 10 mM (con cada uno de ellos a

2,5 mM), 4 pL de los cebadores forward y reverse correspondientes a 2,5 pM cada uno, 0,1
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uL de la enzima DreamTaq a 5 U/uL y 2 pL de molde apropiado. Durante la preparacion de

cada reaccion, todos los reactivos se mantuvieron en hielo hasta el momento de su uso.

Tabla 1.- Nombre y secuencia de los cebadores empleados

Cebador Secuencia nucleotidica (5'—>3)
At2g04030-F CGTCGTGGAACACAAATCAC
At2g04030-R AGGCTTACCCATAGCGGTTT
At2g04030-cds-F ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggctTAATGGCTCCTGCTTTGAGTA

At2g04030-cds-R1 ggggaccactttgtacaagaaagctgggtCAATCTTGCCAAGGATCACTC

Se indica en letras minusculas la secuencia de los sitios attB1 y attB2, que permitiran la clonacion del

producto de PCR mediante la tecnologia Gateway.

Las reacciones de PCR se incubaron en un termociclador T100 Thermal Cycler (Bio-
Rad). La temperatura y la duracion de cada una de las etapas del programa de amplificacion
fueron las que se muestran a continuacion. La etapa inicial se programé a 95°C durante 2
min. Tras esta, se realizaron 35 ciclos en las siguientes condiciones: (1) una etapa de
desnaturalizacion a 95°C 30 s; (2) una etapa de hibridacién a una temperatura comprendida
entre 55°C y 64°C, dependiendo de la temperatura de fusién (T,) de los cebadores
presentes en la mezcla de reaccion, durante 30 s; y (3) una etapa de sintesis a 72°C durante
45 s, tiempo que se determind teniendo en cuenta que la enzima DreamTagq sintetiza ADN a
razon de 1 kb cada 30 s. Finalmente, se afiadié una etapa final de extension a 72°C durante

5 min.

4.2.4. Electroforesis en gel de agarosa

Las muestras de ADN se visualizaron en geles de agarosa al 1% (m/v) en tampoén de
electroforesis TAE 1x (0,5 g de agarosa en 50 mL de TAE 1x), que se prepar6 a partir de
una disolucibn madre a concentracion 50x (Tris-HCI 2 M; acido acético 5,71%; EDTA 50
mM; pH 8,0). La tincién de los geles se realizd con 1,25 pL de SafeView, que se afiadieron a
la disolucion de agarosa antes de que se solidificase. Ademas, en la primera y Ultima calle
de cada gel se cargaron 4 uL de marcador de peso molecular (1 kb DNA Ladder de
GeneCraft a una concentracion de 0,1 pg/pL). Las muestras de ADN purificado se
prepararon con 1 yL de ADN, 8 uL de agua desionizada y 1 pL de tampdén de carga 10x
(DNA Loading Buffer 10x de 5prime). Por ultimo, la electroforesis se realiz6 con una fuente

de alimentacion a 90 V (LabNet) durante 30 min.
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4.2.5. Purificaciéon de productos de PCR
Para llevar a cabo este paso se utilizé el GeneJET PCR Purification Kit, siguiendo las
instrucciones del fabricante (Thermo Scientific). Los productos purificados se visualizaron en

geles de agarosa al 1% en tampon de electroforesis TAE 1x.

4.3. Analisis bioinformatico

Para la secuenciacién del genoma, recurrimos a los servicios de la empresa STAB
VIDA (Caparica, Portugal), que dispone de un secuenciador masivamente paralelo lllumina
HiSeq 2500. Los fragmentos se secuenciaron por ambos extremos con lecturas de 101
nucleétidos (paired-end reads). Para evaluar la calidad de las lecturas obtenidas y
determinar la presencia en las mismas de secuencias derivadas de los adaptadores
afadidos durante la preparacion de las muestras, utilizamos el programa FastQC
(http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/ projects/fastqc/). Hemos utilizado en programa
PEAR (Paired-End reAd mergeR; http://sco.h-its.org/exelixis/web/software/pear/) para
detectar solapamientos entre las dos lecturas derivadas de cada fragmento secuenciado. En
caso de solapamiento, PEAR ensambla ambas lecturas, produciendo secuencias de mayor
longitud que las lecturas originales (Zhang et al., 2014). Para eliminar los adaptadores
detectados, utilizamos el programa Trimmomatic (version 0.32; Bolger et al., 2014), al que
se le proporciond un archivo con la secuencia de los adaptadores mediante la opcion
ILLUMINACLIP. También se utilizaron las opciones LEADING:3  TRAILING:3
SLIDINGWINDOW:4:15 y MINLEN: 36.

El alineamiento de las lecturas obtenidas al genoma de referencia se llevé a cabo
con el programa Bowtie2 (versién 2.1.0), que emplea una algoritmo de alineamiento muy
eficiente basado en la transformacién de Burrows-Wheeler (Langmead et al., 2009;
Langmead y Salzberg, 2012). Como genoma de referencia, a la que alineamos las lecturas,
utilizamos la version mas reciente del genoma de Arabidopsis thaliana (version TAIR10),
cuya secuencia descargamos en formato FastA (Lamesch et al.,, 2012). El indice del
genoma de referencia se preparé con el programa bowtie2-build, especificando su
secuencia con la opcién —f. El alineamiento de las lecturas emparejadas se llevé a cabo
mediante el programa bowtie2, con las siguientes opciones: -x (especifica el indice del
genoma al que deben alinearse las lecturas, preparado anteriormente con bowtie2-build),
--qc-filter (descarta las lecturas de baja calidad), -p (especifica el nimero de
procesadores disponibles; en nuestro caso es igual a 8), -X (especifica el tamafio de
maximo de los fragmentos que, en nuestro caso, fue fijado arbitrariamente en 650
nucleotidos), --no-discordant (descarta las parejas de lecturas cuyos alineamientos no
son concordantes), --no-mixed (descarta las lecturas cuya pareja no ha sido eliminada) y -

-no-unal (descarta aquellas lecturas para las que no se detectan alineamientos).
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Los archivos SAM resultantes, que contienen la descripcion de los alineamientos de
las lecturas, fueron convertidos a formato BAM mediante el comando view de samtools (Li
et al., 2009). Los archivos BAM correspondientes se ordenaron segun la posicion de las
lecturas alineadas en el genoma de referencia mediante el comando sort de samtools. Los
archivos asi ordenados y correspondientes a la misma muestra, se combinaron en un Gnico
archivo mediante el comando merge de samtools. El archivo resultante se indizé con el
comando index de samtools. Utilizamos el comando AddOrReplaceReadGroups del
programa piccard-tools (versién 2.5.0) para asignar las lecturas a grupos. El archivo BAM
resultante fue procesado con el programa GATK (Genome Analysis Toolkit; version 3.6;
McKenna et al.,, 2010), utilizando las opciones -T RealignerTargetCreator y -T
IndelRealigner. Estas dos opciones permiten seleccionar una lista de sitios del genoma
adyacentes a inserciones y deleciones que posiblemente requieren que los alineamientos de
las lecturas sean corregidos, y llevar a cabo las correcciones necesarias. Utilizamos, por
altimo, el programa GATK con la opcion -T UnifiedGenotyper, para identificar las bases
gue ocupan cada una de las posiciones del genoma (operacion denominada, en inglés, base
calling). El resultado se guard6 en un archivo en formato VCF (Danecek et al., 2011), que
fue procesado manualmente mediante pequefas rutinas escritas en lenguajes Perl y AWK,
ejecutadas en la linea de comandos de Linux, y Microsoft Excel.

Se representaron para cada cromosoma todas las posiciones y frecuencias relativas
al mutante, la media mévil de los datos anteriores, la media mévil de las posiciones y
frecuencias del silvestre y el valor conocido como boost, que permite definir una regién en la
gue se encuentre con una gran probabilidad la mutacién a estudio. La féormula para calcular

el valor de boost es: B, = 1/|1-max(Biar,1- Bar)/Max(B,ps,1-0405)| (Sun y Schneeberger, 2015).

Algunos apartados de la seccién de Materiales y Métodos se han modificado a partir
de trabajos anteriores realizados en el laboratorio de Héctor Candela (como el de E.M.

Rodriguez Alcocer, 2014, citado en la Bibliografia).



21

5. Resultados

5.1. Fenotipo y modo de herencia de un mutante albino

Para determinar el modo de herencia del mutante a estudio, cruzamos plantas
fenotipicamente silvestres portadoras de la mutacion albina en heterocigosis con plantas de
la estirpe silvestre Columbia-0 (Col-0). No encontramos plantas albinas en la progenie F; de
estos cruzamientos, como cabe esperar si la mutacion se hereda como un caracter recesivo.
Con el fin de obtener la poblacion F, necesaria para la realizacién de un experimento de
cartografia mediante secuenciacidén, permitimos que las plantas de la progenie F; se
autofecundaran. Las poblaciones F, resultantes fueron sembradas en cajas de Petri que
contenian medio MS suplementado con sacarosa (véase el apartado 4.1.3 de la pagina 14).
El fenotipo albino reaparecio en 15 de los 85 individuos de la Familia 2, un resultado que es
compatible con la razén fenotipica 3:1 (silvestre:mutante), caracteristica del modo de
herencia monogénico recesivo (Tabla 2). Sin embargo, el fenotipo mutante aparecié en un
numero de individuos significativamente mayor que el esperado en la Familia 1, quiza por la
presencia de mutaciones adicionales que distorsionan la segregacion fenotipica en dicha
familia. En conjunto, el fenotipo albino reaparecié en 87 de los 257 individuos estudiados,

aproximadamente un tercio de las plantas de la generacion F».

Tabla 2.- Segregacion del fenotipo mutante albino en la progenie F, de cruzamientos
entre plantas portadoras de la mutacion a estudio y la estirpe silvestre Col-0

Clases fenotipicas® Segregacion
Familia F, Silvestre Albino Hipdtesis X2 P
1 100 72 31 25,19" 5,2x107
2 70 15 3:1 2,07 0,15

ANumero de individuos asignados a cada clase fenotipica. "Los valores de X* han sido calculados
aplicando la correccion de Yates por haber sdlo 2 clases fenotipicas. Al nivel de significacion a=0,05,

el valor critico del estadistico de la prueba X” es 3,84 (con 1 grado de libertad).

Por otro lado, sembramos la poblacion F, en medio MS carente de sacarosa con el
fin de estudiar posibles diferencias en el desarrollo de las plantas mutantes. En estas
condiciones, las plantulas presentaron un menor desarrollo, particularmente por el reducido
tamafio de sus cotiledones, lo que dificulté aun mas la tarea de localizarlas en las cajas de
Petri. En la Figura 1 se muestran los fenotipos de la estirpe silvestre y del mutante albino en

presencia de sacarosa.
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Figura 1.- Fenotipo de un mutante albino de Arabidopsis thaliana cultivado en medio suplementado
con sacarosa. (A) Mutante albino. (B) Estirpe silvestre Landsberg erecta. Las barras de escala
representan 5 mm. En ambos casos, las fotografias se tomaron a los 26 dias tras la siembra.

5.2. Obtencion de ADN para su secuenciacion

Las 87 plantas fenotipicamente mutantes identificadas en la poblacion cartografica F,
(72 de la Familia 1 y 15 de la Familia 2) se recolectaron en tubos eppendorf, que se
mantuvieron a -80°C hasta la purificacion del ADN genomico (ADNg). EI ADNg se purifico
tras combinar los tejidos de las plantas de ambas familias, siguiendo el protocolo descrito en
el apartado 4.2.1 de la pagina 16. Procedimos de la misma manera con las plantas
fenotipicamente silvestres. Las dos muestras (de plantas mutantes y silvestres,
respectivamente) se enviaron congeladas en hielo seco a la empresa STAB VIDA (Caparica,
Portugal) para su secuenciacion con un secuenciador lllumina HiSeq 2500.

La calidad y cantidad del ADN de las muestras fue evaluada por medio de una
electroforesis en gel de agarosa (Figura 2) y mediante un fluorimetro Qubit. La
concentracion de ADN fue de 15,4 ng/uL en la muestra obtenida a partir de las plantulas
albinas y 13,2 ng/uL en la muestra obtenida a partir de plantulas de fenotipo silvestre. La
Figura 2 muestra una Unica banda, correspondiente a ADN de alto peso molecular, en las

calles correspondientes a ambas muestras.
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Figura 2.- Electroforesis en gel de agarosa de las muestras de ADN
gendémico. Aspecto de las muestras enviadas tras someterlas a
electroforesis en gel de agarosa al 1% con un voltaje de 120 V durante 20
min. Las calles del gel fueron cargadas con: (1) 1 uL de la muestra de
ADN genomico obtenida a partir de las plantulas albinas, (2) 1 uL de la
muestra de ADN gendémico obtenida a partir de las plantulas de fenotipo
silvestre, y (3) marcador de peso molecular. Se indica el tamafio, en pares
de bases, de las bandas del marcador de peso molecular.

5.3. Procesamiento de las secuencias obtenidas

El nUmero de fragmentos secuenciados para las distintas muestras se presenta en la
Tabla 3, que también resume los resultados del procesamiento de las lecturas (reads) con
los programas PEAR y Trimmomatic. La muestra de ADN obtenida a partir de los mutantes
albinos (muestra G-2) se secuencio en dos tandas (A y B). Disponemos de la secuencia
nucleotidica de 80.980.764 lecturas de la muestra G-2, resultado de secuenciar cada uno de
los 40.490.382 fragmentos de ADN (20.507.732 de la tanda A y 19.982.650 de la tanda B)
por ambos extremos (paired-end reads; lecturas emparejadas). La muestra de ADN obtenida
a partir de los individuos silvestres (muestra G-3) también se secuenci6 en dos tandas (A y
B). Para la muestra G-3, disponemos de la secuencia nucleotidica de 111.204.158 lecturas,
resultado de secuenciar un total de 55.602.079 fragmentos de ADN (28.604.938 de la tanda
Ay 26.997.141 de la tanda B) por ambos extremos. La gran mayoria de las lecturas

obtenidas posee una longitud de 101 nucledétidos.

Tabla 3.- Numero de fragmentos secuenciados y resultado del procesamiento

de las secuencias obtenidas con PEAR

Muestra

Categoria G-2 (A) G-2 (B) G-3 (A) G-3 (B)
Fragmentos 20.507.732 19.982.650 28.604.938 26.997.141
Fragmentos con lecturas 7.967.500 7.343.716 14.161.049 12.689.511
solapantes (38,851%) (36,750%) (49,506%)  (47,003%)
Fragmentos con lecturas no  12.539.763 12.637.993 14.427.004 14.290.941
solapantes (61,140%) (63,245%) (50,435%) (52,935%)

469 941 16.885 16.689

Fragmentos descartados (0,002%) (0,005%) (0,059%) (0,062%)
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Hemos utilizado el programa PEAR para combinar la secuencia de las lecturas
forward y reverse derivadas de un mismo fragmento, una operacion que resulta posible si el
tamafo del fragmento secuenciado es inferior a la suma de las longitudes de las lecturas
individuales. Cuando PEAR detecta el solapamiento de dos lecturas, combina sus
secuencias y las remplaza por una Unica lectura de mayor longitud. Tras el procesamiento
de la muestra G-2 con PEAR, se fusionaron las lecturas derivadas de 15.311.216
fragmentos y se descartaron, por problemas de calidad de los datos, las lecturas de 1.410
fragmentos (Tabla 3). Tras el procesamiento de la muestra G-3, se fusionaron las lecturas
de 26.850.560 fragmentos y desecharon las lecturas de 33.574 fragmentos. En las etapas
posteriores del analisis bioinforméatico, las lecturas fusionadas por PEAR fueron procesadas
como lecturas individuales (single-end reads) y las restantes fueron procesadas como
lecturas emparejadas (paired-end reads).

La Tabla 4 resume las frecuencias de cada nucleétido en las diversas muestras.
Como indican los datos de esta tabla, el contenido en GC alcanza el 37,24% en los

fragmentos secuenciados.

Tabla 4.- Frecuencias nucleotidicas determinadas empiricamente a partir de la

secuencia de las lecturas

Frecuencia
Muestra
A C G T
G-2 (A 0,312083 0,186569 0,187602 0,31374
G-2 (B) 0,313074 0,185596 0,18674 0,314591
G-3 (A) 0,312901 0,185862 0,186835 0,314402
G-3(B) 0,314115 0,184835 0,185959 0,315091
Promedio® 0,31310347 0,18566903 0,18673282 0,31449488

®Los valores se han calculado como la media ponderada de las frecuencias de cada nucleétido teniendo

en cuenta el nimero de fragmentos secuenciados en cada muestra.

Tras el procesamiento con PEAR, procesamos las secuencias resultantes con
Trimmomatic, un programa que permite detectar y eliminar los adaptadores afadidos a cada
fragmento durante la preparacibn de las muestras previa a la secuenciacion, que
ocasionalmente persisten en las secuencias obtenidas. El programa también recorta (trim)
las bases de menor calidad situadas en los extremos de las lecturas, una operacion que
aprovecha las puntuaciones Phred contenidas en los archivos en formato FastQ (Cock et al.,
2010). La Tabla 5 recoge los resultados del procesamiento con Trimmomatic de las lecturas

emparejadas (paired-end). En linea con la mayor calidad obtenida tipicamente en la
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secuenciacion de las lecturas forward, se observa que el procesamiento con Trimmomatic

descarta, en todos los casos, un mayor niumero de lecturas reverse.

Tabla 5.- Resultados del procesamiento de lecturas emparejadas con Trimmomatic

Muestra

Fragmentos G-2 (A) G-2 (B) G-3 (A) G-3 (B)
Procesados® 12.539.763 12.637.993 14.427.004 14.290.941
Persisten ambas 12.124.743 12.194.406 13.934.168 13.770.307
lecturas (96,690%) (96,490%) (96,580%) (96,360%)
Persiste sélo la 373.589 364.478 432.361 429.857
lectura forward (2,989%) (2,880%) (3,000%) (3,010%)
Persiste sdlo la 25.578 53.551 35.689 57.578
lectura reverse (0,200%) (0,420%) (0,250%) (0,400%)
Se descartan 15.853 25.558 24.786 33.199
ambas lecturas (0,130%) (0,200%) (0,170%) (0,230%)

a s 7 - - 7 I3
Notese que el nimero de fragmentos procesados coincide con el nimero de “Fragmentos con lecturas

no solapantes” recogido en la Tabla 3.

La Tabla 6 recoge los resultados del procesamiento con Trimmomatic de las lecturas

individuales (single-end).

Tabla 6.- Resultados del procesamiento de lecturas individuales con Trimmomatic

Muestra
Muestra G-2 (A) G-2 (B) G-3 (A) G-3 (B)
Procesadas 7.967.500 7.343.716 14.161.049 12.689.511
Persisten 7.951.199 7.318.810 14.136.575 12.658.132
(99,800%) (99,660%) (99,830%) (99,750%)
Descartadas 16.301 24.906 24.474 31.379
(0,200%) (0,340%) (0,170%) (0,250%)

a ., , L L , “
Notese que el nimero de lecturas individuales procesadas coincide con el nimero de “Fragmentos

con lecturas solapantes” recogido en la Tabla 3.

5.4. Alineamiento de las lecturas al genoma de referencia

Tras el procesamiento con PEAR y Trimmomatic, las lecturas fueron alineadas a la

version mas reciente disponible de la secuencia del genoma de Arabidopsis thaliana

(TAIR10) utilizando el programa Bowtie2. Este programa utiliza un algoritmo basado en la
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transformacién de Burrows-Wheeler para alinear las lecturas a la secuencia del genoma de

referencia. En el caso de las lecturas emparejadas, Bowtie2 determina si los alineamientos

de las dos lecturas de un mismo fragmento son concordantes o discordantes, en funcion de

la distancia y orientacion relativa de las mismas. Los resultados del alineamiento de las

lecturas al genoma de referencia se presentan en la Tabla 7.

Tabla 7.- Resultados del alineamiento de las lecturas al genoma con Bowtie2

Muestra
Clasificacion G-2 (A) G-2 (B) G-3 (A) G-3 (B)
Pares de IecturasEl 12.124.743 12.194.406 13.934.168 13.770.307
L . 549.250 583.744 516.994 557.908
Sin alineamientos (4,53%) (4.79%) (3.71%) (4.05%)
Con un alineamiento 8.400.209 8.440.021 10.223.172 10.092.067
concordante (69,28%) (69,21%) (73,37%) (73,29%)
gl?n“e;“rﬁf'egfoun 3.175.284 3.170.641 3.194.002 3.120.332
concordante (26,19%) (26,00%) (22,92%) (22,66%)
Porcentaje de
parejas alineadas 95,47% 95,21% 96,29% 95,95%
Lecturas individualesb 8.350.366 7.736.839 14.604.625 13.145.567
L . 491.628 440.331 577.975 502.151
Sin alineamientos (5,89%) (5,69%) (3.96%) (3.8296)
. . 4.853.275 4.448.243 9.147.817 8.161.184
Con un alineamiento (58,12%) (57,50%) (62,64%) (62,08%)
Con mas de un 3.005.463 2.847.815 4.878.833 4.482.232
alineamiento (35,99%) (36,81%) (33,41%) (34,10%)
Porcentaje de 94.11% 94.31% 96,04% 96,18%

lecturas alineadas

a 7 7 - - 7
Notese que el nimero de pares de lecturas coincide con el nimero de fragmentos para los que

. . . . . b
“Persisten ambas lecturas” tras el procesamiento con Trimmomatic, recogido en la Tabla 5. El

numero de lecturas individuales de esta Tabla es la suma del nimero de lecturas individuales que

“Persisten” (Tabla 6) y el namero de fragmentos para los que “Persiste solo la lectura forward” o

“Persiste solo la lectura reverse” tras el procesamiento con Trimmomatic (Tabla 5).
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Mediante el examen de los alineamientos de las parejas de lecturas a la secuencia
del genoma de referencia es posible evaluar empiricamente a posteriori como se distribuye
el tamafio de los fragmentos secuenciados por ambos extremos. Dicha distribucién se

representa en la Figura 3.
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Figura 3.- Distribucion por tamafio de los fragmentos secuenciados. (A) Distribucién de tamafios de
los fragmentos secuenciados para el mutante albino. (B) Distribucion de tamafos de los fragmentos
secuenciados para la estirpe silvestre. En azul se indican fragmentos resultantes de la fusion de
lecturas forward y reverse por PEAR, para los que el tamafio del fragmento es igual al tamafio de la
secuencia resultante de la fusion. En amarillo se muestran los tamarfios deducidos a partir de las parejas
de secuencias alineadas por Bowtie2. En gris se indica la suma de ambos valores.

5.5. Determinacion de la posicion del gen mutado usando cartografia mediante
secuenciacion

Una vez completado el alineamiento de las lecturas al genoma de referencia, los
archivos resultantes (con formato BAM), fueron procesados con los programas GATK y
Samtools. La Tabla 8 describe la asignacion de las secuencias alineadas a los diferentes
cromosomas. La cobertura ha sido estimada a la baja asumiendo que todas las secuencias
alineadas poseen la misma longitud (101 nucledtidos). Como puede observarse, las
secuencias derivadas de los genomas cloroplastico y mitocondrial son particularmente
abundantes, un aspecto que debe ser considerado en el disefio del experimento.

En esta etapa se examinan las lecturas alineadas para determinar los nucleétidos
que ocupan cada posicién del genoma, que se almacenan en archivos con formato VCF.
Con el fin de identificar posiciones del genoma que pudieran ser utilizadas como marcadores
moleculares en la cartografia mediante secuenciacion del gen a estudio, examinamos
primero los resultados obtenidos para la muestra G-3 (compuesta por un grupo de individuos
de la poblacién cartografica F, fenotipicamente silvestres). Seleccionamos, para su uso
como marcadores moleculares, todas aquellas posiciones del genoma que reuniesen los
siguientes criterios: (a) las lecturas presentasen dos alelos distintos en dicha posicion; (b) la

frecuencia relativa del alelo de referencia en dicha posicion estuviese comprendida entre 0,3
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y 0,7; (c) la suma de las frecuencias absolutas para los alelos considerados fuese igual al
namero de lecturas que ocupan dicha posicion, y (d) que la cobertura de dicha posicion
estuviese comprendida entre 20 y 120, dos valores que definen un intervalo relativamente
amplio en torno a la cobertura media estimada para los cromosomas 1 a 5 (Tabla 8). El
criterio (c) excluye todas aquellas posiciones en las que aparecen mas de dos alelos
distintos, lo que es indicativo de secuencias alineadas en la posicion incorrecta (como podria
suceder en el caso de genes duplicados, por ejemplo). El criterio (d) excluye de manera
efectiva todas aquellas secuencias correspondientes a la fraccién repetitiva del genoma, que
deben ser excluidas por las razones ya expuestas para el criterio (c). Estos criterios fueron
reunidos por 222.090 posiciones del genoma, segun el analisis de los datos obtenidos a
partir de la muestra G-3. La distribuciéon por cromosoma de dichas posiciones fue: 43.899
(cromosoma 1), 32.755 (cromosoma 2), 53.876 (cromosoma 3), 509 (cromosoma 4), y
91.051 (cromosoma 5). Como se aprecia, ninguna posicion de los genomas mitocondrial y

cloroplastico superd los criterios descritos.

Tabla 8.- Cobertura y nimero de secuencias alineadas a cada cromosoma

G-2 G-3
Cromosoma Tamar Secuencias Cobertura Secuencias Cobertura
alineadas (aprox.) alineadas (aprox.)
1 30.427.671 9.878.943 32,79 15.636.972 51,90
2 19.698.289 8.932.796 45,80 13.197.527 67,67
3 23.459.830  10.148.806 43,69 15.865.718 68,31
4 18.585.056 7.269.431 39,50 11.518.160 62,59
5 26.975.502 9.380.373 35,12 14.815.323 55,47
Mitocondria 366.924 1.990.539 547,92 1.297.401 353,59
Cloroplasto 154.478 13.926.668 9.105,46 7.598.111 4.967,76

Para identificar la posicion del gen a estudio, procedimos a estudiar las frecuencias
alélicas en la muestra G-2 (compuesta por un grupo de 87 plantas fenotipicamente albinas).
Se tabulé la frecuencia del alelo de referencia (Col-0) en la muestra G-2 en las 222.090
posiciones seleccionadas a partir de los datos de muestra G-3. Los datos obtenidos para
cada cromosoma se han representado graficamente en la Figura 4. Como puede apreciarse,
la representacion grafica de las frecuencias alélicas en la muestra G-2 permitié identificar
una unica regién del cromosoma 2, que es candidata a contener el gen cuyas mutaciones

causan albinismo en las plantulas de Arabidopsis thaliana. Seleccionamos una regiéon
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amplia, de aproximadamente 400 kilobases, comprendida entre las posiciones 1.100.313 y

1.494.673 del cromosoma 2, para la busqueda de la mutacion causante del fenotipo albino.

El andlisis descrito en los parrafos anteriores fue repetido variando los criterios

descritos para la seleccion de marcadores moleculares a partir de la muestra G-3. En

particular, se repitié el analisis modificando el criterio (b) para incluir posiciones con un rango

mayor de frecuencias alélicas (entre 0,15 y 0,85). Estas nuevas condiciones, con un nimero

de posiciones seleccionadas sensiblemente mayor (262.422), condujeron al

resultado.

mismo

Frecuencias alélicas

0.5
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=
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Posicién en el cromosoma (Mb)

Figura 4.- Representacion de las
frecuencias alélicas en las muestras G-
2y G-3. Los puntos azules representan
las frecuencias alélicas en la muestra
G-2 para los marcadores considerados
individualmente. La existencia de
blogques con distinta abundancia de
puntos azules pone de manifiesto que
el genoma del mutante albino
seleccionado es una mezcla de dos
genomas distintos, uno de ellos muy
parecido al genoma de la estirpe Col-0.
Para cada cromosoma, la linea roja
representa la media movil de las
frecuencias alélicas determinadas para
la muestra G-2. La linea verde
representa la media movil de las
frecuencias alélicas en la muestra G-3
(control). Por razones de claridad, no
se han representado las frecuencias
alélicas de los marcadores individuales
en la muestra G-3. La linea amarilla
representa el valor de boost
correspondiente a los valores de la
media movil de la muestra G-2. El
valor de boost es una transformacion
matematica de los datos utilizada por
algunos autores para destacar la
posicion con frecuencia alélica méxima
(véase el apartado 4.3).
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Tabla 9.- Genes candidatos seleccionados en este trabajo

Cromosoma Mutacion Mutacion _
Gen o . . Anotacion
(posicion) (nucledtidos)  (aminoacidos)
2 (1.150.012) C—>T D—D
ARABIDOPSIS
At2g03760 2 (1.150.015) G—-A S—S THALIANA
SULFOTRANSFERASEL1
2 (1.150.030) C—>T C—-C
At2g04030 2 (1.283497)  G—A  Nocodficante -1 SHOERPROTEIN
DTXL1 (MATE efflux
At2g04050 2 (1.337.410) G—-A S-S family protein)
DTXL3 (MATE efflux
At2g04080 2 (1.357.595) C—>T V-V family protein)
At2g04170 2 (1.418.980) C—-T P—->P TRAF-like family protein
2 (1.494.653) C—>T L L
Leucine-rich repeat
At2g04300 protein kinase
2 (1.494.673) G—A T>T

5.6. Identificacion de genes candidatos en el intervalo seleccionado

La principal ventaja de los métodos de cartografia mediante secuenciacion es que no
s6lo permiten identificar rdpidamente la localizacién cromosémica del gen de interés, sino
gue también pueden conducir a la identificacion de la lesion causante del fenotipo mutante.
Para intentar identificar la mutacién responsable del fenotipo albino, preparamos una lista
con todas las posiciones del genoma de la muestra G-2 ocupadas por un nucleétido distinto
del presente en el genoma de Col-0. Dicha lista fue cribada utilizando varios criterios. (1) En
primer lugar, se excluyeron todos los cambios identificados previamente en otro mutante
(afectado en el desarrollo de flores y frutos) aislado en el mismo experimento de
mutagénesis (Eva Rodriguez-Alcocer y Héctor Candela, sin publicar). Se cruzaron las listas
de cambios detectados en ambos mutantes y se descartaron todos los presentes en ambas
listas, ya que, muy probablemente, dichos cambios deben corresponder a polimorfismos
entre la estirpe Col-0 y el parental mutagenizado. (2) En segundo lugar, se aplic6 un
segundo filtrado, en el que se retuvieron unicamente las transiciones G/C—A/T, ya que éste
es el tipo de mutaciones inducido por el mutadgeno empleado (EMS). Este segundo filtro
redujo la lista de mutaciones candidatas a 127. (3) En tercer lugar, descartamos todas
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aquellas posiciones correspondientes a regiones intergénicas, ya que resulta esperable que
la mutacion afecte a la funcion de un gen. Este filtrado redujo la lista de posiciones
candidatas a 43. (4) Por dltimo, evaluamos el posible efecto de cada una de las 43
sustituciones restantes. En esta etapa, descartamos la mayoria de las sustituciones
localizadas en regiones no codificantes, como las regiones no traducidas de los transcritos
(UTRs; untranslated regions) o la region interna de los intrones. También descartamos las

sustituciones que afectan a elementos transponibles o pseudogenes. De las nueve 9
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Figura 5.- Representacion del gen At2g04030 y posicién de la mutacion a estudio. (A) Esquema del
gen en el que los exones se representan mediante rectangulos. Se indica en azul la regién codificante y
en naranja las regiones 5’ y 3’ no traducidas. (B) Electroferogramas obtenidos al secuenciar los
productos de PCR obtenidos con los cebadores F y R a partir de ADN genémico de un individuo
albino (homocigotico mutante), un individuo heterocigético, y un individuo silvestre. En la posicion
destacada en negrita se puede observar la presencia de un Gnico pico verde, correspondiente a adenina,
en el homocigoto mutante. En el heterocigoto, que presentd fenotipo silvestre, se aprecian la
superposicion de dos picos: uno verde, correspondiente a adenina, y otro negro, correspondiente a
guanina. En el silvestre se aprecia la presencia de un Unico pico de color negro, correspondiente a
guanina.
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sustituciones restantes, ocho son mutaciones silenciosas (que no causan cambios en la
secuencia de amino4cidos de la proteina correspondiente) localizadas en la regién
codificante de los transcritos (Tabla 9). La sustitucion G—A de la posicion 1.283.497 del
cromosoma 2 afecta al ultimo nucle6tido del séptimo intron del gen At2g04030, en la

posicidbn mas conservada del sitio aceptor del procesamiento de los intrones (splicing).

5.7. Cosegregacion del fenotipo mutante y la mutacion candidata identificada
Hemos amplificado la regidon que contiene la mutacién candidata en 19 individuos
fenotipicamente albinos, utilizando los cebadores At2g04030-F y At2g04030-R (Tabla 1).
Los productos de PCR se purificaron y se secuenciaron por el método de Sanger. Todos los
fragmentos secuenciados resultaron provenir de individuos homocigéticos para la mutacién
candidata. Los datos disponibles sitian en el mismo locus del cromosoma 2 al gen
At2g04030 y a la mutacion responsable del fenotipo albino (a un 0% de recombinacién; 0
hechos de recombinacion detectados en 38 cromosomas examinados). Para acotar este
valor, dado el reducido nimero de individuos genotipados, razonamos que si hubiésemos
genotipado un individuo adicional y éste hubiese sido recombinante, la frecuencia de
recombinaciéon habria alcanzado el 2,5% (1 hecho de recombinacion detectado en 40
cromosomas examinados). Este valor proporciona una cota superior a la distancia genética

entre la mutacion genotipada y el gen cuyas mutaciones causan albinismo.
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6. Discusion

En este trabajo, hemos iniciado la caracterizacion genética y molecular de un
mutante recesivo de la planta modelo Arabidopsis thaliana que manifiesta un fenotipo albino
y detiene el desarrollo al poco tiempo de germinar. Para identificar la mutacion responsable
de este fenotipo, hemos optado por utilizar una estrategia denominada cartografia mediante
secuenciacion (mapping-by-sequencing; Ossowski et al., 2008; Schneeberger y Weigel,
2011). Esta estrategia requiere la determinacion de la secuencia del genoma completo del
mutante a partir del ADN de un grupo de individuos mutantes (homocigéticos para el alelo
recesivo), que deben ser seleccionados en base a su fenotipo de entre los individuos de una
poblacion cartografica adecuada. En nuestro caso, hemos utilizado una poblacion F,
derivada de un cruzamiento entre un heterocigoto para la mutacion de interés y la estirpe
silvestre Columbia 0 (Col-0).

Aunque el laboratorio dispone de experiencia previa en el analisis bioinformatico de
datos producidos por las nuevas tecnologias de secuenciacion (massively parallel
sequencing technologies), la aproximacion que hemos seguido en esta ocasion es diferente
de la utilizada en otros trabajos previos. En un trabajo de Fin de Grado anterior (Rodriguez
Alcocer, 2014), se aborddé la cartografia mediante secuenciacion de un mutante de
Arabidopsis thaliana caracterizado por poseer alteraciones en el desarrollo del fruto. Dicho
mutante, resulté ser portador de una mutacién no sinénima en el gen ULTRAPETALAL,
cuyas mutaciones causan un incremento en el nUmero de pétalos y otros 6rganos florales
(Fletcher, 2001; Carles et al., 2005). Aunque el gen fue identificado con éxito, consideramos
gue la estrategia seguida en aquella ocasion admitia algunas mejoras, que hemos
introducido en el andlisis de este mutante albino.

La principal dificultad hallada en el estudio de ambos mutantes, que provienen del
mismo experimento de mutagénesis, se debe al fondo genético mixto de la estirpe
mutagenizada. La resecuenciacién del genoma de ambos mutantes ha revelado a posteriori
la existencia de dos tipos de regiones que difieren en su grado de polimorfismo con respecto
a la estirpe silvestre Col-0, con la que los mutantes se cruzaron para obtener sus
respectivas poblaciones cartograficas. Hemos comprobado que ambos genomas contienen
amplias regiones que son muy pobres en loci polimérficos con respecto a Col-0. Estas
regiones se intercalan con otras muy ricas. Ambos tipos de regiones se aprecian claramente
en la Figura 4, en la que se observa una gran diferencia en la densidad de marcadores entre
unas regiones y otras. El cromosoma 4 del parental mutagenizado presenta el mayor
parecido con Col-0, como ilustra el reducido nimero de marcadores polimérficos localizados
en dicho cromosoma que hemos podido identificar (509).
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La densidad de loci polimorficos en los distintos cromosomas varié entre 1 marcador
cada 300 pb (cromosoma 5) y 1 marcador cada 36 kb (cromosoma 4), dependiendo de la
diferente contribucion de regiones ricas y pobres en polimorfismos a cada cromosoma.
Como también se observa en la Figura 4, la transicion entre regiones ricas y pobres en
polimorfismos de un mismo cromosoma se produce abruptamente en todos los casos.

Si bien ya existen numerosas aplicaciones bioinformaticas que permiten analizar los
resultados de experimentos de cartografia mediante secuenciacion (Hartwig et al., 2012;
Ossowski et al., 2008; Schneeberger y Weigel, 2011), las herramientas disponibles no
poseen la flexibilidad necesaria para afrontar situaciones como la descrita en el parrafo
anterior. Por ello, hemos preferido llevar a cabo el analisis de los datos manualmente, lo que
nos ha permitido seleccionar los parametros mas adecuados en cada etapa del mismo. Para
analizar los datos provenientes de una poblacion F,, las versiones mas recientes del
programa SHOREmap (Schneeberger et al., 2009) requieren que se resecuencie el genoma
de una muestra correspondiente a plantas fenotipicamente mutantes, asi como los genomas
de los parentales no mutagenizados. En nuestro analisis, hemos secuenciado Unicamente
dos muestras. Hemos utilizado la informacién obtenida a partir del grupo (pool) de plantas
silvestres para seleccionar un conjunto muy fiable de marcadores polimérficos bialélicos en
la poblacién cartogréfica. Ello es posible gracias a que la frecuencia esperada para los
alelos derivados del parental mutagenizado varia entre 1/2 (en el caso de un locus bialélico
no ligado a la mutacion causante del fenotipo) y 1/3 (en el caso de un locus bialélico ligado a
la mutacién causante del fenotipo). Con una cobertura suficiente, estas frecuencias
garantizan la deteccion de la inmensa mayoria de los loci bialélicos existentes para su uso
posterior como marcadores a analizar en la muestra derivada del mutante. En nuestro
experimento, la cobertura media para los cromosomas del genoma nuclear oscilé entre 52x
y 68x, mas que suficiente para permitir la deteccion de ambos alelos para un locus
polimorfico.

El sesgo observado en as frecuencias alélicas determinadas en esas mismas
posiciones utilizando los datos que hemos obtenido al secuenciar los mutantes es
compatible con la presencia de una Unica mutacién recesiva en el cromosoma 2. Nuestro
estudio de las diferencias existentes entre la secuencia de los individuos silvestres y los
mutantes nos ha permitido seleccionar una mutacién que, presumiblemente, perturba el
procesamiento de los intrones (splicing) en el gen At2g04030. La seleccion de esta mutacion
no ha estado exenta de dificultades, y ha requerido excluir secuencialmente polimorfismos
existentes entre los parentales (que hemos detectado por comparacion con los resultados
del trabajo de Fin de Grado de Eva Rodriguez Alcocer), mutaciones de tipos diferentes a los
causados por el metanosulfonato de etilo (EMS; que tipicamente induce transiciones

G/C—AJT; Greene et al.,, 2003), y mutaciones sinénimas o localizadas en regiones no



35

codificantes. La mutacion identificada es una transicion G—A que afecta al ultimo nucle6tido
del séptimo intron del gen At2g04030, que codifica una proteina de la familia Hsp90 de
proteinas de choque térmico, denominado Hsp90.5 (Feng et al., 2014; Inoue et al., 2013; Oh
et al., 2014). El nucleétido afectado se corresponde con el de la posicidn -1 del sitio aceptor
del splicing, que se encuentra absolutamente conservado, como se muestra en el LOGO de

la Figura 6.
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Figura 6.- Representacion mediante un LOGO de la conservacion de la secuencia de los sitios
aceptores del splicing de Arabidopsis thaliana. Las posiciones indicadas con nimeros negativos
pertenecen al intron precedente. Las posiciones indicadas con nimeros positivos corresponden al exén
posterior. El valor madximo que admite una secuencia de nucledtidos es 2 bits y se alcanza cuando una
posicion es ocupada siempre por el mismo nucleétido. La gréafica ha sido elaborada por nosotros a
partir de datos de 1000 intrones diferentes utilizando el programa WebLogo (Crooks et al., 2004).

Las proteinas de choque térmico de 90 kDa (Hsp90) funcionan como chaperonas
moleculares, bien ayudando al plegamiento de novo de otras proteinas, o bien ayudando a
prevenir su desnaturalizacién. Estas proteinas constan de tres dominios conservados: (1) un
dominio de unién a ATP en el extremo N-terminal; (2) un dominio central encargado de la
union de proteinas cliente (client); y (3) un dominio de dimerizaciéon en el extremo C-terminal
(Oh et al., 2014). El genoma de Arabidopsis thaliana contiene 7 genes que codifican otras
tantas proteinas Hsp90: AtHsp90.1, AtHsp90.2, AtHsp90.3 y AtHsp90.4 constituyen la
subfamilia citosélica, AtHsp90.5 (Cao et al., 2003) se localiza en el cloroplasto, AtHsp90.6
en la mitocondria y AtHsp90.7 en el reticulo endoplasmico, respectivamente (Feng et al.,
2014). El gen At2g04030 de Arabidopsis thaliana codifica la proteina cloroplastica de choque
térmico Hsp90.5, que pertenece a una subfamilia de chaperonas encargadas de permitir el
paso de proteinas a través de las membranas del cloroplasto (Inoue et al., 2013).

En los estudios realizados por Feng et al. (2014), se observd que las plantas de

Arabidopsis thaliana que presentaban alguna alteracién en el gen AtHsp90.5 poseian un
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fenotipo albino, como el observado en nuestro mutante. Existen otros mutantes afectados en
este mismo gen, incluyendo uno que causa resistencia a clorato (cr88; Feng et al., 2014;
Inoue et al., 2013). La disponibilidad de estos alelos mutantes nos permitira realizar ensayos
de complementacién para confirmar que hemos identificado correctamente el gen mediante.
También se han descrito alelos letales embrionarios del gen AtHsp90.5. Por este motivo, el
gen también ha sido descrito como EMBRYO DEFECTIVE 1956 (EMB1956; Tzafrir et al.,
2004). Un problema asociado a las mutaciones letales embrionarias es que impiden la
caracterizacion de sus efectos durante las fases del ciclo de vida posteriores a la
embriogénesis (Candela et al., 2011). Nuestro alelo mutante alcanza el estadio de plantula
cuando se cultiva en ausencia de sacarosa. y llega a producir algunas hojas solo si se
cultiva en presencia de sacarosa, lo que sugiere que es un alelo hipomorfo (de pérdida de
funcion parcial). El fenotipo postembrionario de las mutaciones en el gen AtHsp90.5, sin
embargo, ya ha sido caracterizado gracias a la disponibilidad de otros alelos hipomorfos,
cuyo desarrollo progresa hasta etapas posteriores a la germinacion (Feng et al., 2014), y
también gracias a la disponibilidad de plantas transgénicas en la que el gen endégeno se
silencia por cosupresion (Feng et al., 2014; Oh et al., 2014). Entre otros defectos, el estudio
de la ultraestructura de los cloroplastos en plantas albinas mediante microscopia electrénica
de transmision (TEM) ha revelado defectos en las membranas tilacoidales (Feng et al.,
2014).
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7. Conclusiones y proyeccion futura

Como parte de la investigacion que se realiza en el laboratorio de Héctor Candela,
hemos iniciado la caracterizacion de un gen de la planta modelo Arabidopsis thaliana, cuyas
mutaciones de pérdida de funcion causan un fenotipo albino y detienen el desarrollo en el
estadio de plantula. Hemos determinado que el fenotipo albino de este mutante se transmite
con un modo de herencia monogénico recesivo. Para determinar la base molecular de este
fenotipo mutante, hemos seleccionado plantas mutantes y silvestres para identificar el gen
siguiendo una estrategia de cartografia mediante secuenciacion (mapping-by-sequencing).

Hemos purificado ADN gendmico a partir de sendos grupos de plantas mutantes y
silvestres. Tras comprobar la calidad del ADN obtenido, fue enviado para su secuenciacion
por medio de un equipo de secuenciacion por sintesis lllumina HiSeq 2500. Hemos realizado
el analisis bioinformatico de las secuencias obtenidas. EI niamero total de fragmentos
secuenciados fue de 40.490.382 para las plantas albinas, y de 55.602.079 para las plantas
silvestres. Dicho andlisis bioinformatico ha comprendido las siguientes etapas: (1)
evaluacion de la calidad y numero de las secuencias obtenidas, (2) ensamblaje de las
lecturas forward y reverse solapantes, (3) eliminacién de adaptadores y secuencias de b
calidad, (4) alineamiento de las lecturas de cada muestra al genoma de referencia, (5)
identificacion de las posiciones del genoma que corresponden a loci polimérficos, y (6)
determinacion de las frecuencias alélicas para los alelos de dichos loci. La comparacion de
las frecuencias alélicas en las muestras derivadas del mutante y del silvestre, nos ha
permitido determinar que la mutacion responsable del fenotipo albino reside en el
cromosoma 2. El examen de las mutaciones contenidas en una region candidata de
aproximadamente 400 kb del cromosoma 2, nos ha permitido identificar 9 transiciones
G/C—AJT en 6 genes distintos de esta regién. Las 8 mutaciones localizadas en regiones
codificantes son sinénimas y no alteran la secuencia de las proteinas correspondientes. La
mutacién restante sustituye un residuo de guanina muy conservado en el séptimo intrén del
gen At2g04030. Este gen codifica un miembro de la familia Hsp90 de proteinas de choque
térmico.

En cuanto a los experimentos a realizar de manera inmediata, ya hemos disefiado
cebadores para genotipar la mutacién candidata en plantas individuales. Los resultados
obtenidos hasta la fecha, con un namero limitado de plantas, indican que la mutacion
cosegrega absolutamente con el fenotipo albino. También hemos disefiado cebadores y
hemos conseguido amplificar la region codificante completa del gen, si bien esos resultados
no han sido plasmados en este trabajo. Pretendemos generar construcciones para
complementar el fenotipo mutante, mediante la expresion de una copia silvestre del gen en

plantas transgénicas.
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