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Estudio de la variabilidad genética inducida por el genotipo mutador de cloroplastos de
la cebada a través de la técnica de TILLING

RESUMEN

El aislamiento de mutantes inducidas en el plastoma a partir de tratamientos con mutagenos
quimicos y/o fisicos es muy poco exitoso. El genotipo mutador de los cloroplastos de la cebada
(com) es Unico en monocotiledéneas por inducir un amplio espectro de mutantes clorofilicas de
herencia materna. Estas plantas mutantes se producirian por el mal funcionamiento de una
proteina codificada por un gen nuclear desconocido involucrado en la reparacién del plastoma.
Hasta el momento, se pudieron identificar pocos cambios moleculares inducidos por cpm
mediante el estudio de genes candidatos del plastoma. Asi, se identificaron cambios puntuales
como sustituciones e indels de una base en intrones y regiones codificantes de proteinas. Para
lograr la dilucidacion del sistema de reparacién y/o del gen nuclear implicado en la inestabilidad
gendmica existente en cpm, se considerd necesaria la identificacién de una mayor cantidad de
cambios moleculares a nivel del plastoma en las plantas cpom. Se implementd una estrategia de
genética reversa de busqueda de mutantes y deteccién de cambios moleculares en el ADN
conocida como TILLING (Targeting Induced Local Lesions IN Genomes). Mediante la adaptacion del
TILLING al plastoma (cpTILLING), se analizaron 184 plantulas com pertenecientes a dos grupos con
diferente nimero de generaciones de autofecundacidn y que presentaban deficiencias clorofilicas
y/o cambios morfoldgicos. Se analizaron 33 genes y algunas regiones intergénicas. Se detectaron
principalmente cambios puntuales: sustituciones (mayoritariamente transiciones) e indels de una
o dos bases en microsatélites (repeticiones de mononucleétidos) y en menor medida indels de
mayor tamafio (indels grandes) que tuvieron repeticiones directas en sus extremos. Estas
repeticiones indicarian a la recombinacion ilegitima como la causa de produccién de los indels
grandes. Por otro lado, la variabilidad detectada en uno de los genes analizados, el gen rp/23, seria
mejor explicada por la existencia de recombinacién ilegitima aumentada entre este gen y una
version no funcional del mismo, el pseudogen rp/23, que por la produccién de mutaciones. La
identificacion de cambios puntuales, en especial la presencia de indels en microsatélites, y la
identificacion de eventos de recombinacidn ilegitima, conforman un escenario que es concordante
con el espectro de cambios esperable por fallas en el sistema de reparacién de mismatch repair
direccionado al cloroplasto. El com se muestra como una buena herramienta para el estudio de la
reparacion del ADN del cloroplasto y para la generacidon de variabilidad en el plastoma de la
cebada.

Palabras clave: plastoma, mutaciones inducidas, genotipo mutador de cloroplastos de la cebada
(cpm), TILLING, recombinacidn, mismatch repair.



Study of the variability induced by the barley chloroplast mutator genotype
through a TILLING assay

SUMMARY

Isolation of plastome mutants induced by chemical and/or physical agents has not been
successful. The barley chloroplast mutator genotype (cpm) is the only one in monocots inducing a
wide spectrum of chlorophyll mutants with maternal heredity. These mutants would originate
from the malfunction of a protein encoded by an unknown nuclear gene involved in chloroplast
DNA repair. Until now, the identification of molecular changes induced by cpom has been done in a
few cases by the postulation of plastid candidate genes. Substitutions and indels of one base were
identified in protein coding gene regions and introns. With the aim of knowing the gene involved
in the generation of cpom genome instability, the identification of more plastome molecular
changes in com plants was considered necessary. The strategy chose for the detection of DNA
molecular changes and mutants was TILLING (Targeting Induced Local Lesions IN Genomes).
TILLING adapted to the plastome (cpTILLING) was applied on 184 cpm seedlings with chlorophyll
deficiencies and morphological changes coming from two groups with different number of self-
pollination generations. Thirty three genes and some intergenic regions were analyzed.
Substitutions (mostly transitions) and indels of one or two bases in microsatellites
(mononucleotide repetitions) were mainly identified and to a lesser extent, cases of larger indels
(big indels) carrying direct repeats were also identified. The presence of direct repeats would
indicate illegitimate recombination as the cause of these big indels. On the other hand, the
variability observed in one of the analyzed genes, the rp/23 gene, would be better explained by
illegitimate recombination between this gene and its nonfunctional version, the rp/23 pseudogene,
than by the occurrence of mutations. The identification of point mutations, especially indels in
microsatellites, and the identification of illegitimate recombination events constitute a landscape
that is coincident with the spectrum produced by the malfunction of the mismatch repair system
targeted to the chloroplast. The com seems to be an interesting tool to study the chloroplast DNA
repair and to generate variability in the barley plastome.

Key words: plastome, induced mutations, barley chloroplast mutator genotype (cpom), TILLING,
recombination, mismatch repair system.



Parte de los resultados presentados en esta tesis se encuentran publicados en el siguiente
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El cloroplasto: funcién, estructura y origen

El cloroplasto es la organela subcelular que le permite a las plantas convertir la energia de la luz en
energia quimica mediante la fotosintesis, proceso fundamental para el flujo de energia de la
cadena alimentaria. Ademds, en el cloroplasto se producen otras actividades metabdlicas
esenciales como la sintesis de pigmentos, almidén, acidos grasos, hormonas y aminodcidos
(Neuhaus y Emes, 2000).

Los cloroplastos son un tipo especializado de plastido, de la misma manera que lo son los
amiloplastos, los cromoplastos y los leucoplastos. Todos los plastidos derivan de los proplastidos
que existen en las células indiferenciadas de los meristemas (Waters y Pike, 2005). La capacidad de
los cloroplastos para fijar la luz radica en que poseen un sistema de membranas altamente
organizado llamado tilacoides, en donde se ubican complejos proteicos y pigmentos fotosintéticos
como la clorofila, que le brinda la coloracién verde a las plantas. Las membranas tilacoides derivan
de la membrana interna, la cual junto con la membrana externa forman la envoltura doble
membrana que caracteriza a los cloroplastos. Las tilacoides estdn compuestas por vesiculas chatas
que contienen un espacio interno denominado lumen y que pueden estar aisladas (lamela del
estroma) o apiladas (en grana) (Pribil et al., 2014). El espacio suborganelar ubicado entre las
tilacoides se denomina estroma y es alli en donde ocurren las reacciones de la fotosintesis que no
dependen de la luz, es decir, la fijacién del carbono.

Segun la teoria endosimbidtica (Kutschera y Niklas, 2005), los cloroplastos derivan de un antecesor
procariota con capacidad fotosintética, como las cianobacterias, que fue fagocitado por un
huésped pre-eucariota al que se incorpord establemente. Durante el transcurso de la evolucidn se
establecié una relacién simbidtica entre estos organismos, en la cual la combinaciéon de las
capacidades metabdlicas beneficié a ambos. Una consecuencia de este proceso de simbiosis fue la
transferencia de genes desde el genoma del antecesor del cloroplasto hacia el genoma de la célula
huésped, constituyéndose el actual genoma nuclear de la célula vegetal. Debido a esto, muchas de
las proteinas que forman parte estructural de los cloroplastos, como por ejemplo los complejos

fotosintéticos de las tilacoides, se encuentran codificadas en el nucleo. Esta transferencia de genes
también impuso una muy fina regulacion de la expresidon entre los genes residentes en los
cloroplastos y los genes residentes en el nucleo que codifican proteinas direccionadas al
cloroplasto (Susek y Chory, 1992; Hess et al., 1994; Vothknecht y Westhoff, 2001; Strand et al.,
2003; Woodson y Chory, 2008). Por el contrario, la ganancia de genes por parte del plastoma

corresponde a eventos excepcionales durante la evolucién de las plantas (Wicke et al., 2011).



Caracteristicas del genoma de los cloroplastos o plastoma

Los nucleoides son las regiones en los estromas en donde se ubican entre 10 y 20 moléculas de
ADN junto con ARN y proteinas (Sakai et al., 2004; Krupinska et al., 2013). Debido a la existencia de
varios cloroplastos por célula y de varios plastomas por cloroplasto, se calcula que una sola célula
vegetal puede tener hasta 10.000 copias del plastoma, es decir que el cloroplasto es altamente
poliploide. Clasicamente se pensé al plastoma como una molécula circular, pero mas
recientemente se identificaron estructuras multimericas mas complejas tanto circulares como
lineales y también ramificadas (Rochaix, 2006; Oldenburg y Bendich, 2015).

Debido a la transferencia de genes al nucleo, el plastoma redujo su tamafo en comparacién con
los genomas de las cianobacterias. En general, los plastomas poseen un tamafio de entre 120 y
160 kb (Palmer, 1985; Sugiura, 1992) y en la mayoria de las especies de angiospermas consta de
tres regiones. Dos de estas regiones son de copia simple, una mayor (LSC) y otra menor (SSC), y la
tercera regidn consta de dos segmentos repetidos que se encuentran invertidos (IRs e IRg) y que
poseen un tamaino promedio de aproximadamente 25 kb.

El plastoma combina caracteristicas de los genomas procariotas y eucariotas. Son genomas
pequefios ricos en AT, con una alta densidad de genes y bajo contenido de secuencias no
codificantes. Muchos de estos genes se organizan en operones que producen transcriptos
policistrénicos. Algunos genes poseen intrones y sus transcriptos sufren splicing. En ciertos genes
el ARN sufre editing, proceso por el cual algunos residuos citosina se convierten en uracilo de
manera que la informacién contenida en ese ARNm es cambiada. La comparacién de la secuencia
de los plastomas entre diferentes especies de plantas demuestra que son genomas conservados,
gue presentan una baja tasa de cambios puntuales y con disposicidn lineal de los genes (sintenia)
sobre todo en las angiospermas (fig. I.1). Ciertas regiones del plastoma muestran mayor tendencia
a la variacién entre especies, como por ejemplo la regidon de unién entre las IRs y la LSC (Wang et
al., 2008) y también la regién comprendida entre los genes psal y rbcL en la LSC (Ogihara et al.,
1991), en donde se producen principalmente mutaciones que se denominan de longitud
(inserciones y deleciones). En angiospermas se han encontrado ademas alteraciones estructurales
como inversiones y translocaciones (Ogihara et al., 2002).

Los genes contenidos en el plastoma se pueden clasificar en tres grupos. Dos grupos de genes
codifican proteinas del aparato fotosintético o de la maquinaria de traduccidn de los cloroplastos.
En el tercer grupo se ubican los genes que tienen una funcidn que no encaja en los dos primeros
grupos, como cemA (incorporacion de CO,), clpP (proteasa), matk (splicing) y ccsA (biogénesis del
citocromo C).

El genoma del cloroplasto de la cebada cv. Morex (NC_008590; fig. I.2) tiene 136 kb con dos IRs de
21 kb y contiene 113 genes, 79 codificantes de proteinas y 30 codificantes de ARNs de
transferencia y 4 de ARNs ribosomales (Saski et al., 2007). De los 113 genes, 89 se ubican en 20
operones policistrénicos, mientras que los 24 restantes se transcriben monocistronicamente
(zhelyazkova et al., 2012).
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Fig. I.1. Comparacion de los plastomas de plantas mostrando sintenia. Se indican las repeticiones invertidas
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La genética de los cloroplastos

La existencia de material genético en los cloroplastos y las mitocondrias da origen a una herencia
gue se conoce como citoplasmica (Correns, 1909; Baur, 1909; Hagemann, 2010) y que
corresponde a un caso de herencia no mendeliana (Kuroiwa, 2010).

La herencia citoplasmica se caracteriza por presentar diferencias en las progenies provenientes de
los cruzamientos sexuales reciprocos en funcién del sentido del cruzamiento. En general, la
herencia de los cloroplastos y las mitocondrias es uniparental. La proporcion de angiospermas con
herencia materna de los plastidos es del 80%, teniendo el resto de las especies herencia
biparental. En los cloroplastos ademads, no se pudo demostrar la existencia de recombinacidn
sexual entre los dos plastidos parentales incluso en especies con herencia biparental. Esto es asi
en parte, por la ausencia de recombinacidn homéloga de los ADNs ubicados en diferentes
cloroplastos debido a que la fusion de los cloroplastos es muy infrecuente (Gillham et al., 1991,
Kuroiwa, 1991).

Las mutantes del plastoma fueron las principales herramientas para la determinacién de las reglas
de la herencia de los plastidos y de la herencia citoplasmica (Greiner, 2012). Estas mutantes se

identificaron clasicamente por presentar deficiencias en la sintesis de clorofila (deficiencias
clorofilicas). Las mutantes con deficiencias clorofilicas pueden ser solidas o variegadas. Las
mutantes variegadas pueden ser clonales, las cuales poseen sectores con diferentes
pigmentaciones debido a las diferencias genéticas existentes entre los clones celulares que dieron
origen a los tejidos de la planta. También pueden ser posicionales, que son el resultado de
expresion diferencial segun la posicién que ocupa la célula y a diferencia de las clonales no se
deben a diferencias genéticas entre ellas (Prina et al., 2012a). Mutaciones en el genoma nuclear o

mitocondrial también pueden causar variegaciones.

La poliploidia de los cloroplastos permite la existencia de plastomas con secuencias diferentes
tanto dentro de un mismo cloroplasto como en cloroplastos distintos de una misma célula o de
una misma planta. A esta situacion se la conoce como heteroplasmia. Durante las divisiones
celulares, los cloroplastos se reparten de manera azarosa a las células hijas. Luego de varias
generaciones, las células heteropldsmicas tienden a desaparecer. De esta manera, se forman
linajes celulares conteniendo plastomas con un Unico genotipo. A este proceso se lo conoce como
sorting out (Hagemann, 1964; Kirk y Tilney-Bassett, 1978; Birky, 2001) y esta segregacién somatica
contribuye tanto a la obtencién de tejidos homoplasmicos en plantas variegadas, como a la

obtencidon de plantas mutantes sdlidas enteramente homopldasmicas desde células que en su

principio fueron heteropldsmicas.

En una planta monocotiledénea como la cebada, los patrones de variegacién clonal en las hojas
corresponden a estrias clorofilicas longitudinales, ya que los diferentes clones celulares crecen en
paralelo al eje longitudinal de la hoja (Kirk y Tilney-Bassett, 1978). Por otro lado, en el caso de Ila
cebada la herencia de los plastidos es estrictamente materna (Tsuchiya, 1987; Mogensen, 1996).



Induccion de mutaciones en el plastoma

Las mutaciones en el plastoma pueden ocurrir espontaneamente o se pueden inducir mediante
agentes quimicos y/o fisicos, aunque en ambos casos ocurren en mucha menor frecuencia que
para el genoma nuclear. Se calculé que la tasa de mutacién espontanea de los plastomas es dos
veces menor que la existente en el genoma nuclear (Wolfe et al., 1987).

La menor tasa de mutacion espontdnea del plastoma respecto del nucleo y la dificultad para
inducir mutaciones en el mismo, podrian ser consecuencia de la existencia de mecanismos muy
eficientes de reparacion del ADN del cloroplasto, aunque poco se conoce sobre los mecanismos
existentes en el cloroplasto en comparacidn con los del nucleo. En este sentido, se postulé que el
principal papel de la recombinacién en los cloroplastos seria el de la reparacién del ADN vy
posiblemente intervendria en la replicaciéon del ADN bajo estrés genotoxico mas que en la
generacién de variabilidad (Cerutti et al.,, 1995). Por otro lado, la obtencion de mutantes del
plastoma con mutdgenos se vio dificultada por la induccién simultdnea de mutaciones en el
genoma nuclear, es decir, por la falta de metodologias de mutagénesis dirigidas solamente al
plastoma.

La dificultad de los agentes quimicos para generar variabilidad en el plastoma puede ser superada
mediante la induccidon de las mutaciones por genes nucleares denominados genes mutadores.
Estos genes provocan una tasa de mutaciones mayor que la espontdnea y se trataria de genes
implicados en el mantenimiento de la integridad del plastoma. Por este motivo, estos genes
mutadores permitirian inducir mutaciones especificamente en el plastoma. Por otro lado, la
generacién de mutantes mediante la transformaciéon de los cloroplastos representa una
alternativa a la mutagénesis pero esto es posible en pocas especies. Pese a esto, los mayores
avances en genética del plastido se han logrado mediante el noqueo de genes a través de la
transformacion de los cloroplastos.

Se ha reportado una serie de genes mutadores cuyos espectros de induccién de mutantes con
herencia citoplasmica se pueden clasificar como amplios o estrechos (Prina et al., 2012b). Existe
un grupo de genes mutadores que afectarian directamente la integridad de los plastomas, aunque
esto ha sido probado en pocos casos. Otro grupo de genes mutadores afectarian la funcionalidad
de los cloroplastos de manera indirecta, sin afectar el plastoma. Entre los mutadores del primer
grupo se destacan chm en Arabidopsis thaliana que tiene afectado el gen MSH1 del sistema de
reparacion de ADN de mismatch repair y plastome mutator en Oenothera elata ssp.hookeri, en
donde se comprobd la induccidon de mutaciones en el plastoma. Entre los mutadores del segundo
grupo se destacan iojap chloroplast mutator en Zea mays y albostrians en Hordeum vulgare
(Greiner, 2012). Entre las mutantes del plastoma obtenidas se pueden citar ejemplos con
funciones génicas alteradas, con tolerancia a antibidticos, con resistencia a herbicidas (Greiner,
2012) y mayor tolerancia a estrés por alta temperatura en girasol (Usatov et al., 2004; Mashkina et
al., 2010). Algunas mutantes tuvieron defectos cloréticos, defectos en el desarrollo y sensibilidad
al medio ambiente (Kirk y Tilney-Bassett, 1978; Stubbe y Herrmann, 1982; Landau et al., 2007,
Colombo et al., 2008; Landau et al., 2009; Hirao et al., 2009).



cpm, el genotipo mutador de cloroplastos de la cebada

El genotipo mutador de cloroplastos de la cebada (cpm), es el Unico caso que induce un amplio
espectro de mutantes clorofilicas de herencia citoplasmica en monocotiledéneas (Prina, 1992;
Prina, 1996; Fig.l.3). En menor medida se observan también cambios morfoldgicos heredables y
variaciones en el desarrollo (fig. 1.4).

El com se aislé a partir de familias con varias generaciones de autofecundacién provenientes de un
tratamiento mutagénico combinado de rayos X y azida sddica aplicado sobre semillas. La mutante
original se aislé6 mediante la observacién de deficiencias clorofilicas en generaciones My, Ms y Mg
(Prina, 1992). Andlisis de cruzamientos reciprocos y retrocruzas demostraron que estas
deficiencias se heredan citopldsmicamente y que se inducen por un gen nuclear recesivo. Ademas,
una vez que las deficiencias se inducen, estas se expresan independientemente de la constitucién
nuclear.

La observacion de plantas con variegacion clonal en sucesivas generaciones avanzadas (Ms, Ms y
Me) luego de un tratamiento mutagénico aplicado sobre semillas de cebada, sugirié la existencia
de un control ejercido por un gen nuclear de la inestabilidad genética responsable de dicha
variegacion. Después de un tratamiento mutagénico aplicado sobre semillas, suelen aparecer
plantas variegadas clonalmente en la generacién M; (provenientes de la semilla sobre la que se
hizo el tratamiento) como consecuencia de la generacién de mutaciones que afectan al desarrollo
del cloroplasto. Estas mutaciones se pueden ubicar en genes del nucleo, de los cloroplastos o de
las mitocondrias. Luego en la M, y en las sucesivas generaciones, de acuerdo a las leyes de la
genética mendeliana que rigen los genes nucleares, solamente se esperaria obtener mutantes
sélidas genéticamente homogéneas, es decir no quiméricas. Esto es asi, debido a que todos los
tejidos del soma derivan de un cigoto unicelular, ya sea normal o portando alguna mutacién. En
M, o en posteriores generaciones, la presencia de plantas quiméricas con estrias somaticas
longitudinales en monocotileddéneas (de las cuales las mds visibles corresponden a sectores
deficientes en clorofila) puede tomarse como una indicacién de que se produjo un cambio
genético que no corresponde a las leyes mendelianas. Estos cambios corresponderian a
mutaciones que han ocurrido en las organelas del citoplasma: mitocondrias y cloroplastos, cuyo
sorting out es mas lento y menos predecible que el de mutantes en genes nucleares. También
podria deberse a la inducciéon de mutantes que per se inducen nuevas mutaciones.

Debido a que la esterilidad es en general una consecuencia de la inestabilidad del genoma de las
mitocondrias y en funcidon de que en las plantas ¢com no se observaba esterilidad, se postulé la
existencia de inestabilidad en el genoma de los cloroplastos de las plantas com.

Varias lineas mutantes con diferentes deficiencias clorofilicas denominadas LCs (lineas
citoplasmicas o de color) se aislaron a partir de plantulas com. Investigaciones sobre algunas de
estas lineas permitieron la identificacion a nivel molecular de las mutaciones presentes en el
plastoma, aunque esto se logré en pocas LCs. Estas lineas fueron obtenidas por autofecundacién
de plantas com y luego cruzandolas como madre con plantas salvajes de manera de tener la
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segregacion del gen com en la generacion F,. Esto permitio seleccionar familias en generaciones
Fs-F4 con fenotipos clorofilicos estables, es decir, libres del genotipo mutador nuclear. Hasta el
momento se identificaron los cambios moleculares en los casos de las lineas mutantes LC2 y LC3,
en donde se identificaron cambios puntuales, es decir, sustituciones e indels de una base que se
ubicaron en una regién génica codificante de proteina en el caso de LC2 y en un intrén en el caso
de LC3 (Landau et al., 2007; Landau et al., 2009). Por otro lado, otros estudios descartaron la
existencia de grandes re-arreglos en el plastoma de varias LCs (Colombo et al. 2006). Es de
destacar que también se obtuvo una linea tolerante a atrazina con una sustitucidn en el gen psbA
del PSII que le brinda tolerancia a los herbicidas del grupo de las triazinas (Rios et al. 2003).

Debido a que hasta el momento solamente se conoce la base molecular de unas pocas mutaciones
inducidas por cpm, la identificacién de una mayor cantidad de mutaciones producidas por com
seria necesaria para conocer su espectro de induccidn de mutaciones con mayor exactitud.

Deficiencias clorofilicas: variaciones en la coloracion de la hoja respecto del control.

virido-xantha estrias albinas

normal  albo-viridis virido-albina albina revertidora

Virido-xantha: coloracién verde mas claro en la punta de la hoja y coloraciéon amarilla en la base. Estrias
albinas: estrias longitudinales blancas que derivan de un clon celular. Viridis: coloracién verde mas claro que
lo normal. Tigrina: variegacion posicional en bandas transversales verde mas claro. Albo-viridis: posee la
punta de la hoja albina y la base de coloracién verde mas claro. Virido-albina: posee la punta de la hoja de
color verde mas claro y la base albina. Albina revetidora: albina con estrias de coloracién verde normal.

Fig. 1.3. Plantulas com con deficiencias clorofilicas.



Cambios morfolégicos y variaciones en el desarrollo: variaciones en la formay en el desarrollo de las

plantulas respecto del control.

menor tamano germinacion retrasada

Las plantulas com pueden presentar un menor tamafio que las plantulas salvajes, como se puede ver en la

fila de macetas de la derecha en la primera foto. Las plantulas com también pueden presentar variaciones

en el desarrollo como la germinacion retrasada, tal como puede observarse en el grupo de macetas de la
derecha en la segunda foto.

Fig. I.4. Plantulas com con cambios morfoldgicos y variaciones en el desarrollo.

ElI TILLLING como herramienta de la genética reversa

Desde la comprobacién experimental de que las mutaciones se pueden inducir artificialmente
(Muller, 1930; Stadler, 1930), gran parte del conocimiento de la genética de los organismos
superiores se basd en estudios que utilizaron a las mutaciones inducidas en el analisis de las
funciones de los genes. La genética reversa dentro de la gendmica funcional, se basa en los
estudios sobre las consecuencias en los fenotipos de las variaciones en las secuencias de los /oci.
La genética reversa ha constituido una alternativa al clasico estudio de los cambios moleculares
gue existen en el ADN de un individuo que se selecciona por un determinado fenotipo. En estos
tiempos en donde el desarrollo de las plataformas de secuenciacion masiva permite la
disponibilidad de la secuencia de los genomas en un nimero cada vez mayor de especies, el
desarrollo de las estrategias de genética reversa parece tomar cada vez mayor importancia. Esto
es asi, ya que se conoce la secuencia de la mayoria de los genes, pero la mayoria de los fenotipos
que derivan de los cambios moleculares en los genes se desconocen.



La técnica de Targeting Induced Local Lesions IN Genomes o TILLING tuvo su origen ante las
limitaciones que tenia la estudiante de grado Claire McCallum con los métodos de genética
reversa disponibles para A. thaliana hacia finales de la década de los 90. Las técnicas de RNA de
interferencia o RNAi (Waterhouse et al., 1998) y mutagénesis insercional (Altmann et al., 1995;
Martienssen, 1998; Speulman et al., 1999) constituian las estrategias mas utilizadas para lograr
mutaciones de perdida de funcidon en genes de interés. Sin embargo, estas estrategias resultaban
ser laboriosas, poco efectivas, de aplicabilidad en un acotado nimero de especies y brindaban un
espectro de mutaciones limitado.

La estrategia general disefiada por McCallum y colegas contempla una primera etapa de
mutagénesis quimica tradicional, seguida por la busqueda masiva de mutaciones puntuales
mediante técnicas moleculares (McCallum et al., 2000; Henikoff et al., 2004; Tadele, 2016). La
estudiante demostrd la efectividad del TILLING para descubrir mutaciones en dos genes de
cromometilasas durante el desarrollo del trabajo de su tesis (McCallum et al., 2000). El TILLING se
puede aplicar a cualquier especie en la que se pueda desarrollar un protocolo de mutagénesis y
permite obtener un amplio espectro de variabilidad. Por otra parte, los bajos costos asociados a la
técnica y la sencillez del procedimiento permiten su aplicacién en grupos de trabajo en donde no
se dispone de grandes presupuestos.

El TILLING es una estrategia que se implementé en plantas y que luego se aplicé en animales como
Drosphila (Cooper et al., 2008 a, b), Zebrafish (Moens et al., 2008) y rata (Smits et al., 2004). Las
plantas autégamas con semillas son adecuadas para el TILLING debido a la capacidad de
autofecundarse y debido a que las semillas se pueden almacenar por periodos largos de tiempo.
Esto permite la busqueda de mutantes en la misma poblacién casi indefinidamente. En un
comienzo, el TILLING se desarrollé para A. thaliana (McCallum et al., 2000) y luego se transfirié a
otras especies de plantas, muchas de las cuales son cultivos econémicamente importantes como
los cereales (Weil, 2009) y las legumbres (Tadege et al., 2009). En muchos de estos cultivos, se
desarrollaron plataformas de generacién y busqueda de mutantes en genes de interés mediante
TILLING (Kurowzka et al., 2011; Tadele, 2016).

El proceso de mutagénesis del TILLING produce principalmente alelos con pérdida de funcion.
Estos alelos son de gran importancia en la gendmica funcional pero limitan el nUmero de fenotipos
producidos y el nUmero de genes en que se puede aplicar la técnica en el mejoramiento de los
cultivos (Wang et al., 2012). De todas formas, el nimero de cultivos en los cuales se ha aplicado
TILLING ha ido en aumento desde su aparicidon en A.thaliana, lo que indica su efectiva utilizacion
como una herramienta en el mejoramiento. Como prueba de esto ultimo se pueden dar
numerosos ejemplos de mutantes en cultivos con caracteristicas mejoradas obtenidas mediante
TILLING: resistencia a virus en tomate, reduccién en la relacion amilosa/amilopectina en cebada,
alto contenido de amilosa en trigo, reduccion en el contenido de alérgenos en mani, bajo
contenido de acido fitico en arroz, soja con alto contenido de acido oleico y bajo contenido de
acido linoleico (Kurowzka et al., 2011; Tadele, 2016).
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Etapas del TILLING y sus variantes

El principio del TILLING es la deteccién de mutaciones, que en general son del tipo puntual, en
pooles de ADN provenientes de grandes poblaciones mutagenizadas. Luego de la deteccidn de una
mutante putativa en un pool, se realiza la apertura del mismo para la identificacién del individuo
portador de la mutacidon (Wang et al, 2012). Si bien el primer protocolo de TILLING realizado en A.
thaliana por McCallum y colegas utilizé el agente alquilante EMS (metano sulfonato de etilo) para
la generacién de la poblacién mutagenizada y DHPLC (Denaturing High-Performance Liquid
Chromatograph) para la deteccién de mutaciones en una region gendémica de interés (fig. 1.5),
existen variantes tanto en el agente mutagénico como en la tecnologia para la deteccion de las
mutaciones que dieron origen a diversos protocolos de TILLING.

Fig. I.5. Etapas del TILLING.

EMS M1 M2
Ll\ — N 1. Mutagénesis de las semillas Mg
2. Autofecundacién de la M,
w .’? )ﬁ\‘\\\ 3. Extraccion de ADN de la M, y obtencién de
pools las semillas M,
1 2 3 -

Armado de los pooles de ADN

5. PCR sobre el gen en que se desea la

variabilidad
5 6. Identificacion de las mutaciones en los
DHPLC - . pooles por DHPLC
6 T @ 7. Identificacién del individuo portador de la
mutacidon mediante secuenciacion

Tomado y adaptado de McCallum et al., 2000.

Segun el protocolo original, las mutaciones se buscan en los productos de la amplificacion por PCR
de las regiones gendmicas en la que se desea tener variabilidad y luego se identifican mediante
secuenciacién. La primera modificacién se realizé durante el desarrollo del servicio de TILLING en
A. thaliana denominado ATP. En este servicio se utilizd EMS como agente mutagénico pero ante el
complicado escalado de la metodologia de DHPLC para la busqueda de mutaciones, se
implemento la utilizacién de endonucleasas que detectan y cortan los apareamientos erréoneos o
mismatches presentes en los heteroduplexos (Colbert et al., 2001). Estos mismatches se producen
luego de forzar el apareamiento de dos cadenas de ADN que portan una variante polimérfica
debido a la existencia de una mutacion. Esto se logra agregando un paso de desnaturalizacién y
renaturalizacién lenta al final de la PCR (Till et al., 2003). El servicio ATP empled la endonucleasa
CEL1 extraida de apio para la deteccidn y digestion en los extremos 3’ de los mismatches de los
heteroduplexos formados a partir de los productos de PCR obtenidos con cebadores marcados
fluorescentemente. Esto permite la deteccidn de las digestiones en el sistema LI-COR ® 4300 de
electroforesis vertical de geles de poliacrilamida desnaturalizantes (fig. 1.6).
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Luego, la CEL1 fue reemplazada por un extracto de jugo de apio denominado CJE (celery juice
extract) cuya extraccion resultdé menos laboriosa que la purificacién de la CEL1. Se emplearon
tambien geles de poliacrilamida no desnaturalizantes teiiidos con bromuro de etidio para la
deteccion de las digestiones en lugar de las plataformas mas caras como el LI-COR © (Uauy et al.,
2009). También se utilizaron exitosamente otras enzimas como ENDO1 (Triques et al., 2008) y
otros métodos de deteccidon de mutaciones que no se basan en la digestion de los mismatches por
endonucleasas como HRM o High Resolution Melting (Ririe et al., 1997; Gady et al., 2009; Parry et
al., 2009).

electroforesis en geles desnaturalizantes de

M2 M3
/1 E /i Fig. I.6. Modificaciones del TILLING.
0..{
e DHPLC se cambio por digestién con CEL1y
poliacrilamida en Li-cor como método de

G ?G WW GADNS deteccion de las mutaciones en los pooles
de ADN en la plataforma ATP.

Tomado y adaptado de Till et al., 2003.
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Las plataformas de secuenciacidn masiva también se introdujeron en la deteccion de mutaciones.
El secuenciador de ADN Applied Biosystems™ 3730xl (Life Technologies, Applied Biosystems,
Paisley, Escocia) se empled para la deteccion de mismatches luego de la digestidon con CJE de los
productos de PCR marcados con fluoréforos provenientes de un poblacion mutagenizada de
medicago (Le Signor et al., 2009). Esta técnica luego se adoptdé en la plataforma de TILLING
denominada REVGEnUK. En todas las variantes respecto del TILLING original que se mencionaron
antes, la identificacién a nivel molecular y la posicidn precisa de la mutacion se realiza mediante
secuenciacién por el método Sanger del fragmento de PCR que porta dicha mutacién. Las nuevas
tecnologias de secuenciacion (NGS o next generation sequencing) se han implementado mas
recientemente en la detecciéon de mutaciones inducidas en las poblaciones de TILLING. Esto
permitié el armado de pooles para el andlisis de un mayor nimero de individuos que en los
proyectos convencionales de TILLING y también el analisis de muchos genes al mismo tiempo. Las
mutaciones se identifican directamente por la comparaciéon de la secuencia de los posibles
mutantes y de la linea control, evitdndose la necesidad de realizar digestién con endonucleasas o
el analisis de los productos de PCR por alguna otra técnica. La eficacia del denominado TILLING by
sequencing (TbyS) en donde se utiliza un secuenciador Illumina® (lllumina Inc., San Diego, CA) se
demostré en arroz y trigo (Tsai et al., 2011).
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Debido a la disminucién progresiva de los costos de la secuenciacion masiva, se prevé una
adopcion cada vez mayor de la secuenciacién, tanto de fragmentos como de los genomas
completos, de los individuos que forman parte de las poblaciones mutagenizadas en los proyectos
de TILLING. Por este motivo, se estima que la deteccidn de las mutaciones en el futuro tenderd a
hacerse in silico, es decir, por comparacion de las secuencias dejando de hacerse como en sus
comienzos por andlisis de los productos de PCR (Wang et al., 2012).

cpTILLING en cebada para la identificacion de mutaciones en el genoma de los
cloroplastos de plantas com

Todos los proyectos de TILLING realizados hasta el momento radican en la determinacién de la
variabilidad inducida en el genoma del nucleo. La deteccién por TILLING de variabilidad en los
genomas de las mitocondrias y de los cloroplastos solo se reporté una vez. Sin embargo, se hizo
mediante una variante del TILLING conocida como Eco-TILLING, ya que se utilizd para la deteccidn
de variabilidad natural en Brassica (ORG-EcoTILLING; Zeng et al., 2012). En este trabajo se
analizaron los genes del plastoma accD, matk y rbcL en 96 accesiones de Brassica y se identificaron
nueve, seis y un polimorfismo, respectivamente.

En parte, la falta de proyectos de TILLING dirigidos al plastoma podria deberse a la dificultad que
existe en mutagenizar eficientemente el genoma de las organelas. En este sentido, la mutante com
(Prina, 1992; Prina, 1996) se presenta como una fuente de mutaciones muy promisoria para
obtener variabilidad genética localizada en el plastoma debido a su capacidad de inducir mutantes
de herencia materna. Esto significa la utilizacion de un mutageno biolégico en lugar de un
mutageno fisico o quimico. Las mutaciones que se identificaron hasta el momento en lineas
mutantes derivadas de com (Rios et al., 2003; Landau et al., 2007, 2009, 2011) indican que cpm
induciria mutaciones puntuales, el tipo de mutaciones indicado para su deteccién por TILLING.

Por otra parte, la identificacion de una mayor cantidad de mutantes inducidas por el cpm
permitird conocer mejor el espectro de mutaciones y asi postular mecanismos que expliquen la
inestabilidad genética producida por el com.

La conjuncion del com como fuente de variabilidad y de la metodologia de deteccién de mutantes
mediante digestiones con CJE de los productos de PCR a través de TILLING, permitira el desarrollo
de una herramienta poderosa para el estudio de la variabilidad potencial del plastoma de la
cebada. Esta variabilidad puede luego utilizarse en estudios de gendmica funcional o en el
mejoramiento del cultivo.

En la figura 1.7 se esquematiza la estrategia general del manejo del material vegetal para el
desarrollo del cpTILLING y en la figura |.8 se esquematiza la forma en que se realiza la deteccion de
las mutantes a nivel molecular.
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Fig. I.7. Estrategia del manejo del material vegetal en la adaptacion de TILLING al genoma de los cloroplastos
de las plantulas com (cpTILLING). Se analiza el ADN de pldntulas con varias generaciones de autofecundaciéon
para aumentar la probabilidad de la deteccidn de los cambios moleculares.
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Fig. 1.8. La deteccion de las mutaciones se realiza mediante la digestidon con CJE de los productos de PCR

obtenidos a partir de la mezcla de ADN de las plantulas com con ADN salvaje. Los cambios moleculares se
identifican por secuenciacion del ADN.
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HIPOTESIS DE TRABAJO

La metodologia de TILLING adaptada al genoma de los cloroplastos (cpTILLING) permite detectar la
ocurrencia de cambios moleculares en el plastoma.

La utilizacién de plantas ¢cpm con muchas generaciones de autofecundacién en el analisis por
cpTILLING favorece la deteccidn de variantes polimdrficas a nivel del plastoma respecto de la linea
control, debido a la acumulacion de cambios moleculares en homoplasmia.

El mejor conocimiento del espectro de cambios moleculares que ocurren en el plastoma de las
plantas com aporta informacién importante para la postulacion de genes nucleares candidatos
para el gen Com.

OBJETIVOS GENERALES

Analizar el plastoma de plantulas com mediante una adaptacién de la metodologia de TILLING
(cpTILLING) para identificar polimorfismos, y asi determinar el espectro de mutaciones inducidas
por el mal funcionamiento de la proteina codificada por el gen nuclear afectado en plantas com.

Postular candidatos para el gen nuclear Com en funcién del espectro de los cambios moleculares
identificado por cpTILLING.
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CAPITULO 1
CpTILLING en plantulas com
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INTRODUCCION

La deteccidon de polimorfismos en secuencias de ADN mediante TILLING se convirtid en una
herramienta que potencio a la mutagénesis inducida artificialmente (Kurowska et al. 2011; Tadele
2016). EI TILLING permite la identificaciéon de mutantes en caracteres de interés y por este motivo
se convirtié en una herramienta importante para la genética y el mejoramiento genético vegetal.
Los agentes inductores de mutaciones utilizados en los proyectos tradicionales de TILLING del
genoma nuclear corresponden principalmente a mutagénos quimicos como el EMS (McCallum et
al. 2000; Tadele 2016).

En este trabajo de tesis se propone por primera vez la deteccion mediante TILLING de mutaciones
inducidas por un mutageno bioldgico, el com, caracterizado por inducir mutaciones con herencia
materna en cebada (Prina 1992; Prina 1996). La adaptacion de la técnica de TILLING al genoma de
los cloroplastos da origen al denominado cpTILLING (Landau et al., 2016). Varios factores hacen
que esta adaptacion sea posible: 1) La disponibilidad de la secuencia completa del plastoma de la
cebada, lo que permite el andlisis de la variabilidad a lo largo de todo el genoma tanto en
secuencias no codificantes como codificantes y con diferentes funciones. 2) La disponibilidad de
un protocolo de detecciéon de mutaciones sencillo y de bajo costo, como la digestion con CJE de los
productos de PCR desnaturalizados y renaturalizados y su posterior electroforesis en geles no
desnaturalizantes de poliacrilamida. 3) La disponibilidad de familias com con muchas generaciones
de autofecundacion, lo que favoreceria la acumulaciéon de cambios moleculares en homoplasmia
en el plastoma.

Esta adaptacion entonces permitiria el aislamiento de mutantes y la generacién de variantes
alélicas inducidas por el com a nivel del plastoma, un genoma que naturalmente posee poca
variabilidad.

OBJETIVO PARTICULAR

Estudiar mediante cpTILLING el plastoma de plantulas de cebada com y de esta manera comprobar
su efecto mutador y determinar el espectro de las mutaciones inducidas.
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MATERIALES Y METODOS
Material Vegetal

Se analizaron 184 plantulas de cebada Hordeum vulgare portadoras del genotipo mutador de
cloroplastos o com (Prina 1992, 1996), ademas de plantulas de cebada de genotipo salvaje. El
genotipo salvaje corresponde al genotipo parental a partir del cual se aislé la mutante com luego
de realizar un tratamiento mutagénico que combind azida sédica y rayos X. Las plantas com se
caracterizan por presentar principalmente deficiencias clorofilicas y en menor medida cambios
morfolégicos y variaciones en el desarrollo. Este grupo de 184 plantulas cpm constaba
mayoritariamente de plantulas con cambios morfolégicos como por ejemplo menor tamafio, y en
menor proporcién, plantulas que mostraban fenotipos con deficiencias clorofilicas (sélidas o
variegadas) y fenotipos verde normal (ver fig. 1.1). Entre las plantulas con cambios morfologicos,
también se incluyd a plantulas que presentaban otras diferencias respecto del control, como por
ejemplo, variaciones en el desarrollo. Algunas de las plantulas presentaban tanto cambios
morfolégicos como deficiencias clorofilicas a la vez.

Las plantulas correspondieron a dos grupos de progenies, el grupo A compuesto por dos familias
que portaron el genotipo mutador cpm en homocigosis (cpmcpm) durante 12 a 17 generaciones.
La familia denominada M, se origind desde la misma planta M, de genotipo comcpm que mediante
autopolinizaciones produjo las progenies que se usaron para luego aislar la mutante cpom en las
generaciones My-Ms. La familia denominada F, fue genotipada como una planta comcpm en F, que
provenia de la autopolinizacién de una F; obtenida por el cruzamiento de una planta salvaje como
hembra y una planta comcpm como padre (Landau et al., 2016). Se analizaron en total 107
plantulas del grupo A, siendo 97 de la familia F, y 10 de la familia M,. El grupo B consistié en
cuatro familias que portaron el genotipo mutador durante cinco generaciones, cada una derivada
de una planta F, diferente: F,-1, F,-2, F,-3 y F,-4. Estas cuatro familias se obtuvieron de la misma
manera que las progenies de la familia A F,. Se analizaron en total 77 plantulas en el grupo B,
siendo 20 de la familia F,-1, siete de la familia F,-2, 22 de la familia F,-3 y 28 de la familia F,-4 (ver
figura 1.2). En el ANEXO | se listan las 184 plantulas cpom analizadas.

Plantulas con cambios morfoldgicos Plantulas con deficiencias clorofilicas

s R\ RN, G T

Plantulas con menor tamaiio (derecha) Plantulas verde mas claro (viridis) y variegadas
Figura 1.1. Plantulas com con cambios morfolégicos y deficiencias clorofilicas.
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A

Obtencion de Familias del Grupo A

Familia A M, Familia AF,
Semillas M, (WT) ComCpm x cpmcpm
Tratadas con rayos X mas un remojo posterior
en solucidn acuosa de azida sodica l

l F, Cpmcpm

!

planta MZ CPMCPM genotipos determinados por prueba FZ cpmepm + Cpmcpm+ Cmepm

% de progenie %

l autopolinizacion natural l autopolinizacién natural
Plantulas M;3-Mg Plantulas F,5-F 5

Obtencion de Familias del Grupo B

(WT) CpomCpm x cpmcpm
l d
F, Comcpm

SN

F, cpmepm + Cpmcpm + CpmCpm  genotipos determinados

\ autopolinizacién natural

por pruebha de progenie

Figura. 1.2. A. Esquema de obtencidn del grupo A. B. Esquema de obtencion del grupo B.
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Las muestras del material vegetal se obtuvieron de plantulas crecidas en el inverndculo en la etapa
de segunda hoja. Estas plantulas crecieron luego en el campo hasta su madurez y multiplicacion.

Extraccion de ADN

Se realizaron extracciones de ADN total (nuclear, plastidico y mitocondrial), a partir de una o dos
hojas de plantulas cpom vy salvajes mediante el micrométodo descrito en Dellaporta (1994) con
ligeras modificaciones. El tejido en solucién de extraccion Dellaporta se trituré mediante el empleo
del equipo Fast Prep®-24 (MP Biomedicals, USA) y el ADN fue purificado mediante extracciones
con cloroformo antes de su precipitacion.

Se determinaron las concentraciones de las extracciones de ADN mediante el espectrofotémetro
Nanodrop (Thermo Scientific, Wilmington, DE, USA) y se armaron soluciones de trabajo de
concentracion 80 ng/ul.

Amplificaciones por PCR y buisqueda de mutaciones mediante digestion con CJE:
cpTILLING

Para la amplificacion por PCR de ciertas regiones del plastoma se emplearon cebadores que se
disefiaron utilizando la secuencia del genoma de los cloroplastos de cebada Hordeum vulgare sub.
vulgare cv. Morex depositada en GenBank como referencia (NCBI Reference Sequence:
NC_008590.1; https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/118430366?report=graph). Estos cebadores
se disefiaron de manera de producir amplicones de un tamafio de entre 1 y 1,5 kb. Dado que

muchos genes del cloroplasto tienen un tamafio menor a 1 - 1,5 kb, algunos amplicones
contuvieron dos o mas genes y en consecuencia a las regiones intergénicas contenidas entre
ambos genes. Por otro lado, para la amplificacion de los genes 16S rRNA, 23S rRNA, ycf3, psaA 'y
psaB se necesitd del disefio de mas de un par de cebadores debido a su tamafio superiora 1 - 1.5
kb.

Se analizaron 31 amplicones distribuidos a lo largo de las 3 regiones en que se divide el plastoma
(fig. 1.3): la copia simple grande, la copia simple pequefia y las repeticiones invertidas. Los
amplicones cubrieron 33 genes que seguln su funcidn se pueden clasificar de la siguiente manera:

Genes del aparato fotosintético: psbA, psbCy psbD que codifican subunidades del fotosistema II;
psaA y psaB que codifican subunidades del fotosistema I; rbcL que codifica la subunidad grande de
Rubisco y ycf3 que codifica una chaperonina involucrada en el ensamble del fotosistema I.
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Genes relacionados con la maquinaria de traduccién de los cloroplastos: rps2, rps3, rps4, rps7, 3
rps12, rps14, rpsi16, rpsl18, rpsl19, rpl2, rpll6, rpl20, rpl22, rpl23, rpl33 que codifican proteinas
ribosomales; infA que codifica el factor 1 de iniciacién de la traduccidn; 16S rRNA, 23S rRNA que
codifican ARNs ribosomales; tRNA His, tRNA Arg, tRNA Met, tRNA Leu que codifican ARNs de
transferencia.

Genes cuya funcién no estd bien entendida y/o que claramente no pertenecen a los grupos
anteriores: matkK que codifica a la maturasa K implicada en el splicing de ciertos genes con
intrones del plastoma, ccsA que codifica una proteina involucrada en la biogénesis del citocromo
¢, clpP que codifica la subunidad proteolitica de la proteasa Clp y cemA que codifica una proteina
de la membrana interna del cloroplasto presuntamente relacionada con el ingreso del CO, a la
organela.

Para todos los amplicones se corrobord la amplificacién de una banda Unica del tamafio deseado
en geles de agarosa antes de su utilizacidn en la etapa de busqueda de los cambios moleculares
mediante cpTILLING.

rpl23-exon 1 rpl2 psbA

exon 2 y3rpsl2-rps7 matk

IR s ( rpsi6
16S RNAr [ psbp
23SRNAr \ pshC
tRNA Leu-ccsA
lastoma cebada »-—1Ps2
23S RNAr plas
136462 bp -
16S RNAr 4 ) 3'psaB-rps14-tRNA Met- tRNA Arg
IR T psaB
exon 2y 3rps12-rps7 N psaA
rpl23-exonl rpl2 ycf3
; Q
exon 2 rpl2-tRNA His-rps19 \ \ rps4
rpl22-rps3 rbcL
rpll6 cemA
InfA rpl33-rps18-rpl20

clpP

Figura 1.3. Esquema del plastoma de cebada indicando los 31 amplicones analizados.
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Amplicon
cemA
infA
psbA
rbcl
ycf3 12
yci3 22
psaA 12
psaA 29
psaB 12
psaB 22
16512
16S 2¢
matK
clpP
pshC
psbD
2351¢
2352¢
235 3¢
rpsl6
rps2
rpsla
rps4
pl33
rpsl8
pll6
rps3
rps19
pl2
rps7
ccsA

Cebador forward

cemAF
infA F
psbA F
rbcl F
ycf31°F
ycf3 20 F
psaA 12 F
psaA 29 F
psaB 12 F
psaB 22 F
16512F
165 2°F
matK F
clpP F
psbC F
psbD F
23519F
2352°F
235 39F
rpsl6 F
rps2 F
rpsl4 F
rps4 F
rpl33 F
ps18F
rpl16 F
ps3 F
rps19 F
rpl2 F
rps7 F
ccsAF

Secuencia (5'-3")
CAGGGAATGGAATAGAGTCAGC
GAATTCTACCTCGCCCTTCC
GGGCTGACTTGGTTGACATT
GGCAGCATTCCGAGTAAGTC
TCCAAGCAGAAGGAAAAGGA
AGGGAGGAGCCGTATGAGAT
TGGAACCTACATGCTGATGC
GTGGATTGGCGGATTTCTAA
GGACCCCACTACTCGTCGTA
TTCATCATGACAGGGGCTTT
ACCTTGACGTGGTGGAAGTC
GCGTCTGTAGGTGGCTTTTC
TGGAAAAATTCGAAGGGTATTC
ATTGGCTGTCTTGCGTTTCT
TCCCTGAGGAGGTTCTACCA
GGTTACGAAGGGACCGTTTC
CGGGGAGTTGAAAATAAGCA
GCTAAGGCCCCTAAATGACC
GGCAAAATAGCCCCGTAACT
CTTATGTTGGATTGGCACGA
ATCTATTCGCGTCGGAAATG
CAAGCGGAAATCCTTTTGAA
CAAGGCGTAGCATTGGAACT
AGGCCTCAGAAATCAGAGCA
CCGGGAGATCGAATTGATTA
TTTTACTGGCCGCTATGGAG
TCTTTTGCAGGGATTTCAGG
TCCCCGCCTACCTTTACTTT
CACTTGCTGCCGTTACTCAA
AGTCGCTTCCTTTTTGCGTA
TTCCCAATATCGACGATTCC

Cebador reverse
cemAR
infAR
psbA R
rbcL R
ycf3 12R
yci3 22R
psaA 12 R
psaA 22 R
psaB 12R
psaB 22R
165 12R
165 22R
matk R
clpPR
psbCR
psbD R
23512R
2352¢R
235 3¢2R
rps16 R
rps2 R
rps14 R
rps4 R
pl33 R
rps18R
pl16 R
rps3 R
rps19 R
pl2 R
rps7 R
ccsAR

Secuencia (5'-3")
CACGAATTTGTTGGCATTCT
AGAAAACCACCCGACCTTGT
GGAGAATTCGTGCCTACTCG
CTGCGGCTAGTTCAGGACTC
CGGTAAGAAGGGGTTTCGTT
GCGCTTCGTAATCTTCAACC
TTAGAAATCCGCCAATCCAC
GCAATTCCACCCAGAAGGTA
AAGGCCCAAGGTATGGAATC
TAACCCACGGAAAAGTGAGC
CGCACAGCACCTAGTATCCA
CGTAGCTGCCTTICTTTTTGG
CCAAATACGCTCAGTGTGTGA
AGCATTCGAATCACCCATTC
TCACGATCGATTCCCTTTTC
TCCACGTGGTAGAACCTCCT
GGTCATTTAGGGGCCTTAGC
TTACCCGACAAGGAATTTCG
TACCCAGCGTTTACCGTAGG
GGAGGCTTCCCGGATAAATA
CCCCTTGAGTGTTTTAATGGA
GCAAGCAAGATTGGTTGGAT
CATTTGTAATGCGAGGGTCA
GGGCTTGAAATTGTTITTCG
CACCGTTTAAAAGGGAACCA
CCTGAAATCCCTGCAAAAGA
AAAGGTAGGCGGGGAATAAA
ATAAGCCAGATGACGGAACG
TCGAGGATCCAGAGAGGTGT
GGAGCCGTATGAGGTGAAAA
GGATTCTGGACCACGAGAAC

Genes contenidos
cemA
infA
psbA
rbcl
yef3
ycf3
psaA
psaA
psaB
psaB
165 rRNA
165 rRNA
matk
clpP
psbC
psbD
235rRNA
235 rRNA
235rRNA
rps16
rps2
rps14, tRNA Arg, tRNA Met, 3' psaB
rps4
pl33,5"'rps18
3'rps18, ipl20
pll6
ps3, rpl22
rps19, tRNA His, exon 2 rpi?
exén 1rpl2, pl23
rps7, exon 2y 3 rps12
ccsA, tRNA Leu

Tabla 1.1. Secuencia de los cebadores y los genes que contiene cada uno de los 31 amplicones.

Tamafio (pb)
915
982

1.391
1.262
1.264
1.176
1.057
1.032
1.267
1.010
1.062
1.046
1.487
1.077
1.370
986
977
1.014
1.031
1.347
1.435
1.207
1.326
1.085
1.118
1.521
1.334
1.274
1.216
1.356
1.492
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El ADN de cada una de las 184 plantulas com se mezcld en relacidn 1:1 con ADN de plantulas de la
linea salvaje para su posterior analisis.

Las amplificaciones por PCR se realizaron en un volumen final de 12 pl usando 40 ng de la mezcla
de ADNSs, soluciéon buffer de la Tag 1X (50 mM KCI, 10 mM Tris—HCI, pH 9,0, 0.1% Triton X-100),
1,25 mM de MgCl2, 0,6 uM de cada cebador, 0,6 mM de la solucion mezcla de dNTPs y 1,25
unidades de la Tag ADN polimerasa T-plus 5 U/ul (Inbio Highway, Tandil, Argentina). El programa
de ciclado consistid en una primera etapa de desnaturalizacion a 94°C durante 3 min., seguido por
35 ciclos a 94°C durante 30 seg., 60°C durante 1 min. y 72°C durante 2 min. A continuacién se
agregd una etapa de elongacidn final a 72°C durante 10 min.

Luego de la amplificacion se llevd a cabo una etapa de desnaturalizacidon y renaturalizacion lenta
de los productos de la PCR para favorecer la formacién de los heteroduplexos en el caso de que
existieran polimorfismos en los fragmentos de amplificacién. Esto se hizo calentando a 99°C
durante 10 min. seguido por 70 etapas de renaturalizacidon del ADN de 20 seg. cada una, en donde
en cada etapa se disminuyd la temperatura en 0.3 °C respecto de la anterior. La etapa de
renaturalizacién comenzé a los 70 °C.

A continuacion las amplificaciones renaturalizadas se digirieron con CJE obtenido segin el
protocolo descripto en Till et al., 2006. Las electroforesis se realizaron segin Uauy et al., 2009. Las
muestras de ADN se corrieron en geles de poliacrilamida 3% (19:1 Acrilamida: Bisacrilamda) en
solucion de corrida TBE 0,5X. Los geles se tifieron con bromuro de etidio una vez finalizada la
corrida electroforética. Se utilizé la cuba de electroforesis vertical Protean Il xi (Bio-Rad
Laboratories, CA, USA) a 350 V durante 75 min. Las imagenes de los geles se obtuvieron con el
sistema de documentacién G:BOX Chemi Gel (Syngene, Cambridge, UK).

Se buscaron bandas de digestién cuyos tamanos sumados aproximaran el tamafio del amplicon
analizado. Las digestiones se corroboraron mediante la realizacion de una segunda ronda de
amplificacidn por PCR y digestiéon con CJE, para minimizar los posibles falsos positivos debido a la
identificacion de mismatches generados por los errores de la Tag polimerasa durante la
amplificacidon. Luego, mediante la secuenciacion del ADN de los amplicones que produjeron
digestiones se identificaron los cambios moleculares presentes en las plantulas com por
comparacion con la correspondiente secuencia del ADN en la linea salvaje. Los alineamientos para
la comparacién de las secuencias se realizaron con los amplicones de las posibles mutantes, los
amplicones de la linea salvaje y con la secuencia de la regidn correspondiente en el plastoma de
cebada del NCBI usado como referencia (NC_008590.1).

Para el analisis de las secuencias de ADN se utilizaron las herramientas de ensamble, alineamiento
y generacion de gréficos del paquete Vector NTI 10.0 (Life Technologies, USA).
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Anadlisis in silico de la existencia en los genomas nuclear y mitocondrial de cebada de
secuencias homologas a los amplicones analizados

Mediante blastn se investigd la existencia de la version completa de cada uno de los 31
amplicones que se mencionaron antes, en las secuencias de ADN de los 7 cromosomas de cebada
(Hordeum  vulgare  sub. vulgare  cv. Morex)  depositadas en EnsemblPlants
(ftp://ftp.ensemblgenomes.org/pub/plants/release-35/fasta/hordeum vulgare/dna/). Mediante

esta misma metodologia, se investigd la presencia de los amplicones completos en la secuencia de
ADN del genoma de la mitocondria de cebada (Hordeum vulgare sub. vulgare cv. HarunaNijo) que
se encuentra depositada en la base de datos Genbank del NCBI (GenBank: AP017301.1;
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AP017301.1). En todos los casos, se utilizé la secuencia de

los 31 amplicones como query y las secuencias gendmicas de cebada como base de datos.
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RESULTADOS
Identificacion de cambios moleculares en el plastoma com

Los amplicones analizados cubrieron 43.030 pb del plastoma, lo que representa aproximadamente
el 31.5% de ese genoma. De este porcentaje, 27.694 pb se ubicaron en las LSC y SSC y 15.336 pb
en las IRs. Ocho amplicones se ubicaron en las IRs, 22 en la LSC y uno se ubicé en la SSC. Siete de
los ocho amplicones que se ubicaron en las IRs amplificaron ambas repeticiones a la vez, mientras
que el amplicén rps19 solo amplificd la regidn de unidn entre la IR y la LSC debido a que uno de
los cebadores utilizados para la amplificacion se ubicé en la regidn LSC.

La digestion con CJE de los amplicones analizados indicé la existencia de polimorfismos entre la
secuencia del ADN del plastoma de las plantulas com y la secuencia en la linea salvaje. La
amplificacion y posterior digestion de la mezcla de los ADN permitié la identificacion de
polimorfismos que se encontraban tanto en homoplasmia como en heteroplasmia. Los productos
de digestion se identificaron mediante la observacién en geles de poliacrilamida tefiidos con
bromuro de etidio, de pares de bandas cuyos tamafios sumaron el tamaiio del amplicén que se
estaba analizando.

Se obtuvieron digestiones indicando la existencia de polimorfismos, en 22 de los 31 amplicones
analizados. Seis de los nueve amplicones que no dieron digestidn se ubican en la LSC: rpl16, clpP,
cemA, psaA 1°, psaB 1° e ycf3 1° y tres se ubican en las IRs: 23S 1°, 235 2° y 16S 1°.

Mediante la secuenciacién de los amplicones que produjeron digestiones y su comparacion con la
secuencia en la linea salvaje se identificaron 50 cambios moleculares diferentes, 15 ubicados en
las IRs y 35 en las regiones LSC y SSC. Treinta y nueve cambios moleculares se ubicaron en regiones
génicas y 11 en intergénicas. Treinta y dos de los cambios moleculares ubicados en las regiones
génicas se ubicaron en la porcién exdnica codificante de proteinas o en la regidn codificante de
ARNs ribosomales o de transferencia y siete se ubicaron en intrones. En cinco de estos siete casos
el cambio molecular se ubicé en el intron del gen rpsi6. El gen rpl23 con cinco cambios
moleculares, fue el que presentd la mayor cantidad de cambios en regiéon codificante de proteinas.
Cabe aclarar que en funcidn de la particularidad de las digestiones obtenidas para los cambios
moleculares identificados en el gen rp/23, estos resultados se presentan por separado en este
capitulo y su estudio se profundizara en el capitulo dos. El analisis realizado en este capitulo se
basa entonces en 45 cambios moleculares.

Se observaron digestiones en cinco de las seis familias com pertenecientes a los dos grupos (A 'y B)
con diferente nimero de generaciones de autofecundacion, tal como se describié en Materiales y
Métodos. Diecisiete amplicones dieron digestién en la familia A F,, ninguno en la familia A M,,
cinco en la familia B F,-1, tres en la familia B F,-2, tres en la familia B F,-3 y siete en la familia B F,-
4. En la figura 1.4 se muestran a modo de ejemplo algunas de las digestiones con CJE obtenidas en
geles de poliacrilamida y reveladas por tincion con bromuro de etidio.
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Calles 8,9y 10: T 456 Cen rbclL
23 56 7 '910

Calles 7y 8: A 1019 G en rpl2
M1

M1 23456789
; 10 L L

1500 pb

Calle 3: Del de 45 pb en rps3
1234 M56

1000 pb

SRR G 48 O O

Calle 3: A47 G en tRNAHis
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M12 345 6 78
:'V
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1000 pb

O 1
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1000 pb

500 pb
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Calle 3: G 2502 A en 23SrRNA  Calle 3: Ins 2T pos. 891 en matK Calle 2: A644 G en psbD
1234M

M1 2 3 456 123M45

-

1000 pb | o 100050

500 pb 500 pb

Calle 1: A1183 G en ycf3 Calles 6y 7: Ins G pos. 805 en rps16
123.4567M M12345678

e 4 s | o)

1000 pb

{ tote

Figura 1.4. Digestiones con CJE de amplicones provenientes de plantulas com reveladas en geles de
poliacrilamida no desnaturalizantes 3% tefiidos con bromuro de etidio. Las bandas de digestidn se indican
con flechas. Las muestras corren mas lento que el marcador de peso molecular (M) probablemente debido a
componentes de la mezcla para la digestién con CIE.
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De los 45 cambios moleculares identificados, 26 se ubicaron en plantulas del grupo A (fig. 1.5) y 19
en plantulas del grupo B (fig. 1.6). En las tablas 1.2 y 1.3 se muestran los detalles de los cambios
moleculares identificados en las diferentes familias de los grupos A y B, respectivamente

Ins TT

Ins G
Del620pb NS 7

G180 A
A 141G A 644G
C2517T )| § fjr{D
R, | rpsl ﬁ‘\lnsG
A2674G P <; pSbA" " psbC
) exon2y3rpsi2-ps7
ns AA 23SRNAr -
tRNA Leu-cc\s\g\ 02 Ins AA
. /— G591 A
plastoma cebada
A2674G 235 RNAT  136462bp
C2517T 5

3psaBrps14-RNAMELRNAATG
SaA \T4l3 c
pﬁ.

™ C703G
exon 2 rpl2-tRNA His /

A1375G
Y3 A 1183 G
rbclL

A 1019 G InfA &/T456 C

A4TG l <L

Ins15pb \\ rpl33-rps18-rpl20

Del T N\
AT24G \c 151 T

A 387G

Figura 1.5. Ubicacién en el plastoma de los cambios moleculares identificados en las plantulas com del grupo

A. En azul se marcan los cambios ubicados en las LSC y SSCy en verde los cambios ubicados en las IRs. Los
amplicones que portan cambios moleculares se muestran en negro

C2T
rpl23-exon 1 rpl2

Del T A642G

T669 C A 185G
G86 A 84C cossT
A 1406 G /r ° A296G
; P
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G 2502 A X % ) psbC T558 C
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23SRNAr
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T 4235 RNAr ’pE/
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A 1406 G RﬁlGS RNAr
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A333C
pl22-rps3
A 105 67' 4

Del45pb

pl33-rps18-rpl20
Del79ph

Figura 1.6. Ubicacién en el plastoma de los cambios moleculares identificados en las plantulas com del grupo

B. En azul se marcan los cambios ubicados en las LSC y SSC y en verde los cambios ubicados en las IRs. Los
amplicones que portan cambios moleculares se muestran en negro
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Familia A F5

Cambio molecular Estado
rps2 Ins 1 A, posicion 406del amplicon (x2F Heteroplasmia

G591 A(x1)
A141G (x1)
C703Genelamplicon (x1)
T 413 Cenel amplicon(x2)

Ins 1G, posicion 805 (x2)

G 180A(x1)
C151T(x1)
A3B7G(x1)
Inserciénde 15 nucledtidos,
posicion 846 delamplicon (x2)
A 10196 (x2)

A 13756 (x1)
Delecionde 620 nucleotidos,
posicion 217 (x1)

Ins 1G, posicion311 (x1)
ABA4G (x1)

Ins 2T, posicion891 (x1)
Ins 1T, posicion613(x2)

T 456 C (x4)

A11836G (x1)

AT24Genel amplicon(x1)
C 2517 T(x1)
A2674G(x1)

A 47 G(x1)

Ins 2 A, posicion 406 del amplicon (x1)

Ins 2 A, posicion 1203 del amplicon (x3)

Del 1T, posicion 418del amplican (x1)

Heteroplasmia
Heteroplasmia
Homoplasmia
Homoplasmia
Homoplasmia
Homoplasmia

Homoplasmia

Homoplasmia

Homoplasmia
Homoplasmia
Homoplasmia
Homoplasmia
Homoplasmia
Homoplasmia
Homoplasmia
Homoplasmia
Homoplasmia
Heteroplasmia

Homoplasmia
Homoplasmia
Homoplasmia
Homoplasmia
Homoplasmia
Homoplasmia
Homoplasmia
Homoplasmia
Homoplasmia
Homoplasmia
Heteroplasmia
Heteroplasmia
Heteroplasmia
Heteroplasmia
Homoplasmia
Homoplasmia
Homoplasmia
Heteroplasmia

Region

Intergénica

Intergénica
Exdn [Silenciosa)
Exon (silenciosa)

Intergénica

Intergénica

Intrén

Intrén
Exdn (missense)
Exdn [silenciosa)

Intergénica

Intrén

ExGn [missense)
Exon (frameshifty
perdidade 281 aa)

Exon (frameshift)

ExGn [missense)

Exon [frameshift)
Exon (frameshift)

Exdn silenciosa)

Intrén 2
Intergénica

Intergénica
Intergénica

Plantula

07/4218-5
07/4218-6
07/4053-3
07/4063-1
07/4070-3
07/4068-2
07/4081-5

07/4191-3

07/4067-3

07/4193-2
07/4156-3
07/4258-2
07/4085-3
07/4068-2
07/4068-4
07/4055-2
07/4055-2
07/4200-2
07/4062-4

07/4200-2
07/4165-2
07/4070-2
07/4083-5
07/4084-3
07/4053-1
07/4053-6
07/4055-2
07/4058-2
07/4226-2
07/4082-13
07/4083-1
07/4071-1
07/4258-2
07/4258-2
07/4068-2
07/4055-2
07/4071-1

Fenotipo

Normal
Clorofilica
Clorofilica
Clorofilica
Clorofilica
Clorofilica

Clorofilicay
Morfoldgica
Clorofilicay
Morfolagica
Clorofilicay
Maorfoldgica
Morfolagica
Clorofilica
Morfoldgica
Morfolagica
Clorofilica
Clorofilica
Clorofilica
Clorofilica
Clorofilica
Morfolagica

Clorofilica
Clorofilica
Morfolagica
Morfolagica
Morfoldgica
Morfolagica
Morfolagica
Clorofilica
Morfoldgica
Maorfoldgica
Morfolagica
Morfolagica
Morfoldgica
Maorfoldgica
Morfolagica
Clorofilica
Clorofilica
Maorfoldgica

Tabla 1.2. Cambios moleculares identificados en plantulas com de las familias del grupo A.

®Entre paréntesis se indica el nimero de plantulas en que se identificé el cambio molecular.

Los amplicones / genes 3"-rps12, rps19, rpl2, 23SrRNA y tRNAHis se ubican en las IRs. rps19 amplifica una

sola IR. Silenciosa indica que el cambio molecular en el ADN no produce un cambio de aminoacido en la

proteina correspondiente, missense indica que el cambio molecular produce un cambio de aminoacido y

frameshift, que el cambio molecular produce un corrimiento del marco de lectura. Clorofilica indica una

plantula con deficiencia clorofilica y morfoldgica indica una plantula con cambio morfolégico o variacién en

el desarrollo.
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Familia B F-1

Cambio molecular Estado Region Plantula Fenotipo
T 264 Cenel amplicon(x1F Heteroplasmia Intergénica 08/1929-4 Morfoldgica
A1D43G(x1) Homoplasmia Exan (missense) 08/1933-3 Clorofilicay
Morfologica
A296G (x1) Heteroplasmia Exdn (missense) 08/1932-5 Morfoldgica
Del 1T, posicion 271 (x1) Heteroplasmia Exdn (frameshift) 08/1929-4 Morfoldgica
23S rRNA G 2502 A(x1) Homoplasmia 08/2146-12 Clorofilicay
Morfoldgica

o [}
i i
3 2
= =
=]

Familia B F;-2
Cambio molecular Estado Regidn Pléantula Fenatipo
A185G(x1) Homoplasmia Intran 08/1937-1 Clorofilicay
Morfoldgica
rpl2 C2T(x1) Homoplasmia Exan (missense) 08/2156-4 Normal
C245T(x1) Heteroplasmia Exdn [missense) 08/1937-1 Clorofilicay
Morfoldgica
Familia B F-3
Cambio molecular Estado Regicn Plantula Fenotipo
A 333 Cenelamplicon(x1) Homoplasmia Intergenica 08/2162-13 Normal
| rpsi6 | AB42G(x1) Homoplasmia Intrén 08/2165-4 Normal
Delecionde 79 nucledtidos, Heteroplasmia Intergénica 08/2163-1 Normal
posicion 505 del amplicon (x1)
Familia B F-3
Cambio molecular Estado Region Plantula Fenotipo
rps3 Delecionde 45 nucledtidos, Homoplasmia Exon (perdidade 15 aa) 08/1954-2 Morfoldgica
posicion 211 (x1)
A105G(x2) Homoplasmia Exdn (silenciosa) 08/2172-2 Narmal
Homoplasmia 08/2172-5 Morfoldgica
G BEA(xL) Homoplasmia Exdn [missense) 08/2180-9 Normal
| rpsie | TBAC(x1) Homoplasmia Intrén 08/2176-2 Normal
165 rRNA A1406G (x2) Homoplasmia 08/2178-2 Morfolagica
Homoplasmia 08/2178-7 Narmal
| matk | TE69C(x1) Heteroplasmia Exdn (silenciosa) 08/2180-9 Normal
T1796C (x1) Homoplasmia Exdn (missense) 08/2172-5  Morfoldgica
| psbc | T558C(x1) Heteroplasmia Exdn (silenciosa) 08/2172-5  Morfoldgica

Tabla 1.3. Cambios moleculares identificados en plantulas com de las familias del grupo B.
®Entre paréntesis se indica el nimero de plantulas en que se identificé el cambio molecular.

Los amplicones / genes rpl2, rps7, 23SrRNA y 16S5rRNA se ubican en las IRs. rps19 amplifica una sola IR.
Silenciosa indica que el cambio molecular en el ADN no produce un cambio de aminodcido en la proteina
correspondiente, missense indica que el cambio molecular produce un cambio de aminoacido y frameshift,
gue el cambio molecular produce un corrimiento del marco de lectura. Clorofilica indica una plantula con
deficiencia clorofilica y morfoldgica indica una plantula con cambio morfoldgico o variacion en el desarrollo.
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El estado de homoplasmia o heteroplasmia de los cambios moleculares se estimé mediante Ila
observacién en los electroferogramas de la presencia de picos simples o dobles, respectivamente.
De esta manera, se determind que la mayor parte de los cambios moleculares identificados en
ambos grupos se encontraron en homoplasmia, siendo 32 los cambios en homoplasmia y 13 en
heteroplasmia. Se observaron en heteroplasmia seis de los 26 cambios totales en el grupo Ay
siete de los 19 cambios totales en el grupo B. En la figura 1.7 se muestran a modo de ejemplo,
electroferogramas presentando cambios puntuales, es decir, sustituciones e indels de una base en
homoplasmia y en la figura 1.8 se muestran electroferogramas con cambios en heteroplasmia. Los
cambios moleculares en heteroplasmia se corroboraron mediante la observacidén de picos dobles
al menos en dos secuenciaciones independientes.

En ciertos casos, el mismo cambio molecular se obtuvo en mas de una plantula pero esto siempre
se observd en plantulas pertenecientes a la misma familia (ver Tablas 1.2 y 1.3). El nimero
maximo de plantulas con el mismo cambio fue de cuatro y se observé en el gen rbcL. En relacion a
esto es importante mencionar que la independencia de los eventos mutacionales solo se puede
asegurar entre plantulas que pertenecen a familias diferentes. Por este motivo se consideraron
como generados por los mismos eventos mutacionales a aquellos cambios moleculares que se
repitieron dentro de la misma familia. De esta manera, los cambios moleculares obtenidos se
debieron, al menos, a 45 eventos mutacionales distintos. Los detalles de los tipos de cambios
moleculares y de los eventos mutacionales para cada familia se resumen en la tabla 1.4.

La mayoria de los cambios moleculares correspondié a cambios puntuales (41 de 45) siendo 32
sustituciones y nueve indels de una o dos bases que se ubicaron en repeticiones de

mononucleétidos (microsatélites). También se identificaron cuatro indels de un tamano superior a
uno o dos bases (ver Tablas 1.2 y 1.3) que fueron una insercion de 15 pb y tres deleciones de 45,
79y 620 pb. El estudio de estos indels denominados grandes se profundizara en el capitulo tres. El
analisis particular de los cambios moleculares que afectaron a genes (sin tener en cuenta el gen
rpl23) se presenta en la Tabla 1.5. Se detectaron cambios moleculares en 18 genes. El gen mas
afectado fue rps16 con cinco polimorfismos diferentes respecto de la secuencia en la linea salvaje,
todos ubicados en su intron. Luego se ubicdé el gen matK con cuatro polimorfismos que
corresponden a tres indels en microsatélites y a una sustitucion respecto de la secuencia salvaje. A

continuacién se ubicaron los genes 23S rRNA, psbCy psbD con tres polimorfismos cada uno.

Se identificaron 58 plantulas con cambios moleculares diferentes, 37 pertenecientes al grupo Ay
21 al grupo B. Dieciseis de estas 58 plantulas presentaron deficiencias clorofilicas, 25 presentaron
cambios morfoldgicos, siete tuvieron tanto cambios morfoldgicos como deficiencias clorofilicas y
10 plantulas presentaron fenotipos normales. Se debe aclarar que no necesariamente los cambios
moleculares detectados en estas plantulas son los responsables de los fenotipos observados. Se
requieren muchos otros estudios para corroborar esta relacion. Once plantulas fueron portadoras
de mas de un cambio molecular en su plastoma, cuatro plantulas tuvieron tres polimorfismos
respecto de la secuencia salvaje (07/4055-2, 07/4068-2, 07/4258-2 y 08/2172-5) y siete plantulas
tuvieron dos polimorfismos (07/4058-2, 07/4068-2, 07/4071-1, 07/4200-2, 08/1929-4, 08/1937-1,
08/2180-9).
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T 456 C en rbcl de 07/4053-6

I-I-I-I-II-I-I-I-II-I-II-I-I-I-I-I-I-H-I-I-I-II-I-I-I-IEH-I-I-I-I-II-I-I-II-I-I-I-I-I-I-I-lI-I-I-II-I-I-I-I-I-II-
CTACTTATTCAAAAACTT TCCAAGGCCCGCC[IFATGGTATCCAAGTTGAAAGAGATAAGT TGAA

27 280 280 300 30 320

._ I-Ih | II I IIAIIAIIIIA I Wl I.I_m,«I. s

A 1375 G en psaA de 07/4200-2

A e TR L L e e HLHL L
GTTTTGGCTTGTACATTCATAATGATACUAlTGAGTGC TTTAGGCCGTCCACAAGATATGTT
110 120 130 140 150 160

mnnm‘m.u AhnllnlhlIlmhhlunumhlm

I IIIIIIII II I | II I HH- I I II 1- IIII Iél | e II | | | | | 1 IIIIIII-|-III-+II-I-I-|-I-I-|-

uumul,mm“umum.mﬂuuhmuuumlmn
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Ins G posicion 805 en rps16 de 07/4067-3

ATGAGGAGAAAACCTCCTA nCG___C_nGGGGGG‘.G__G___;—'\_C TACATCTATCCCAATAAGCTGT C
40 650 660 670 680 630 700

A ,Amnu‘mm_h___‘.uu,xmnmmmmh.mmm.

GAGGAGAAAACCTCCTATACGTTTLT HGGGGGGG.CG__G___A_C ACATCTATCCCAATAAGCTGT
G40 650 6610 680 680 700

N ,_n.uuﬂ. il

A 185G en rps16de 08/1937-1

L] 270 280 280 300 310 320

a;l'\___GCGCAGGG___AAG_AACA_AG_ACACGA_GG@GC“CGAGAGGACAGAG“““A ______ ATCAAGGG
280 280 300 210 320 330 340

ot ottt g

Figura 1.7. Electroferogramas mostrando cambios moleculares en homoplasmia. El electroferograma
superior de cada par corresponde a la secuencia de la linea salvaje y el inferior a la secuencia de la plantula
cpm mutante. En azul se resaltan las posiciones polimérficas.
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T 264 C en el amplicdn rps2 de 08/1929-4

PR By ed b0 bt et e e 0 L R R LR R
'_AA__CA AAA__AAGG____G___F\ AL CA TATCAATGTATCAATGGCCAACTCTTAGTAC
190 200 210 220 230 240 250

N B Y ERE S O 4 TR FA ! FUT DL S ,\,L,.\A.,u -,.\ PP PN LY PR PPN T _.'\.

el s e L e H e b e s - L R R R B 1 B
STTAATTCATTAAATTAAGGTTTTGTTTAT F\CCF\lEG ATCAATGTATCAATGGCCAACTCTTAGTACAA
il 180 200 210 220 230 240

N P PR L TP P T ELY i 4 el L A LAl A‘A ALV B lﬂ i

Del T posicidn 271 en matk de 08/1929-4

-Il-I-l-I-I-I-I-I-I-IH-l--l-I-ll-I-I-Il-I-I-I-I-I-I-I-I-I-I-I-Ill-I-I-|-I-I-I-I-I-l-ll-l-l-I-I-I+-|H-I-I-I-I-I-I-I-I-I-|
200 210 220 230 240 250

L e,

S

e ———

Habrt st mnal e bt B e e L e
CCTAATCAAGATCGATTATTGGAT ACAAAA """" tmttctgﬂgtt tattctcagattectat ctgagGGgttitic
200 210 230 240 250 260

il All L e e
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Del T en posicion 418 del amplicon infA en 07/4258-2

rol-pbebr bt rre il .ft—--—. 4 I T CNNFFRESHEM NN NN N YN R R
GATTCAAAGGaTTAGGTTTTTetTTTTITTTT Mlc TAGGGTAATAAATTCTAAGT TC TAAAAT T
480 470 480 500 510

M A AN A A A A A b U

-------- Hommmees T'I"I'llll‘l"l']‘ll‘l'l'l’ L Rhl SeEREhbh
aaaa tcaﬂﬂgGattaggt TtetTTTTTTT IIL:tagGGtA
320 330 340 350 350 370

AV Bl Ve

C245T en psbhD de 08/1937-1

VRS NENRNNNINNRNEENRNNEE -lI-I-I-I-Cﬁ SUNIRNRNNNE I PRI N RN EY
TTGTAATTTCTTAACCGCAGCAGTTTC TACCCE|TGCCAATAGTT TAGCACACTCTTTGTTGCTA
110 120 130 140 150 180 1

ot R et

HH- HIH-I-I-I-I-I-HHHI-I-I-I- S

eRIRNANNENINEAS NN -I-I-I-I-IHII
SITTGTAATTTCTTAACCGCAGC TCT ACCClII GCCAATAGTTTAGCACACTCT TGCTAC
110 120 130 140 150 160 17

Figura 1.8. Electroferogramas mostrando cambios moleculares en heteroplasmia. El electroferograma
superior de cada par corresponde a la secuencia de la linea salvaje y el inferior a la secuencia de la plantula
cpm mutante. En azul se resaltan las posiciones polimorficas.
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Nimero de Nimero de Indels de Indels Transiciones | Transversiones
plantulas eventos lo2pb grandes

mutacionales

Tabla 1.4. Cambios moleculares y eventos mutacionales por familia com.

| Genes | | GrupoA | | GrupoB | | Total
3 Fr4

F, F,l F2 F

=

2
rps2
ps3
rps7

3rps12

rpsl16
rps18
rpl2

psbC

cf:
rbcl

matk
165 RNA
235 RNA
tRNA His
Total 18

=

1
0
0
1
2
2
1
1
psaB 0
1
1
1
1
1
2
0
2
1
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W R W W RERRRNNOORRN@R

w
B

Tabla 1.5. Cambios moleculares en regiones génicas por familia com.
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Teniendo en cuenta que se analizaron 42.466 pb y que se identificaron 16 sustituciones luego de
analizar 107 plantulas del grupo A, en las cuales actué el com en promedio durante 14.5
generaciones, se determind que la tasa de sustitucion por base y generacién para el grupo A es
2.45 x 10”. De igual manera, se analizaron 77 plantulas del grupo B que estuvo bajo el accionar del
cpm durante 5 generaciones y se identificaron 16 sustituciones, por lo tanto, la tasa de sustitucion
por base y generacidn para el grupo B es de 9.79 x 10”. La tasa de sustitucién por base y
generacion se calculé aplicando la siguiente formula: nidmero de sustituciones / (nimero de
plantulas x 42.466 x nimero de generaciones bajo el accionar de com).

Como se menciond anteriormente, se decidié realizar el analisis de los resultados del gen rp/23 por
separado debido a la particularidad de sus digestiones. Se obtuvieron digestiones indicando la
existencia de cambios moleculares en 62 plantulas com, una cantidad muy superior a la observada
para el resto de los amplicones y/o genes. Fue el Unico gen que presentd digestiones en plantulas
pertenecientes a las 6 familias. Fue el Unico gen en brindar digestiones con tres pares de bandas
que se presentaron en diferentes combinaciones para diferentes plantulas (fig. 1.9). La
secuenciacién del amplicén rpl2 en una plantula ¢com que daba los tres pares de bandas de
digestidn, determind la existencia de cinco polimorfismos en el gen rp/23 respecto de la secuencia
salvaje. Esto representa una cantidad de polimorfismos superior a lo que en general se obtuvo
para el resto de los genes, solo siendo comparable con los cinco polimorfismos del gen rps16 que
se encontraron en cinco pldntulas diferentes. Los cambios moleculares en el gen rp/23 fueron
cuatro sustituciones y una delecién: G115T, G118A, T132A, DellG 133 y A203G. En el capitulo dos
se desarrollard de manera particular el analisis de la variabilidad encontrada en el gen rp/23 para
cada una de estas 62 plantulas com.

1 2 3 4 5 6 7 8 910 1112 131415 1617 18 19 20 M

s

4

wd 500 pb*
-4
-4

Figura 1.9. Digestiones con CJE del amplicdn rpl2 en geles de poliacrilamida no desnaturalizantes al 3%. Las
bandas de digestion se indican con flechas. Diferentes plantulas com muestran diferentes patrones de
digestion porque portan diferentes combinaciones de polimorfismos en el gen rp/23: las plantulas de las
calles 15 y 16 portan el cambio A203G. La plantula de la calle 9 porta los cambios G115T, G118A, T132Ay
Dell1G 133. Las plantulas de las calles 3 y 4 portan el cambio de las plantulas de las calles 15 y 16 junto con
los cuatro cambios de la plantula de la calle 9. °Las muestras corren mas lento que el marcador de peso
molecular (M) probablemente debido a componentes de la mezcla para la digestion con CJE.
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Anadlisis in silico de la existencia en los genomas nuclear y mitocondrial de cebada de
secuencias homologas a los amplicones estudiados

Debido a la existencia de porciones del plastoma insertadas en los genomas del nucleo (nupts) y
de las mitocondrias (mipts), se analizd la probabilidad de que estos genomas actuaran como
molde durante la PCR del cpTILLING en lugar del plastoma. Esto generaria resultados erréneos al
detectar polimorfismos que no estarian originados por el com. Para esto se realizd mediante
blastn, la busqueda de la secuencia completa de cada uno de los amplicones en los cromosomas
de cebada y en su genoma mitocondrial.

El andlisis de las secuencias de ADN de los siete cromosomas de cebada mediante blastn identificé
la presencia de secuencias homodlogas (nupts) a las del plastoma. Sin embargo, la longitud de estos
nupts siempre fue menor que el tamafio de los amplicones. En la tabla 1.6 se muestran los datos
de los alineamientos con longitudes superiores a 500 pb entre secuencias de los amplicones y los
nupts de cebada.

El analisis de la secuencia del genoma de la mitocondria de cebada también demostrd la presencia
de secuencias homodlogas (mipts) a las secuencias de los amplicones del plastoma y al igual que
sucedid con los nupts, los alineamientos tuvieron una longitud inferior al tamafio de los
amplicones en la mayoria de los casos. Se identificaron cuatro amplicones, psaA 2°, psaB 1°, psaB
2° y rpsl4, en donde la longitud de los alineamientos fue igual al tamafio de los amplicones. En la
tabla 1.7 se muestran los datos de estos alineamientos. Por un lado, se debe decir que no se
detectaron cambios moleculares en el amplicon psaB 1° por cpTILLING. Por otro lado, mediante la
secuenciacién de los otros tres amplicones se determind que estas secuencias coinciden
exactamente con la versién del amplicon contenida en el plastoma. Como se puede apreciar en las
columnas mismatches y gaps de la tabla 1.7, existirian polimorfismos entre la secuencia contenida
en el genoma de la mitocondria y la secuencia contenida en el plastoma que permitirian
diferenciarlas e identificar su origen.
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" ) Posicion de Posicion de Posicion de . )
Tamaiio del | Longuitud del ) . . Posicion de fin
i R ) ) . comienzo de finde comienzo de . i
Cromosoma| Amplicon | amplicon | alineamiento | % Matches |Mismatches Gaps . . ) . . . de alineamiento| e-value
alineamiento [ alineamiento | alineamiento
(pb) (pb) . . en cromosoma
en amplicon | en amplicon |en cromosoma

psbD 986 738 92.28 51 5 1 736 149955905 149955172 0.0

ps19 1974 521 95.20 24 1 584 1104 478318827 478318308 0.0

3 721 92.65 50 3 67 786 447111455 447110737 0.0
rps7 1356 532 87.41 57 7 255 780 369426124 369426651 2,00E-170

infA 982 575 89.22 51 8 1 569 253322110 253321541 0.0

4 235 1° 977 663 89.44 66 3 313 975 263819965 263819307 0.0
rps7 1356 549 87.98 32 20 756 1299 415858944 415858425 7,00E-175

rpl33 1085 844 100.00 0 0 242 1085 10222755 10223598 0.0

5 rps18 1118 821 99.88 1 0 1 821 10223403 10224223 0.0

ccsA 1492 803 99.88 1 0 224 1026 10226498 10227300 0.0

infA 982 627 92.03 40 7 1 627 335193309 335192693 0.0

165 1° 1062 711 90.44 67 1 110 820 358054625 358055334 0.0

6 clpP 1077 534 91.01 45 3 1 532 210943674 210944206 0.0

psbC 1370 833 94.24 47 1 501 1333 290807286 290806455 0.0

23S 3° 1031 563 95.03 26 1 219 779 173604534 173605096 0.0

rpl16 1521 610 95.57 20 5 145 753 264876189 264875586 0.0

yef3 1° 1264 563 93.25 27 6 423 979 330047255 330047812 0.0

506 94.47 21 4 241 740 169724072 169723568 0.0

ycf32° 1176 1024 91.41 80 7 78 1099 298005090 298004073 0.0

7 psaA 2° 1032 578 94.64 29 2 249 825 284597248 284597824 0.0

psaB 2° 1010 608 94.74 30 2 403 1010 281636944 281636339 0.0

psbC 1370 585 91.79 45 3 787 1370 146958924 146958342 0.0

rpsla 1207 842 89.90 39 22 1 810 273662406 273663233 0.0

rps4 1326 534 88.58 41 10 772 1304 425946193 425946707 0.0

Tabla 1.6. Datos de los alineamientos con longitudes superiores a 500 pb de las secuencias de los amplicones ensayados en el cpTILLING y las secuencias de los

cromosomas de cebada. En la mayoria de los casos, el alineamiento no comienza en la posicién uno del amplicon (su primera base), ni termina en la dltima

posicién (su ultima base) y en los pocos casos en que esto si ocurre, la longitud del alineamiento es menor que el tamafo del amplicén.
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L. L. Posicion de | Posicion de
- ) Posicion de Posicion de . .
Tamaiio del| Longuitud del comienzo de fin de comienzo de finde
Amplicon [ amplicon | alineamiento | % Matches |Mismatches Gaps . . . R alineamiento [alineamiento | e-value
alineamiento | alineamiento
(pb) (pb) ) ) engenoma | engenoma
en amplicon | en amplicon . . . .
mitocondrial | mitocondrial
psaA 2° 1032 1032 99.42 6 0 1 1032 135018 136049 0.0
1032 99.42 6 0 1 1032 304485 305516 0.0
o 1267 99.53 6 0 1 1267 133639 134905 0.0
psaB 1 1267
1267 99.53 6 0 1 1267 303106 304372 0.0
psaB 2° 1010 1010 99.31 7 0 1 1010 132797 133806 0.0
1010 99.31 7 0 1 1010 302264 303273 0.0
1239 94.59 22 22 1 1207 131613 132838 0.0
rpsl4 1207
1239 94.59 22 22 1 1207 301080 302305 0.0

Tabla 1.7. Datos de los alineamientos de las secuencias de los cuatro amplicones del cpTILLING con secuencias de la mitocondria de cebada en donde la

longitud de los alineamientos fue igual al tamafio de los amplicones.
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DISCUSION

cpTILLING como estrategia para la deteccién de cambios moleculares en el plastoma de
cebada

La implementacién de una metodologia de genética reversa del tipo TILLING (McCallum et al.,
2000) adaptada al genoma de los cloroplastos permitié la identificacién de cambios moleculares a
nivel del plastoma de plantulas que portaron el mutador com en estado activo durante diferente
numero de generaciones. La identificacion de los cambios moleculares permitié corroborar la
actividad mutagénica del com y conocer mejor el espectro de las mutaciones que este mutador
induce. Por otro lado, en esta tesis se presenta por primera vez el uso de este tipo de estrategia de
genética reversa para la deteccidn de cambios moleculares provenientes del accionar de un gen
mutador del plastoma.

Debido a que el TILLING puede llevarse a cabo con pequeiias muestras de tejido, el cpTILLING
permitid el andlisis de las hojas de las plantulas de unas pocas semanas que se utilizaron en esta
tesis. Se considerd que el andlisis de poblaciones con muchas generaciones de autofecundacién
portando el gen cpm, aumentaria la probabilidad de detectar a los cambios moleculares inducidos
por cpom. Por un lado, un mayor nimero de generaciones bajo el accionar del com aseguraria una
mayor acumulacion de mutaciones inducidas. Por otro lado, la eleccién de poblaciones com que
atravesaron muchas generaciones de autofecundacién favoreceria que aquellos cambios
moleculares que se generaron en las primeras generaciones, se encuentren en homoplasmia o en
una situacién cercana a la de un polimorfismo en homoplasmia. Esto entonces permitiria que al
mezclar en partes iguales cada uno de estos ADNs con el ADN salvaje para su posterior
amplificacidn y digestidn, los cambios moleculares se encuentren en una relacién cercana a la
ideal de partes iguales para su correcta deteccidn. Ademas, también se identificarian aquellos
cambios en heteroplasmia que aun luego de mezclar sus ADNs con el ADN salvaje, se encuentren
en una relacién tal que su digestidn se siga detectando en los geles de poliacrilamida. De todas
formas, debido a que una vez que una mutacion ocurre el crecimiento del sector mutante es lento
y menos predecible que en el caso de una mutacidn ubicada en el nucleo (Kirk and Tilney-Bassett,
1978; Birky, 2001; Prina et al., 2012a, 2012b), no se puede asegurar la deteccién de todas las
variantes polimérficas presentes en los plastomas de las plantulas com analizadas.

En relacién a la aparicién de mutaciones espontaneas en el plastoma, es de destacar que todos los
polimorfismos que se identificaron en este estudio de cpTILLING se ubicaron en ADNs de plantulas
cpm, ninguno en el ADN de la linea salvaje. Las plantulas pertenecientes a la linea salvaje
atravesaron muchas mas generaciones de autofecundacion que las plantulas com. De hecho, estas
plantulas provienen de un genotipo que ya habia atravesado muchas generaciones de
autofecundacién cuando fue mutagenizado para luego aislar la mutante com. Luego, este genotipo
madre fue multiplicado por autopolinizacién en paralelo con las familias com analizadas. Por otro
lado, en este material salvaje tampoco se observaron evidencias fenotipicas de cambios
mutacionales en el plastoma, tal como la presencia de deficiencias clorofilicas y/o de cambios
morfoldgicos conspicuos.
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El plastoma como genoma molde: Analisis de la existencia en los genomas nuclear y
mitocondrial de cebada de secuencias homdlogas a las secuencias de los amplicones
analizados

El estudio mediante blastn de las secuencias de los cromosomas del genoma nuclear y del genoma
mitocondrial de H. vulgare permitié el analisis de la existencia de la secuencia de los amplicones
ensayados en el cpTILLING en dichos genomas. Esto permitid el andlisis de la factibilidad de que la
amplificacién se haya realizado usando al genoma de los cloroplastos como Unico genoma molde.
El hecho de que al alinear la secuencia de los amplicones con las secuencias de los siete
cromosomas del genoma nuclear, solamente se hayan obtenidos longitudes de alineamientos
inferiores a los tamanos de todos los amplicones, indicaria la ausencia de amplificacion de las
porciones del genoma del cloroplasto que existen en el genoma nuclear, las llamadas nupts.

Por otra parte, si bien al analizar el genoma de las mitocondrias se detectaron alineamientos con
longitudes iguales al tamafio de cuatro de los amplicones ensayados, cabe destacar que la
secuencia de estos cuatro amplicones coincidid exactamente con la secuencia presente en el
plastoma. Esto indicaria, la ausencia de la amplificacion de las versiones de los amplicones
contenidas en el genoma de las mitocondrias y por lo tanto, que la variabilidad detectada en estos
amplicones seria la existente en el plastoma de las plantulas com y no la que pudiera existir en la
version ubicada en el genoma de las mitocondrias, las llamadas mipts.

Espectro de las mutaciones inducidas por com identificadas mediante cpTILLING

En coincidencia con los resultados previos obtenidos mediante el estudio de mutantes clorofilicas
derivadas de cpm (Rios et al., 2003; Landau et al., 2007, 2009, 2011), los cambios moleculares
identificados en el analisis de las plantulas com mediante cpTILLING fueron principalmente del tipo
puntual. Cuarenta y uno de los 45 cambios moleculares fueron sustituciones o indels de una o dos
bases y solo cuatro cambios excedieron las dos bases (Tabla 1.4). Si bien la técnica de TILLING
permite la deteccién de cambios puntuales y no de grandes rearreglos en las secuencias del ADN
como la haria southern blot, en este analisis la digestiéon con CJE permitié también la deteccion de
cuatro indels de un tamafio de las decenas de pares de bases y en tres de estos casos se supero el
tamafio del indel mds largo detectado en ensayos de TILLING realizados sobre genomas nucleares
(Comai et al., 2004). El analisis y la discusion sobre los indels grandes identificados se desarrollaran
por separado en el capitulo tres.

Los polimorfismos respecto de la linea salvaje se ubicaron en varias de las regiones analizadas en
el plastoma de plantulas cpm, tanto de las LSC y SSC como de las IRs. Por otro lado, se encontraron
polimorfismos tanto en regiones génicas codificantes de proteinas, de ARNs ribosomales y de
transferencia, como asi también en regiones intergénicas.
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Sin considerar los polimorfismos en el gen rp/23, se identificaron polimorfismos en 18 genes (Tabla
1.5). Estos genes tienen funciones variadas pertenecientes a los tres grupos de funciones en que
se clasificaron a los genes del plastoma que se analizaron (ver materiales y métodos). Algunos
genes como rbcl, rpl23 y 23sRNA son de suma importancia para la supervivencia de las plantas. El
gen mas frecuentemente afectado fue rps16 con cinco polimorfismos diferentes respecto del gen
salvaje. Todos los polimorfismos se ubicaron en su intrén, un resultado que es consistente con el
hecho de que este intron es utilizado en estudios filogenéticos dado su potencial para la
variabilidad (Downie y Katz-Downie, 1999).

Debido a la particular situacién obtenida para los polimorfismos identificados en el gen rp/23 en
relacién a la cantidad de plantulas afectadas y a las combinaciones en que estos fueron hallados,
es dificil explicar su origen en términos de mutaciones puntuales y se considera mas probable que
esta variabilidad se deba a otro mecanismo como por ejemplo, la recombinaciéon del ADN. La
recombinacién es un mecanismo de conservacion de la integridad del genoma muy activo en los
cloroplastos (Marechal y Brisson, 2010). Por este motivo, los polimorfismos en el gen rp/23 se
analizaron independientemente del resto de los polimorfismos detallados en este capitulo y la
discusién sobre esta variabilidad se realizara en el capitulo dos.

En relacion al espectro de los cambios puntuales inducidos en los plastomas de las plantulas com
se puede concluir que la mayoria (32) corresponde a sustituciones principalmente del tipo
transiciones y en menor medida (nueve) a indels de una o dos bases en microsatélites. Los nueve
indels de una o dos bases se ubicaron en repeticiones de nueve o 10 mononucleétidos, las cuales
representan el tipo predominante de microsatélites en el genoma de los cloroplastos
(Rajendrakumar et al., 2002). La produccién de indels en microsatélites constituye lo que se
conoce como inestabilidad de microsatélites. Por otra parte, 11 de las 32 sustituciones se ubicaron
también en repeticiones de mononucledtidos de tamafio inferior a las nueve o 10 bases de
longitud. Estos resultados muestran que las repeticiones de mononucleétidos son sitios de
inestabilidad en los plastomas cpm y sugieren que la proteina cuyo funcionamiento se encuentra
afectado en esta linea, esta altamente especializada en corregir este tipo de mutaciones.

El nUmero de cambios moleculares puntuales en las regiones LSC y SSC casi cuadriplicé al nimero
de cambios en las IRs, sin embargo se debe tener en cuenta que se analizo casi el doble de pares
de bases en las regiones LSC y SSC que en las IRs. Las sustituciones se ubicaron tanto en regiones
génicas como intergénicas, ya sea de las IRs como de las regiones de simple copia en ambos
grupos de plantulas A y B. La frecuencia de sustituciones en regiones génicas considerando la
totalidad de las bases analizadas (bases de los amplicones multiplicado por el nimero de plantas
de cada grupo), fue similiar entre las regiones de copia simple (LSC y SSC) y las regiones IRs en
ambos grupos A y B. Por otro lado, no se detectaron indels de una o dos bases ni sustituciones en
las regiones intergénicas de las IRs en ninguno de los grupos A y B. Tampoco se identificaron indels
de una o dos bases en las regiones génicas de las IRs en ninguno de los dos grupos. Estos
resultados coinciden con la determinacidn de una menor frecuencia de sustituciones e indels en
regiones intergénicas ubicadas en las IRs respecto de las ubicadas en regiones de copia simple,
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obtenida en estudios evolutivos mediante la comparacidn de plastomas completos de azucar, maiz
y arroz (Yamane et al., 2006).

Mediante la estimacion del estado de homoplasmia o heteroplasmia de los polimorfismos
identificados en funcién de la observacién de los picos en los electroferogramas se determind que
la mayoria de los cambios moleculares en ambos grupos se encuentran en homoplasmia. Este
resultado es de esperar si se considera que se estdn analizando poblaciones que poseen muchas
generaciones de autofecundacion, lo que permite la segregacion de los plastomas mutantes. Es
importante aclarar que si bien la determinacion del estado de homoplasmia o heteroplasmia de
los polimorfismos mediante la observacion de picos simples o dobles en los electroferogramas no
brinda seguridad absoluta de dichos estados, se lo consideré como una buena aproximacion y de
facil aplicacion en el gran nimero de plantulas portadoras de polimorfismos que se identificaron
en este ensayo. Cabe recordar que siempre se compard con el electroferograma de la linea
salvaje, considerandose como polimdrficas las posiciones que mostraron picos diferentes Unicos o
dobles solamente en el electroferograma de la plantula mutante. Por otro lado, las reacciones de
secuenciacién se realizaron siempre con los cebadores forward y reverse buscando confirmar el
cambio en la secuencia desde los dos extremos. Por ultimo, se debe destacar que en los casos de
sustituciones en heteroplasmia, la secuenciacidn se realizé al menos dos veces para confirmar este
resultado.

Como un ejemplo del uso de la secuenciacién en la determinacidn del estado de homoplasmia o
heteroplasmia, se puede citar el trabajo realizado por Massouh y colaboradores (2016) sobre
mutaciones de longitud (indels) de pocas bases en el plastoma. En este trabajo se determind el
estado homopldsmico de las mutaciones espontaneas que se identificaron en los tejidos de
Oenothera mediante secuenciacion masiva (NGS). Si bien en la secuenciacién masiva, una misma
posicion en la secuencia del ADN es leida un mayor nimero de veces que mediante la
secuenciacién de Sanger, esta ultima implica también el analisis de muchas moléculas de ADN
derivadas de los plastomas existentes en las plantulas analizadas. Por este motivo, se cree que
también serviria para identificar a los cambios presentes en heteroplasmia. Este hecho es bien
evidente en el caso de un indel en heteroplasmia, en donde la repeticidon de picos dobles desde la
posicién en que se produce la insercion o la delecidn, identifica inequivocamente la existencia del
indel. La identificacion de las sustituciones de una base en heteroplasmia es menos segura, por
este motivo, se decidié secuenciar dos veces a los amplicones que tuvieron sustituciones en
heteroplasmia.

Posibles causas de los cambios puntuales identificados en los plastomas com

Los resultados obtenidos soportan la hipdtesis original sobre el mal funcionamiento de una
proteina codificada en el nucleo responsable del mantenimiento de la integridad del ADN del
cloroplasto (Prina, 1992). La naturaleza recesiva del fenotipo cpm indica que el gen afectado
corresponde a alguno relacionado con la reparacién del ADN (Hasting et al., 1976). La mayoria de
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los cambios moleculares identificados por cpTILLING fueron puntuales y correspondieron a
sustituciones e indels en microsatélites. Estos cambios puntuales podrian ser el producto de los
errores cometidos por la ADN polimerasa durante la replicacién del plastoma y de la ausencia de la
reparacion de los apareamientos incorrectos que esto produciria en el ADN del cloroplasto. De
esta manera, el espectro mutacional de los cambios moleculares puntuales identificados en esta
tesis sugiere fuertemente que el gen afectado en las plantulas com se encontraria involucrado en
el sistema de reparacion del ADN del tipo mismatch repair del cloroplasto. Esto se cree asi ya que
segun estudios realizados sobre el mantenimiento del genoma de bacterias y del genoma nuclear
en eucariotas se sabe que el sistema de mismatch repair actia durante la replicacion del ADN para
remover los errores cometidos por la polimerasa debido a la incorporacién equivocada de
nucleétidos (Chakraborty y Alani, 2016). La falla en este sistema de reparacién se traduce en un
aumento de las sustituciones, tal como se determind que ocurre en el plastoma cpm. Por otro
lado, estd ampliamente aceptado que un incremento en los indels ubicados en repeticiones de
mononucleétidos o inestabilidad de microsatélites, es un indicador tipico de la falla en el
funcionamiento del sistema de reparacion del ADN del tipo mismatch repair (Thibodeau et al.,
1993; Vaish y Mittal, 2002) y como se dijo antes, se detectaron varios casos de inestabilidad de
microsatélites en el plastoma de las plantulas com.

Pocos son los casos en la bibliografia de mutadores que originan mutantes de herencia
citoplasmica y en donde se conocen los cambios moleculares que se producen a nivel del
plastoma. Uno de ellos corresponde al mutador del plastoma de Oenothera, en donde aun se
desconoce el gen nuclear afectado. Esta mutante corresponde a uno de los pocos genotipos
mutadores reportados como inductores de un amplio espectro de mutantes de herencia
citoplasmica en dicotiledéneas (Epp, 1973). Si bien, tal como se observd en cpm, en esta mutante
se reportd la existencia de algunos cambios puntuales en el plastoma, los principales cambios
reportados corresponden al incremento de indels en regiones del plastoma con repeticiones en
tandem (Stoike y Sears, 1998).

Existe un mutador inductor de un amplio espectro de mutantes de herencia citopldsmica en A.
thaliana. El gen nuclear afectado en esta mutante resultd ser homoélogo del gen MUTS de E. coli, el
cual estd involucrado en el sistema de reparacion de mismatch repair y por lo tanto, fue
renombrado como MSH1 (Abdelnoor et al., 2003). Se determind que fallas en el funcionamiento
de la proteina codificada por mshl causan variaciones en el genoma mitocondrial (Martinez-
Zapater et al., 1992; Sakamoto et al., 1996; Abdelnoor et al., 2003). Luego se determind en esta
mutante, una baja frecuencia de re-arreglos del ADN del plastoma que estarian mediados por
recombinacién (Xu et al., 2011). La mutante msh1 de A. thaliana se diferencia de com por el rapido
sorting out o segregacion de los clones mutantes que fue inferido basado en la variegacion de las
hojas y la usual presencia de plantas con hojas deformadas y altos niveles de esterilidad (Redei,
1973; Sakamoto et al., 1996).

En funcién de que el gen MSH1 pertenece al sistema de reparacion de mismatch repair y que
actua en cloroplastos y mitocondrias, el gen MSH1 de cebada pareceria ser un buen candidato a
ser el gen afectado en cpm. El analisis realizado mediante el cpTILLING en cpm sugiere el mal
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funcionamiento de alguna proteina involucrada en el sistema mismatch repair que actua sobre el
plastoma. Es necesario realizar un estudio sobre las consecuencias de las fallas en este gen sobre
la integridad del genoma de las mitocondrias y asi determinar si la proteina CPM también tiene
doble direccionamiento y por lo tanto también afecta al genoma de las mitocondrias, tal como
ocurre con la proteina codificada por el gen MSH1 de A. thaliana.

cpm como herramienta de generacion de variabilidad en el plastoma de cebada

A través de una estrategia de TILLING dirigido al plastoma fue posible demostrar que las plantulas
cpm portan numerosos cambios moleculares en el plastoma, principalmente mutaciones
puntuales y que estuvieron distribuidas a lo largo de la mayor parte de las secuencias analizadas.
La naturaleza sutil del impacto a nivel molecular de la mayoria de las mutaciones inducidas por el
cpm podrian ser de gran utilidad para obtener series alélicas que pudieran incluir alelos vitales y
constituye una alternativa a los clasicos knock-outs utilizados en el estudio de la funcionalidad de
los genes. En este sentido, se debe decir que los avances en el estudio de la funcionalidad de los
genes del plastoma basados en mutaciones son escasos (Greiner, 2012), mientras que la mayor
parte del conocimiento sobre funciones de los genes del plastoma provienen de estudios de
genética reversa basados en knock-outs de genes (Rochaix, 1997; Rochaix, 2003; Leister, 2003; Day
2012). Es importante remarcar la deteccién en las plantulas com de mutaciones en genes
esenciales como matK y genes de proteinas ribosomales para los cuales no existe ningun knock-
out (Scharff y Bock, 2014). Genotipos genéticamente inestables como el com pueden ser una
alternativa de mayor eficiencia que la mutagénesis artificial para expandir la tan escasa
variabilidad natural e incluso inducida del plastoma (Kirk and Tilney-Basset 1978; Borner y Sears
1986; Gressel y Levy, 2010; Greiner, 2012; Prina et al., 2012b). En el caso particular del com, este
genotipo mutador se puede utilizar para la induccién de mutaciones y luego es posible eliminar la
inestabilidad genética que este genera mediante el cruzamiento con una planta salvaje. De esta
manera se pueden obtener lineas mutantes estabilizadas con nueva variabilidad. Esta variabilidad
puede luego ser utilizada tanto en investigacion como en mejoramiento genético clasico y/o en
biotecnologia y puede ser utilizada tanto en experimentos de seleccién directa (Rios et al., 2003)
como aplicando una adecuada estrategia de genética reversa como la del TILLING o la de
secuenciaciéon masiva.

Por otro lado, la investigacién del com puede contribuir a aumentar el limitado conocimiento
sobre mecanismos de reparacién del ADN que mantienen la integridad del genoma de las
organelas de las plantas (Rowan et al., 2010; Ruhlman y Jansen, 2014). Por ultimo, es de destacar
gue mutadores de genomas de las organelas como el com podrian jugar un importante rol en la
evolucién de las plantas (Gressel y Levy, 2010), especialmente en lo que se refiere a las estrategias
que las plantas desarrollan para su adaptacién a los ambientes estresantes.
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CONCLUSIONES

La adaptacion de la técnica de TILLING al estudio del genoma de los cloroplastos resulté ser
efectiva para la identificacion de cambios moleculares en el plastoma en poblaciones cpm con
varias generaciones de autofecundacion.

Los cambios moleculares estuvieron distribuidos a lo largo de las diferentes regiones del plastoma
y afectaron tanto a regiones génicas codificantes de proteinas, proteinas ribosomales y ARNs
ribosomales y de transferencia, como asi también a regiones intergénicas.

Los cambios moleculares fueron principalmente transiciones y también indels de una o dos bases
en repeticiones de mononucleétidos (inestabilidad de microsatélites) y en menor medida indels de
mayor tamafio.

Tanto la inestabilidad de microsatélites como la aparicién de sustituciones en el plastoma com
sugeririan el mal funcionamiento de una proteina codificada por un gen involucrado en el sistema
de reparacion del ADN del tipo mismatch repair direccionada al cloroplasto. Debido a la falla en
este sistema no se corregirian los nucledtidos incorporados incorrectamente por la ADN
polimerasa durante la replicacién del ADN del plastoma.

La naturaleza sutil de la mayoria de los cambios moleculares que causa el com en el plastoma,
permitiria la generacidn de variantes alélicas con funcionalidad residual de aplicacién en gendmica
funcional y/o en mejoramiento genético.
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CAPITULO 2
Analisis del gen

y del pseudogen rpl23
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INTRODUCCION

El gen rp/23 tiene un tamafio de 283 pb y codifica a la proteina ortéloga a la proteina ribosomal
L23 de E. coli. En cebada RpL23 forma parte estructural de los ribosomas de los cloroplastos. Este
gen se localiza en las repeticiones invertidas del plastoma de la cebada, por lo tanto, se encuentra
como doble copia en ese genoma. En el genoma de las gramineas también existe una versién no
funcional de este gen, es decir un pseudogen, ubicado en la regién de la copia simple grande (LSC)
comprendida entre los genes psal y rbcL. La regidon que contiene al pseudogen se definié como un
hotspot de variabilidad (Ogihara et al., 1988; Ogihara et al., 1991; Ogihara y Osawa, 2002) por la
alta frecuencia de mutaciones de longitud entre las diferentes especies dentro de las gramineas.
Por otro lado, debido a que se determind una menor tasa de cambios moleculares en la region de
este hotspot en la que se ubica el pseudogen rp/23 respecto de la regién que lo rodea, se postuld
el posible mantenimiento de la secuencia del pseudogen mediante recombinacién con la
secuencia del gen rp/23 en trigo y en maiz (Bowman et al., 1988; Ogihara et al., 1991; Morton y
Clegg, 1993).

Debido a que la variabilidad que se identificé en el gen rp/23 presenta caracteristicas que la
distinguen de la variabilidad identificada en el resto de las regiones del plastoma, tanto por el
numero de plantas afectadas como por el nimero de polimorfismos involucrados, y debido a que
en otras especies de gramineas el pseudogen rp/23 podria mantener su secuencia por
recombinacién con la secuencia del gen, se decidié hacer el andlisis de estos dos loci de manera
independiente en este capitulo de tesis. Esto se hizo con el objeto de identificar el mecanismo
existente detras de esta variabilidad tan particular. En este capitulo se profundiza el analisis en
cada una de las 62 plantulas con combinaciones de polimorfismos en el gen rp/23 y se analiza la
existencia de cambios moleculares en el pseudogen rp/23 de las plantulas com. Por otro lado, se
analizan también el gen y el psuedogen rp/23 en una poblacién control.

OBJETIVOS PARTICULARES

Profundizar el analisis de la variabilidad en el gen rp/23 de las plantulas com. Analizar el gen rp/23
en una poblacién control.

Analizar la existencia de variabilidad en el pseudogen rp/23 de las plantulas com y de plantulas
control.

Analizar las posibles consecuencias de los cambios moleculares en el gen rpl/23.
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MATERIALES Y METODOS
Material Vegetal

El material experimental consistié de las 184 plantulas com analizadas en el capitulo uno y entre
las que se encuentran las 62 plantulas en las que se observaron cambios moleculares en el gen
rpl23 contenido en el amplicén rpl2.

Por otro lado, se analizaron pldntulas salvajes pertenecientes a dos grupos control diferentes. El
grupo uno consistié en 20 plantulas que provienen de diferentes familias derivadas del mismo
genotipo parental a partir del cual la mutante com se aislé luego de un tratamiento mutagénico. El
grupo dos consistiéd en 20 plantulas que representan una amplia gama de genotipos de cebada,
gue incluyen cultivares comerciales, tanto para malteria como forrajeros, y también genotipos no
comerciales. En el ANEXO Il se listan las 40 plantulas control analizadas.

Por ultimo, se analizaron algunas progenies de plantulas com pertenecientes a familias que
ademas de segregar polimorfismos en rpl23, segregaron plantulas albinas o striata-albina
conjuntamente con fenotipos verdes normales.

Todas las plantulas crecieron en el invernaculo para su observacion en la etapa de segunda hojay
para la toma de muestra de hojas, y luego se trasplantaron a jaula de cria para observacion hasta
su madurez y obtencidn de semillas que se cosecharon por planta individual.

Extraccion de ADN

La extraccion de ADN se realizé tal como se describid en el capitulo uno.

Anidlisis del gen y del pseudogen rp/23 mediante digestiones con CJE

Sobre todas aquellas plantulas que dieron digestion del amplicén rpl2, se realizé la amplificacién y
digestion con CJE del amplicdn rpl23. Los cebadores utilizados para obtener el amplicon rpl23
fueron: rpl23F 5 -ATGGATGGAATCAAATACGCA-3" y rpl2F 5-CACTTGCTGCCGTTACTCAA-3". El
amplicdn rpl23 también contiene al gen rpl23. El cebador rpl23F se ubica al comienzo del gen rp/23
y en combinacidn con el cebador rpl2F permite la amplificacién de las dos copias del gen ubicadas
una en cada IR. El amplicon rpl23 posee un tamafio de 831 pb. El analisis del amplicon rpl23 se
realizé a partir de la amplificaciéon tanto de la mezcla del ADN de cada una de las plantulas com
con ADN de la linea salvaje, como de la amplificacion proveniente del ADN de cada muestra com
sin mezclar con ADN salvaje. Este andlisis se realizdé a modo de investigar el estado de
homoplasmia o heteroplasmia de los cambios moleculares en el gen mediante las digestiones con
CJE.
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La busqueda de cambios moleculares en el pseudogen rp/23 se hizo sobre las mismas 184
plantulas com en que se analizd el gen rpl23. Se realizd por digestién con CJE del amplicon
pseudogen rpl23 obtenido a partir de la mezcla en partes iguales de los ADN de cada una de las
plantulas com con el ADN de la linea salvaje. Los cebadores usados para la obtencién del amplicén
pseudogen rpl23  fueron: rpl23F 5-ATGGATGGAATCAAATACGCA-3’ y hotspotR
5’-CATCCTCATGGCCTTTCTATCT-3". El cebador rpl23F se ubica al comienzo del pseudogen rp/23. El
amplicon pseudogen rpl23 posee un tamafio de 1126 pb.

Los amplicones rpl23 y pseudogen rpl23 también se utilizaron para analizar la existencia de
cambios moleculares en el gen y el pseudogen rpl23 de las plantulas pertenecientes a los grupos
control. Luego de corroborar la amplificacién de estas dos regiones en todas las plantulas de los
grupos control, se realizd el analisis mediante la amplificacion de las mezclas de ADN de cada una
de las pldntulas control con los mismos ADNs salvaje que se utilizaron para realizar la mezcla de
ADNSs en las plantulas com y mediante la posterior digestién de los amplicones con CJE.

Los cebadores se disefiaron con el programa Primer3 (v. 4.0.0, http://primer3.ut.ee/) usando la

secuencia del genoma del cloroplasto de la cebada H. vulgare de Genbank (NC_008590.1) como
referencia (fig. 2.1). Las condiciones de la amplificacion por PCR, de las etapas de
desnaturalizacidn, renaturalizacidn lenta y digestidon de los amplicones y las condiciones de la
electroforesis en geles de poliacrilamida se realizaron tal como se detallé en el capitulo anterior y
como estan descriptas en Landau et al., (2016).

2R rpl23F rpl2F

pi23 > | exon 1rpl2 >

amplicones rpl2 y rpl23
plastoma de cebada 12165by 831 pb

136462bp rpl23 F hotspot R

pseudogen rpl23

amplicon pseudogen rpl23

| 1126 pb
i3 F \___ rpi23F

rpl23 pseudogen rpl23
rpl2 F hotspot R

Figura 2. 1. A la izquierda se esquematiza el plastoma de cebada indicando la ubicacién de los genes rp/23
(en verde) y del pseudogen rpl/23 (en rojo) junto con los cebadores usados para sus amplificaciones. A la
derecha se esquematizan los amplicones rpl2, rpl23 y pseudogen rpl23.
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Determinacion de los polimorfismos respecto de la linea salvaje en el gen y pseudogen
rpl23 mediante secuenciacion

Para la identificaciéon de los polimorfismos respecto de la secuencia en la linea salvaje, se
secuenciaron los amplicones gen y pseudogen rpl23 obtenidos a partir del ADN de las plantulas
cpm que dieron digestién con CJE de dichos amplicones. Por otro lado, mediante la observacidn de
un pico unico en las posiciones de los electroferogramas con cambios moleculares se estimé el
estado de homoplasmia de los cambios.

Los ensambles, alineamientos y graficos de las secuencias se realizaron con el programa Vector
NTI 10.0 (Thermo Fisher Scientific Inc, USA).

Extraccion de proteinas de cloroplastos y western blot

Obtencién de las fracciones proteicas solubles y asociadas a membranas a partir de un protocolo

de aislamiento de membranas tilacoides

El método de aislamiento de tilacoides se basé en el descrito por Guiamet et al., (2002) con
algunas modificaciones. Las laminas de la primera hoja de varias pldntulas se cortaron con tijera en
pequefios trozos y luego se machacaron en mortero con 2 ml de buffer de homogenizacién frio (50
mM HEPES pH 7,4, 0,3 M sacarosa, 1 mM EDTA disédico, 5 mM MgCl,, 1% BSA). Luego se filtré el
homogenato a través de una capa de Miracloth (Calbiochem) y el contenido se dispuso en tubos
en hielo. Se centrifugd a 3.000g durante 5 minutos a 4°C. Se separé y guardd el sobrenadante
conteniendo la fraccién proteica soluble a -70°C y se resuspendieron los precipitados conteniendo
la fraccidn proteica asociada a membranas tilacoides con 750 pl de buffer de lavado (10 mM
HEPES pH 7,4, 5 mM sacarosa, 5 mM MgCl2). Se centrifugd a 3.000g durante 5 minutos a 4°C. Se
volcd el sobrenadante y se resuspendieron los precipitados en 100 pl de buffer de
almacenamiento (10 mM HEPES pH 7,4, 5 mM sacarosa, 5 mM MgCl,, 10% glicerol). Los tubos
luego recibieron un shock de nitrégeno liquido y se guardaron a -70 °C.

Cuantificacion del contenido proteico de la fraccidn soluble

La concentracion de proteinas solubles se obtuvo mediante el kit microBCA protein assay (Thermo
Fisher Scientific Inc, USA).

Minigeles de SDS-PAGE

Se sembraron 20 pg de proteinas por cada muestra en geles de poliacrilamida 13% de 0,75 mm.
Los geles de concentracion (“stacking”) y de separacién se prepararon segun Scopes y Smith
(1998). La electroforesis se realizd en una Miniprotean Il (Bio-Rad) a 15 mA constantes por gel en
buffer de corrida 1x (25 mM Tris, 192 mM glicina, 0,1% SDS). Se usé como marcador molecular el
Precision Plus Protein Standards All Blue (Bio-Rad).
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Transferencia de las proteinas a membrana de nitrocelulosa

Los geles se pusieron en contacto con la membrana de nitrocelulosa y rodeados con papel
Whatman. Tanto el gel como la membrana y el papel Whatman fueron previamente colocados en
buffer de transferencia (25 mM Tris, 192 mM glicina, 0,1% SDS, 20% metanol). La transferencia se
realizé en buffer de transferencia en la Miniprotean |l (Bio-Rad) durante 1 h 20 min a 100 V
constantes.

Western blot en plantulas com con polimorfismos en el gen rpl23

Luego de la transferencia a membrana de nitrocelulosa de la fraccion proteica soluble de tilacoides
de hojas de plantulas com, se inmunodetectaron la subunidad grande de rubisco RbcL y la proteina
homoéloga de RecA de E. coli direccionada al cloroplasto (CpRecA) con antisuero de conejo anti
RbcL (Agrisera, Sweden) y antisuero de conejo anti E. coli RecA (Abcam, UK), respectivamente.
Luego del bloqueo de la membrana con leche en polvo descremada durante 1 h, se incubd toda la
noche a 4°C con los anticuerpos primarios, se lavé la membrana con TBS-Tween y se incubd con
anticuerpo secundario (conjugado con HRP) de cabra anti conejo durante 1 h. La inmunodeteccion
se realizd con el sustrato quimio-luminiscente del kit Supersignal west dura extended duration
(Thermo Fisher Scientific Inc, USA) de acuerdo a la descripcién del fabricante.

Analisis in silico de la existencia en los genomas nuclear y mitocondrial de cebada de
secuencias homologas a los amplicones rpl23 y pseudogen rpl23

Se investigd mediante blastn la existencia de la versién completa de los amplicones rpl23 vy
pseudogen rpl23 en los genomas nuclear y mitocondrial. Se utilizéd la secuencia de ambos
amplicones como query y como base de datos se utilizaron las secuencia de cada uno de los 7
cromosomas de cebada H. vulgare sub. vulgare cv. Morex depositada en EnsemblPlants
(ftp://ftp.ensemblgenomes.org/pub/plants/release-35/fasta/hordeum vulgare/dna/) y la

secuencia del genoma mitocondrial de cebada H. vulgare sub. vulgare cv. HarunaNijo depositada
en Genbank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AP017301.1).
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RESULTADOS
Anadlisis de los polimorfismos en el gen rp/23 de plantulas com

Como se describid en el capitulo uno, mediante el andlisis del amplicén rpl2 en 184 plantulas com
se identificaron 62 plantulas que portaban cambios moleculares en el gen rp/23. Esto representé el
34% de las plantulas analizadas. Los cambios moleculares fueron: G115T, G118A, T132A, DellG
133 y A203G, que se encontraron en diferentes combinaciones y dieron diferentes patrones de
digestion con CJE.

Mediante el anadlisis del amplicon rpl23 (fig. 2.2) en estas 62 plantulas cpm, se realizé la
corroboracion de las combinaciones de los polimorfismos o variantes genéticas previamente
detectadas con el amplicdn rpl2. El uso de este nuevo amplicon rpl23 permitié que las diferentes
bandas de digestion se separaran mejor durante la electroforesis en los geles de poliacrilamida y
por lo tanto, fueron diferenciadas mas facilmente respecto de la digestion del amplicén rpl2 (ver
figura 2.3). Ademas, el tamafio de las bandas de digestion correspondia con la posicidon de los
polimorfismos dentro del gen, lo que facilitd la interpretacién de los patrones de digestion y el
analisis de la existencia de cada polimorfismo. Por otro lado, tal como se detalla mas adelante, la
digestion con CJE también se utilizd para el andlisis del estado de homoplasmia y heteroplasmia de
los polimorfismos. Los cambios moleculares estuvieron siempre en combinaciones de tres grupos
de polimorfismos respecto de la secuencia salvaje y se observaron como tres pares de bandas de
digestidon. Los cambios moleculares se ubicaron entonces ligados en tres bloques. Estos se
designaron como bloque A: G115T y G118A, bloque B: T132A y DelG133 y bloque C: A203G. Estos
tres bloques se pueden presentar en siete posibles combinaciones o variantes genéticas respecto
de la secuencia salvaje. Dichas combinaciones se muestran en la figura 2.4.

Los resultados de la identificacién de los cambios moleculares en el gen rp/23 de las 62 plantulas
cpm se muestran en la tabla 2.1, en donde se puede ver que ciertas variantes genéticas fueron
mas frecuentemente observadas que otras. Las variantes genéticas se representaron como
combinaciones de los bloques A, B y C y la secuencia salvaje en dichas posiciones se representd
con +. De esta manera, la variante genética ++C se observd en un total de 36 pldntulas
pertenecientes a las seis familias com que ya fueron descriptas en el capitulo uno. A continuacion
se observé la variante genética ABC que se encontrd en cuatro familias y en nueve plantulas.
Luego se observaron AB+ en dos familias y ocho plantulas, +B+ en tres familias y cinco plantulas,
+BC en dos familias y tres plantulas y A++ en una familia y una plantula. No se identificaron
plantulas portando la variante genética A+C.
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T132A DelG133

amplicones rpl2 y rpl23

1216 pby 831 pb
G115TG118A A203G
rpl2 R rpl23 F rpl2 F
rpl2 R /rplz F
rpl2 R 498- 501 bp 715 - 718 bp rpl2 F
rpl2 R 515 - 516 bp 700- 701 bp rpl2 F
586 bp 630bp
rpl23 F pl2 F
B - 716y
rpl23F115 118bp I 713 - 716 bp rpl2 F
pl23 12138 68- by rpI2F

\» 203bp I | 628bp j

Figura 2.2. Amplicones rpl2 y rpl23 y los cambios moleculares identificados en el gen rp/23.

1000 pb *
698-699; 713-716 pb
628 pb
500 pb *
203 pb 200 pb
132-133 pb
115-118 pb
100 pb®

Figura 2.3. Digestiones con CJE del amplicén rpl23 de 10 plantulas com corridas en geles de poliacrilamida
3% no desnaturalizantes. La primera y segunda calle para cada plantula corresponde a la digestion del
amplicon proveniente del ADN de la misma plantula sola y mezclada con ADN salvaje en relacion 1:1,

respectivamente. Las plantulas tienen diferentes patrones de digestion porque portan diferentes
combinaciones de polimorfismos en diferentes estados de homoplasmia y heteroplasmia. Las bandas de
115-118 pb y 713-716 pb corresponden al bloque A (G115T, G118A). Las bandas de 132-133 pb y 698-699 pb
corresponden al bloque B (T132A, DelG133). Las bandas de 203 pb y 628 pb corresponden al bloque C

(A203G). °Las muestras corren mas lento que el marcador de peso molecular (M) probablemente debido a

los componentes de la mezcla de digestién.
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gen rpl23

I S ) \/3riantes

Genéticas
Bloque A BloqueB Bloque C

I A++

| +B+

| +4C

I | AB+

I | +BC

I | A+C

I | | ABC

Figura 2.4. Representacién de las variantes genéticas potenciales en el gen rp/23.
+ corresponde a la secuencia que normalmente existe en la version salvaje del gen.

Variantes
genéticasenel | A++ | +B+ ++C AB+ | +BC | A+C | ABC
genrpl23

1(1) 25(23) 4(0) 2(0) O 6(1)
0 5(5 0 0 0 1(0)
1(1) 30(28) 4(0) 2(0) O 7(1)

o O O

Grupo B

0 0 2120 0 0 0 0
0 0 0(0) 0 1(1) © 0
0 1(0) 1(0) 4(0) O 0 1(0)
1(0) 3(0) 3(1) O 0 0 1(0)
1(0) 4(0) 6(3) 4(0) 1(1) o0 2(0)

Total _[1(0)] 5(1) |36(31)[8(0)]3(1) [ 0 ]9(1)]

T T LT ] g ,:H
BlW N = ~

cpm analizadas. Entre paréntesis se indica el nimero de plantulas homoplasmicas.

Tabla 2.1. Numero de plantulas con cada una de las variantes genéticas en el gen rp/23 en las seis familias
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Busqueda de cambios moleculares en el pseudogen rpl23 de plantulas com

Se analizé el pseudogen rp/23 mediante la digestion con CJE del amplicon pseudogen rpl23 en las
mismas 184 plantulas com en las que se habia analizado el gen rp/23 (fig. 2.5). Mediante este
analisis se identificaron tres pares de bandas de digestion que se combinaron de diferentes
maneras en diferentes plantulas (fig. 2.6), algo similar a lo hallado para el gen rpl23. La
secuenciacién de los amplicones que dieron origen a las diferentes combinaciones de bandas de
digestion corrobord la amplificacidn de la regidn hotspot del plastoma que contiene al pseudogen
rpl23 y reveld la existencia de cinco cambios moleculares en el pseudogen, lo que también
coincide con lo observado para el gen rpl23. Los tamafos de las bandas de digestién fueron
similares a los obtenidos en las digestiones del gen rp/23 indicando que las distancias entre los
cambios moleculares y el cebador rpl23F son similares entre el gen y el pseudogen.

Los cambios moleculares fueron: T112G, A115G, A129T, InsG130 y G199A. Al igual que para el gen
rpl23, los cambios moleculares se agruparon ligados en tres bloques. Estos se denominaron como,
bloque D: T112G y A115G, bloque E: A129T y InsG130 y bloque F: G199A. Las potenciales
combinaciones de estos bloques dan lugar a siete variantes genéticas respecto de la secuencia
salvaje. Estas combinaciones se muestran en la figura 2.7.

Mediante el analisis de 184 plantulas com se identificaron 125 plantulas con variantes genéticas en
el pseudogen rp/23. Esto representa el 68% de las plantulas analizadas. La mayoria de las plantulas
(84 de 125) que mostraron tener polimorfismos respecto del pseudogen salvaje portaron la
variante genética DEF. Esta variante estuvo presente en las seis familias com. Luego, la variante
genética que se observé con mayor frecuencia fue DE+, que estuvo presente en 39 plantulas. Esto
indica que casi todas las plantulas con cambios moleculares en el pseudogen (123 de 125) tuvieron
solo dos variantes genéticas. Por otro lado, solamente se observaron dos plantulas con la
combinacion D+F. No se observaron plantulas con el resto de las variantes genéticas. El nimero de
plantulas portando las diferentes variantes genéticas en el pseudogen para las diferentes familias
cpm se muestra en la tabla 2.2.
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A129T IhsG130 amplicon pseudogen rpl23

T112GA115G G199A 1126 b
rpl23 F hotspot F
hotspot R

1011 - 1014 bp
hotspot R

996 - 997 bp

hotspot R

927 bp

Figura 2.5. Amplicon pseudogen rpl23 y los cambios moleculares identificados en las plantas com.

1 23456 7 8 M 9 1011121314 15 161718 19 2021 22 2324

996-997; 1011-1014 pb
927 pb 1000 pb *
500 pb *
199 pb
200 pb*
129-130 pb
112-115 pb
100 pb °

Figura 2.6. Digestiones con CJE del amplicdn pseudogen rpl23 de 24 pldntulas com corridas en geles de
poliacrilamida al 3% no desnaturalizantes. Las plantulas muestran diferentes patrones de digestién porque
portan diferentes combinaciones de polimorfismos. Las bandas de 112-115 pb y 1011-1014 pb
corresponden al bloque D (T112G, A115G). Las bandas de 129-130 pb y 996-997 pb corresponden al bloque
E (A129T, InsG130). Las bandas de 199 pb y 927 pb corresponden al bloque F (G199A). Las plantulas de las
calles 9, 12, 19 y 24 no tienen cambios moleculares. °Las muestras corren mas lento que el marcador de
peso molecular (M) probablemente debido a componentes de la mezcla de digestion.
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| | D+F
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Figure 2.7. Representacidn de las variantes genéticas potenciales en el pseudogen rp/23.
+ corresponde a la secuencia que existe en el pseudogen salvaje.

Variantes
genéticasen el
D++ | +E+ | —F +EF | D+F
pseudogen
rpl23

0 0 0 21(13) 0 2(2) 39(28)
O 0O 0 6(4 0 0 1(1)
0 0 0 27(17) 0 2(2) 40(29)

Grupo B

0 7(4 o0 0 7(3)
0 0 0 o 5(1)
. 0 100 0 0 13(7)
0 4(3) 0 0 19(9)

0 12(7) O 0 44(20)

Total nnnmnam

Tabla 2.2. Numero de plantulas con cada una de las variantes genéticas en el pseudogen rp/23 por familia
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cpm. Ente paréntesis se indican las plantulas homopldsmicas.
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Busqueda de cambios moleculares en el gen y el pseudogen rp/23 de plantulas de las
poblaciones control

No se detectaron digestiones en los amplicones rpl23 y pseudogen rpl23 para ninguna de las 40
plantulas analizadas de los dos grupos control, por lo tanto, no habria cambios moleculares en el
gen ni en el pseudogen rp/23 de las plantulas control. La ausencia de polimorfismos en estas
secuencias respecto de las secuencias salvajes se corrobord por la secuenciacién de ambos
amplicones en algunas plantulas control seleccionadas al azar. En la figura 2.8 se muestran las

digestiones con CJE de ambos amplicones para 16 plantulas del grupo dos de la poblacién control.

1 23 456 78910111213 141516 M

\\\\

i SRR ST o 100" - -
- . W PSP Pegee- 5= E 1) " A.‘Alli

Figura 2.8. Digestiones con CJE del amplicén rpl23 (izquierda) y del amplicon pseudogen rpl23 (derecha) de
pldntulas del grupo dos de la poblacién control corridas en geles de poliacrilamida 3% no desnaturalizantes
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mostrando la ausencia de bandas de digestion. °Las muestras corren mas lento que el marcador de peso
molecular (M) probablemente debido a componentes de la mezcla de digestion.

Determinacion del estado de homoplasmia o heteroplasmia de las variantes genéticas
presentes en el gen y en el pseudogen rp/23 de las plantulas com

El estado de homoplasmia o heteroplasmia de las variantes genéticas en el gen se estimod
mediante la observacion en los electroferogramas de uno o dos picos en las posiciones
polimoérficas luego de la secuenciacidn del amplicon rpl23, respectivamente. Por otro lado, como
otra estrategia para la determinacion de estos estados, se utilizé también la digestidn con CJE para
el analisis del estado de homoplasmia o heteroplasmia de los cambios moleculares.
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Estos estados se determinaron mediante la digestion tanto del amplicén rpl23 obtenido desde el
ADN de cada plantula sin mezclar con ADN salvaje, como la digestion del amplicdn obtenido desde
la mezcla del ADN de cada plantula con el ADN salvaje en partes iguales. Aquellos cambios
moleculares que produjeron bandas de digestién solo cuando se empled la mezcla de ADNs, se
consideraron en homoplasmia. Aquellos cambios que produjeron bandas de digestion tanto con la
mezcla de ADN como con el ADN de cada plantula solamente, se consideraron en heteroplasmia
(ver figura 2.3). De esta manera, 34 de las 62 plantulas cpom con variantes genéticas en el gen
rpl23, tuvieron todos los bloques que componen dicha variante genética en homoplasmia segun
las dos formas de determinacién antes mencionadas. La mayoria de estas plantulas
homoplasmicas (31 de 34) tuvieron la variante genética ++C. Las variantes genéticas restantes
fueron ABC, +BC y +B+ que se encontraron cada una en una Unica plantula (ver tabla 2.1).

Mediante la observacidn de picos simples en los electroferogramas de los amplicones pseudogen
rpl23 pertenecientes a plantulas con cambios moleculares en el pseudogen, se estimd el estado
homoplasmico de los cambios. Este analisis determiné que la mayoria de las plantulas (75 de 125)
fueron homopldsmicas. En relaciéon a las variantes genéticas, se determiné que 49 plantulas
tuvieron DEF, 24 plantulas tuvieron +DE y dos plantulas tuvieron D+F (ver tabla 2.2).

El nimero de cambios en homoplasmia o en heteroplasmia fue homogéneo entre el gen vy el
pseudogen ()(2 00s;1)- Por el contrario, el nimero de cambios en homoplasmia o en heteroplasmia
no fue homogéneo entre grupos Ay B (x° 00s,1), tanto en el caso del gen como del pseudogen.

Anidlisis de las consecuencias de los polimorfismos en el gen rp/23

Tal como se indicd en Materiales y Métodos, muchas de las plantulas com poseian fenotipos
deficientes en clorofila, ya sea sélidos o variegados. En las plantulas cpm portadoras de
polimorfismos en el gen rp/23 también se observd una segregacién de fenotipos clorofilicos, como
por ejemplo pldntulas viridis, virido-albinas y albinas. Entre las 184 plantulas analizadas hubo ocho
plantulas albinas, cinco de las cuales tuvieron polimorfismos en el gen rp/23. Estas cinco pldntulas
albinas fueron portadoras de la DelG133 contenida en el bloque B. Tres de estas cinco plantulas
fueron homoplasmicas: una tuvo la variante genética ABC (ver digestién de la plantula 4 en la
figura 2.3), otra tuvo la variante genética +BC y en otra se detectd la variante genética +B+ (ver
digestion de la plantula 1 en la figura 2.3 y los electroferogramas en la figura 2.9). Las dos
plantulas restantes fueron heteroplasmicas para los bloques A y C pero tuvieron el bloque B en
homoplasmia (ver digestiones de plantulas 2 y 3 en la figura 2.3). Por otro lado, también se
determind que ninguna de las plantulas portadoras de polimorfismos en el gen rp/23 con fenotipo
verde normal tuvo el bloque B en homoplasmia.
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Fig. 2.9. Electroferogramas del amplicén rpl23 de una plantula salvaje (superior) y de la plantula 07/4250-1
(inferior) portadora de la variante genética +B+ (T132 Ay DelG133) en homoplasmia. En azul se marca la
posicion del bloque B y con flechas las posiciones en donde se ubicarian los bloques Ay C si estuvieran
presentes.
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Por otra parte, se estudiaron tres plantulas striata-albina (con estrias blancas y verdes, fig. 2.10)
hijas de las plantulas con cambios en el gen rp/23 analizadas por cpTILLING. Sobre estas plantulas
striata-albina se procedid a la separacién por corte del tejido albino y del tejido verde normal. Se
realizé luego la extracion del ADN, la digestién con CJE y la secuenciacién del amplicén rpl23 por
separado para las porciones albinas y las porciones de fenotipo verde normal. En este ensayo se
observd siempre la presencia del bloque B en estado homopldsmico en las porciones albinas,
mientras que en las porciones verdes se encontré la versidn salvaje del gen rp/23 o de estar
presente el bloque B, siempre se lo encontré en estado heteropldsmico.

Figura 2.10. Plantula striata-albina portadora del bloque B (DelG133) del gen rp/23 en homoplasmia en el
tejido albino.
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Analisis por western blot de la sintesis de las proteinas RbcL y CpRecA en plantulas
albinas portadoras de DelG133 en rpl23 y plantulas verdes sin la delecién

La delecién en la posicion 133 del gen rp/23 origina un cambio en el marco de lectura a partir de Ia
mitad del gen. Este cambio produciria un codén de terminacién de la traduccion prematuro y una
proteina truncada de tan solo 47 aminoacidos (fig. 2.11). Esto motivo el andlisis mediante western
blot de la presencia de la subunidad grande de rubisco (RbcL) en plantulas albinas portadoras de la
delecidén, para analizar facilmente si la traduccion de proteinas codificadas en el cloroplasto se
encontraba afectada por la posible ausencia de la proteina RpL23. Ademds, se analizo la presencia
de la proteina CpRecA que se encuentra codificada en el nucleo y se traduce en el citoplasma
antes de ser direccionada al cloroplasto, como control de sintesis de proteinas del citoplasma. Esto
se realizé en la descendencia de plantulas com pertenecientes a dos familias diferentes,
portadoras de polimorfismos en el gen rp/23 y que presentaban fenotipos albinos y verde normal.
Mediante la digestion con CJE y posterior secuenciacion del amplicon rpl23 se determind la
presencia del bloque B en homoplasmia solamente en las plantulas albinas. Se consideré
apropiado el analisis de plantulas com de fenotipos verde normal sin el bloque B en rp/23, ya que
éstas tendrian una constitucion genética mas cercana a la mutante portadora de la delecidn que
una pldntula salvaje. Los ensayos de western blot demostraron que las plantulas albinas carecian
de la subunidad grande de rubisco (RbcL) mientras que las plantulas verdes la tuvieron. Por otra
parte, la proteina CpRecA estuvo presente en todas las plantulas, tanto albinas como verdes
normal (fig. 2.12).

Section 1
(1) 1 10 20 30 48
proteina RpL23 truncada (1) MDGIEYAVETEESLELLGENQYTFNVESGFTETEIEHWFRELFFGLRW —
proteina RpL23 salvaje (1) MDGIEYAVFTEESLELLGENQYTFNVESGFTETEIRHWVELFFGMEVV
Section 2

) 49 60 70 80 93
)

(49
proteina RpL23 truncada (48
proteina RpL23 salvaje (40) AVNSERLPCEGRRIGPILGHTMEYREMIITLQPGYSIPLLDREEN

Figura 2.11. Alineamiento de secuencias de las versiones truncada y salvaje de la proteina RpL23.

1 2 3 4

— RbcL (50 kDa)
S i

Figura 2.12. Analisis por western blot del efecto de la DelG133 en el gen rp/23 sobre la sintesis de las
proteinas RbcL y CpRecA en la fraccidn soluble del extracto de membranas tilacoides de hojas de plantulas
cpm; Se sembraron 20 g de proteinas por calle. Calles 1y 2: plantulas hermanas, 1 sin la DelG133 en
homoplasmia de color verde normal y 2, plantula portadora de la DelG133 en homoplasmia con fenotipo
albino. Calles 3 y 4: Idem calles 1y 2 para dos plantulas hermanas de otra familia diferente.
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Comparacion de las secuencias salvajes del gen y el pseudogen rp/23 de cebada

El alineamiento de la secuencia salvaje del gen y de la secuencia salvaje del pseudogen rp/23
muestra cinco posiciones polimodrficas ademdas de la ausencia de ATG en el comienzo del
pseudogen. Los polimorfismos identificados en el gen y en el pseudogen de las plantulas com
coinciden exactamente con los polimorfismos que normalmente existen entre las versiones
salvajes del gen y del pseudogen rp/23 en cebada (fig. 2.13). Por ejemplo, el gen salvaje presenta
los cambios G115T y G118A respecto de la secuencia salvaje del pseudogen y estos son los mismos
cambios que se identificaron en el gen con el bloque A en las plantulas com. La misma situacion se
observd con los polimorfismos de los bloques By C.

Cabe destacar que ningun otro polimorfismo diferente de los detallados en las variantes genéticas
antes mencionadas fue detectado en el gen o en el pseudogen rp/23 en las 184 plantulas com
analizadas. Sin embargo, se detectaron dos polimorfismos diferentes en los amplicones rpl23 y
pseudogen rpl23, pero estos se ubicaron fuera de las regiones del gen y del pseudogen. Uno de
estos polimorfismos fue un cambio C302T en el amplicdn rpl23 en una sola plantula com y el otro
fue un cambio T856C en el amplicén pseudogen rpl23 también en una sola plantula com.

Section 1

w1 10 20 30 47

gen 123 salvaje (1) i\'I'glﬁTGGAATCAAATACGCAGTATTTACAGAMAAAGTCTTCGTTT

gen rpl23 om (1) AT TGGAATCAAATACGCAGTATTTACAGAARRAAGTCTTCGTTT
pseudogen 1pl23 salvaje (1) ---AATGGAATCAAATACGCAGTATTTACAGAARAAAGTCTTCGTTT
pseudogen rpl23 om (1) -—--AARTGGAATCRAAATACGCAGTATTTACAGAARARAGTCTTCGTTT
Section 2

(48) 48 60 70 80 94

gen pl23 salvaje (48) ATTGGGARAGAATCAATATACTTTTAATGTCGAATCGGGATTCACTA

gen rpl23 gm (48) ATTGGGAAAGAATCAATATACTTTTAATGTCGAATCGGGATTCACTA
pseudogen |23 salvajie (45) ATTGGGARAGAATCAATATACTTTTAATGTCGAATCGGGATTCACTA
pseudogen rpl23 @m (45) ATTGGGAAAGAATCAATATACTTTTAATGTCGAATCGGGATTCACTA
Section 3
(95) 95 100 110 120 130 141

gen pl23 salvaje (95) AGACAGAAATAAAGCATTGGGTC'AACTCTTCTTT GGl;TTAAGGTG

gen rpl23 gpm (95) AGACAGAAATAAAGCATTGgITCAAACTCTTCTTT GGA-TTAAGGTG
pseudogen 1pl23 salvaje (92) AGACAGAAATAAAGCATTGGETCAAACTCTTCTTTGGA-TTAAGGTG
pseudogen rpl23 m (92) AGACAGARATAAAGCATTGGGTCEAACTCTTCTTTIGEEETTARGETG
Section 4
(142) 142 150 160 170 188

gen pl23 salvaje (142) GTAGCTGTGAATAGCCATCGACTACCTGGARAAAGGTAGAAGRATAGS

gen rpl23 ¢om (141) GTAGCTGTGAATAGCCATCGACTACCTGGARAAGGTAGRAGRAATAGG
pseudogen pl23 salvaje (138) GTAGCTGTGAATAGCCATCGACTACCTGGAAAAGGTAGAAGAATAGG
pseudogen rpl23 ¢pm (139) GTAGCTGTGAATAGCCATCGACTACCTGGARARGGTAGARAGAATAGS
Section 5
(189) 189 200 210 220 235

gen |23 salvaje (189) ACCTATTCTGGGCCATACAATGCATTACAGACGTATGATCATTACCC

gen rpl23 gom (188) ACCTA’I‘TCTGGGCCITACAATGCATTACAGACGTATGATCATTACCC
pseudogen 1pl23 salvaje (185) ACCTATTCTGGGCCETACAATGCATTACAGACGTATGATCATTACCC
pseudogen rpl23 m (186) ACCTATTCTGGGCCATACAATGCATTACAGACGTATGATCATTACCC
Section 6
(236) 236 250 260 270 282

gen pl23 salvaje (236) TTCAACCGGGTTATTCTATTCCACTTCTAGATAGAGAAAAAAACTAR

gen rpl23 gom (235) TTCAACCGGGTTATTCTATTCCACTTCTAGATAGAGAAARRRACTAA
pseudogen pl23 salvaje (232) TTCAACCGGGTTATTCTATTCCACT TCTAGATAGAGARAARAACTAA
pseudogen rpl23 ¢pm (233) TTCAACCGGGTTATTCTATTCCACTTCTAGATAGAGARARAAACTAR

Figura 2.13. Alineamientos de las secuencias del gen y del pseudogen rp/23 salvajes y portadores de los
cambios moleculares identificados en las plantulas com.
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Coexistencia de polimorfismos en el gen y en el pseudogen rp/23 en una misma plantula

En la tabla 2.3 se muestra el andlisis de la coexistencia de polimorfismos en el gen y el pseudogen
rpl23 en una misma plantula cpm. Estos datos se informan sin tener en cuenta la variante genética
ni el estado de homoplasmia o heteroplasmia en cada plantula. Alli se presentan los nimeros de
plantulas que muestran polimorfismos en el gen o en el pseudogen o en ambos /oci a la vez, asi
como el nimero de plantulas con genotipo salvaje en ambos loci. Estos resultados no difirieron
significativamente de lo esperable para la ocurrencia de cambios en forma independiente en cada
uno de los loci (x°00s1). Puede observarse que la mayor proporcién de plantulas posee
polimorfismos en el pseudogen Unicamente.

o d o Numero de
I seudogen r|
P P gen ’p plantulas

polimérfico polimérfico 40 (22%)
polimérfico salvaje 22 (12%)
salvaje polimarfico 85 (46%)
salvaje salvaje 37 (20%)

Tabla 2.3. Numero de plantulas com polimorficas para el gen y/o el pseudogen rp/23.

Las variantes genéticas en el gen y en el pseudogen de plantulas homopldsmicas para ambos /loci
se detallan en la tabla 2.4. Esta tabla muestra las combinaciones de variantes genéticas presentes
en el geny en el pseudogen en una misma plantula com y ademas se indica el nimero de plantulas
gue poseen cada combinacién. La mayoria de las plantulas homoplasmicas en ambos loci, es decir
41 de 76 plantulas, poseen la secuencia salvaje +++ en el gen y la variante genética DEF en el
pseudogen. Si se considera que secuencias en el gen con los bloques A, B o C son idénticas a
secuencias salvajes en el pseudogen (ver figura 2.13) y que secuencias con los bloques D, E o F en
el pseudogen son iguales a secuencias salvajes en el gen (ver figura 2.13), se debe remarcar que en
55 de las 76 plantulas homopldasmicas para ambos loci, las secuencias del gen y del pseudogen
fueron idénticas.

Idénticas?
oEF
I o+ TR
BT e -
AscC res T
+BC e TR
-8 orr
or

Tabla 2.4. Variantes genéticas en el gen rp/23 y en el pseudogen rp/23 en plantulas com homoplasmicas. A, B
y Crepresentan las posiciones polimérficas en el gen rp/23 (bloques A, By C). D, E y F representan las
posiciones polimérficas en el pseudogen rp/23 (bloques D, E y F). + representa la secuencia salvaje en el gen
y en el pseudogen rp/23 para cada bloque.
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Anadlisis in silico de la existencia en los genomas nuclear y mitocondrial de cebada de
secuencias homdélogas a los amplicones rpl23 y pseudogen rpl23

De la misma forma en que se analizd la existencia de nupts y mipts conteniendo secuencias
homdlogas a los amplicones del cpTILLING, se analizd la existencia de secuencias homdlogas a los
amplicones rpl23 y pseudogen rpl23 en los cromosomas y el genoma de la mitocondria de cebada
mediante blastn. Todos los alineamientos que se obtuvieron entre la secuencia del amplicén rpl23
y del amplicén pseudogen rpl23 con secuencias de los siete cromosomas del genoma nuclear de H.
vulgare tuvieron longitudes que fueron menores al tamafo de la version completa de ambos
amplicones (833 pb y 1127 pb, respectivamente). Los alineamientos mas largos tuvieron 385 pb y
327 pb para el amplicon rpl23 y para el amplicon pseudogen rpl23, respectivamente. No se
detectaron alineamientos de ninguno de los dos amplicones con secuencias del genoma
mitocondrial de H. vulgare.
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DISCUSION
El gen y el pseudogen rp/23 son altamente polimorficos en plantulas de cebada com

Los resultados de las tablas 2.1 y 2.2 demuestran que el gen y el pseudogen rp/23 del plastoma de
la cebada presentaron una alta frecuencia de cambios moleculares en plantulas com (62 de 184
plantulas y 125 de 184 plantulas, respectivamente). Estas frecuencias fueron muy superiores a las
observadas en otros loci del plastoma (5 de 184 plantulas en el gen rps16 y 4 de 184 plantulas en
el gen rbcl, como dos ejemplos de los valores maximos informados en el capitulo uno). El gen vy el
pseudogen rpl23 fueron polimdrficos en todas las familias com analizadas. Por el contrario, no se
detectaron cambios moleculares en ninguno de estos /oci en las plantulas de los grupos control de
genotipo salvaje, ya sea, en las del grupo control que poseen el mismo fondo genético en el cual se
obtuvo la mutante com o en las del grupo control compuesto por variedades de cebadas con
fondos genéticos de muy diverso origen. Las altas frecuencias de polimorfismos observadas en el
gen y en el pesudogen rp/23 son contrastantes con la informacion bibliografica respecto de las
bajas tasas de cambios moleculares, habitualmente interpretados como mutaciones espontaneas,
calculadas para genes del plastoma (Clegg et al., 1984; Wolfe et al., 1987; Clegg et al., 1994).

Cabe destacar que no se identificaron alineamientos con secuencias del genoma nuclear vy
mitocondrial de cebada del tamafio de los amplicones rpl23 y pseudogen rpl23. Esto indica que en
estos genomas las secuencias de estos amplicones no se encuentran completas (desde la
ubicacién del cebador forward hasta la ubicaciéon del cebador reverse). En funcién de esto, es
razonable pensar que el molde para la amplificacién de los mismos fue el genoma de los
cloroplastos y no las secuencias de origen plastémico que puedan estar diseminadas en el
genoma del nucleo (nupts) o en el genoma de las mitocondrias (mipts). Por lo tanto, los
polimorfismos detectados corresponderian exclusivamente a la variabilidad existente en el gen y
el pseudogen rp/23 del plastoma com.

La cantidad de plantulas cpm portando cambios moleculares en el pseudogen rpl23
aproximadamente duplicd aquella observada para el gen rp/23. También se observé una mayor
proporcién de plantulas homopldsmicas en el caso del pseudogen (tablas 2.1 y 2.2), aunque se
determind que el nimero de plantulas homopldasmicas o heteropldsmicas es homogéneo entre
gen y pseudogen. Se debe recordar que el pseudogen se encuentra en copia Unica ubicandose en
la LSC, mientras que el gen se encuentra en doble copia ubicandose una copia en cada una de las
IRs. En relacién a esto, se debe recordar también que los amplicones utilizados para el analisis de
la variabilidad en el gen rp/23 amplifican ambas copias del gen ubicadas en las dos IRs y que por lo
tanto los cambios moleculares determinados en homoplasmia indican la existencia de esos
cambios en ambas copias.
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Origen de los polimorfismos detectados en el gen y en el pseudogen rpl23

a) La recombinacion como causa de los polimorfismos en el gen y pseudogen rpl23
de plantulas com

La variantes genéticas detectadas en el gen y en el pseudogen rp/23 tuvieron varias caracteristicas
distintivas: 1) la existencia de cinco cambios moleculares tanto en el gen como en el pseudogen
rpl23; en ambos casos algunos cambios se comportaron como ligados y segregaron en tres
bloques y ademdas los bloques se combinaron dando variantes genéticas. 2) los cambios
moleculares estuvieron ubicados en posiciones equivalentes en el gen y el pseudogen vy
correspondieron a cambios en sentidos inversos, es decir, si en una determinada posicién el gen
tenia un cambio AxG, en esa misma posicidon el pseudogen tenia un cambio GxA (ver fig.2.13). 3)
los polimorfismos identificados en el gen y en el pseudogen de las plantulas com coinciden
exactamente con los polimorfismos que normalmente existen entre las versiones salvajes del gen
y el pseudogen rp/23 en cebada. Esta similitud de polimorfismos y la idea de que la secuencia del
pseudogen podria ser la fuente de la variabilidad observada en el gen, fue lo que alentd el estudio
del pseudogen luego del estudio del gen rp/23 en las plantulas com.

Las caracteristicas antes enumeradas sugieren fuertemente que los cinco polimorfismos
observados en el gen y en el pseudogen rp/l23 de las plantulas com no se originaron por
mutaciones puntuales y apoyan la idea de que estos cambios moleculares se originaron por el
intercambio genético entre ambas regiones del plastoma, es decir, el mecanismo responsable
seria la recombinacidn. La recombinacién permitiria la generacién de variantes alélicas tales como
las variantes genéticas que se identificaron en el gen y en el pseudogen rpl23. Es de destacar el
hecho de que en el andlisis de los amplicones rpl23 y pseudogen rpl23 solamente se hayan
identificado en el gen y el pseudogen los cinco polimorfismos que existen entre el gen y el
pseudogen rpl23 salvajes. Esto seria otro indicio de que la fuente de variabilidad que prima en
estos dos loci seria la recombinacién entre estas secuencias y que la ocurrencia de mutaciones
puntuales, tal como ocurre en el resto de las regiones del plastoma analizadas y que se
describieron en el capitulo uno, seria de muy baja frecuencia. Es interesante recalcar que estos
resultados dan soporte experimental a postulaciones previas sobre la existencia de recombinacion
entre el gen y el pseudogen rp/23 en trigo y maiz (Bowman et al., 1988; Morton y Clegg, 1993),
postulaciones que debido al limitado muestreo en que se basaron fueron consideradas como
altamente especulativas por algunos autores (Ruhiman y Jansen, 2014).

68



b) La recombinacion entre el gen y el pseudogen rpl23 seria del tipo no reciproca
por el proceso de conversién génica

Cuando se analiza en cada plantula la ocurrencia simultanea de variantes genéticas en el gen y el
pseudogen rpl/23, se observa que la existencia de cambios moleculares en el gen no implica la
existencia de cambios en el pseudogen y viceversa. Esto soporta la idea de que es poco probable
que los cambios moleculares se produzcan por un intercambio reciproco de secuencias entre el
gen y el pseudogen, dado que esto favoreceria la proporcidn de plantulas con o sin cambios en
ambos loci respecto de las plantulas que solamente tienen cambios en uno de estos /oci. Por el
contrario, parece mas probable que la variabilidad observada se deba a un intercambio no
reciproco de secuencias de ADN entre el gen y el pseudogen, es decir, que se deba a un proceso de
conversién génica que explicaria la produccidon de cambios en un solo locus (Marechal y Brisson,
2009). El hecho de que en la mayoria de las plantulas com homoplasmicas (tabla 2.4), las
secuencias del gen y del pseudogen fueron idénticas entre si salvo por la ausencia de ATG en el
comienzo del pseudogen, constituye una fuerte evidencia de la existencia de conversidn génica
entre el gen y el pseudogen rp/23. En relacidn a esto, es apropiado mencionar que Bowman et al.,
(1988) propusieron la ocurrencia de recombinacion homéloga no reciproca entre el gen y el
pseudogen rpl23 en maiz y trigo, basados en que la longitud del pseudogen y su grado de
homologia con el gen son consistentes con su involucramiento en conversién génica.

En el proceso de conversidn génica, la informacién de secuencia es transferida desde una hélice de
ADN que permanece sin cambios (secuencia donora) a otra hélice de ADN cuya secuencia se
modifica (secuencia aceptora). Se reportaron casos de conversién génica durante la meiosis en
levaduras y se determind que necesita de un evento de recombinacidn que superponga las hélices
de ADN con secuencias homélogas seguido de una sintesis de ADN localizada, necesaria para crear
una copia extra de la secuencia donora. El proceso de conversién génica puede ocurrir sin cross-
over, ya que solo requiere que una cadena simple de ADN invada una doble hélice para formar una
region corta de heteroduplexo. Por otro lado, se ha demostrado que el proceso de conversion
génica es un mecanismo eficiente de correccion de mutaciones en los plastidos de las plantas
superiores (Khakhlova y Bock, 2006).

La diversidad y la frecuencia de las variantes genéticas son diferentes entre el gen y el
pseudogen rp/23

El pseudogen rp/23 presentd una mayor frecuencia de plantulas con polimorfismos que el gen, sin
embargo, mostré una menor diversidad de variantes genéticas que el gen. En el gen se observaron
seis de las siete variantes genéticas que es posible obtener por combinacion de los tres bloques,
mientras que en el pseudogen solamente se observaron tres, con prevalencia de dos de ellas (DE+
y DEF) y en donde la mas frecuente fue la que incluyé a los tres bloques juntos. El intercambio de
informacién genética por recombinacién entre los segmentos del gen y del pseudogen seria el
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paso incial para la generacién de las variantes genéticas observadas y como se dijo antes, esta
recombinacién seria no reciproca, es decir, se trataria del proceso de conversién génica.

Debido a que la presidon de seleccidn no actla sobre las variantes genéticas portadas por el
pseudogen, se puede considerar que la distribucion de las frecuencias observadas en el pseudogen
es mas cercana a la distribucién de las frecuencias originadas por la recombinacidon que en el caso
del gen. En funcidn de esto es interesante sefialar que la variante genética DEF (84/125) es la mas
frecuente en homoplasmia en el pseudogen y a continuacion se ubica la variante DE+ (39/125). La
variante DEF seria el producto de la conversidn completa de la secuencia del pseudogen en la
secuencia salvaje del gen y la variante DE+ se podria pensar como el producto de la conversién
incompleta de la secuencia del pseudogen en la secuencia salvaje del gen. Al comparar las
frecuencias de las variantes DEF y DE+ con la observada para la variante genética +EF (0/125), es
tentador especular que el sentido en el cual se produciria la conversidén en el pseudogen seria
desde el extremo 5al extremo 3’. En relacidn a esto, los escasos datos de la bibliografia no son del
todo coincidentes. En Bowman et al. (1988) se observé que la divergencia del pseudogen en trigo
respecto del gen fue mayor hacia el extremo 5’, indicando la existencia de una mayor conversion
en el extremo 3’que divergid levemente. Mientras que en el caso del maiz, la regién 5 divergid
menos que la region 3. De todas formas, en el caso del pseudogen en las plantulas com se observa
que la variante mas frecuente es la que posee los tres bloques juntos, lo que sugiere que la
conversion mas frecuente en el pseudogen es la que cambia toda su secuencia y no solo
principalmente la region 3’'como se expusiera en Bowman et al. (1988) para el trigo.

En el caso del gen, se debe considerar que las frecuencias observadas para las variantes genéticas
no solo dependerdn de las tasas en que se produjeron originalmente, sino que también aquellas
variantes genéticas que puedan afectar la funcionalidad de la proteina RpL23 podrian verse
desfavorecidas por seleccion. La variante genética que se observd mas frecuentemente en el gen
rpl23 no fue la que contiene los tres bloques juntos ABC (9/62) tal como se observd en el
pseudogen, sino que fue ++C (36/62), que se observd a mayor frecuencia que las variantes A++
(1/62) y AB+ (8/62). La variante genética ABC seria el producto de la conversion completa de la
secuencia del gen en la secuencia salvaje del pseudogen y las variantes genéticas A++, AB+ y ++C,
podrian pensarse como el producto de la conversidn incompleta de la secuencia del gen en la
secuencia salvaje del pseudogen. La mayor frecuencia en que se observd a la variante ++C
respecto de A++ y AB+, podria explicarse por mas de un motivo. Por un lado, podria estar
indicando que el sentido mas factible de la conversién en el gen es desde el extremo 3’al 5/,
contrario al sentido en que se propuso que podria ocurrir la conversion en el pseudogen. Por otro
lado, la facilidad de obtencidn en homoplasmia de la variante genética ++C también podria estar
reflejando la neutralidad de esta variante sobre la funcionalidad de la proteina RplL23. La
existencia de la variante genética ABC, indica que el gen también habria reemplazado su secuencia
de manera completa por la secuencia existente en el pseudogen, aunque es probable que esta
variante se encuentre reducida por la falta de funcionalidad de la proteina RpL23.
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En la figura 2.14. se esquematiza un evento de recombinacién no reciproca que origina una
plantula homoplasmica que contiene la variante genética DEF en el pseudogen rp/23 y +++ en los
genes rpl23. Esta combinacidn de variantes para el gen y el pseudogen rp/23 fue la que se obtuvo
en mayor proporcion, es decir, la que se produciria con mayor facilidad.
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Fig. 2.14. Esquema de un plastoma en donde se muestra un evento de recombinacidn no reciproca que
produce una plantula homopldsmica con la variante genética +++ en el gen y la variante genética DEF en el
pseudogen rpl/23. En azul se representa la secuencia salvaje del gen rp/23 (uno en cada IR) y en rojo la
secuencia salvaje del pseudogen rp/23. Gen y pseudogen se componen de tres cajas en donde se ubican las
posiciones polimérficas de los bloques A, By C parael geny D, E y F para el pseudogen en las plantulas com.
Con + se indica la secuencia salvaje para gen y pseudogen. Se indica el sentido del proceso de la
recombinacion con una flecha negra y las cajas que se transfieren se encuentran sombreadas. Notar que al
cambiar la secuencia completa del pseudogen por la del gen, ambas secuencias se hacen iguales y ya no se
pueden producir secuencias recombinantes entre el gen y el pseudogen.

Las variantes genéticas detectadas se pueden pensar no solamente como el producto de
conversiones incompletas del gen y del pseudogen, sino también como el fruto de conversiones
completas del gen y pseudogen en secuencias que portan variantes genéticas distintas de la
salvaje. A modo de ejemplo se puede citar el caso de la generacién de la segunda variante mas
encontrada en el pseudogen DE+. La existencia de esta variante genética en el pseudogen, se
podria pensar como una consecuencia de la existencia de la variante mas encontrada en el gen, es
decir, la que posee el uUltimo bloque ++C y no necesariamente como la consecuencia de la
conversion del extremo 5° del pseudogen. Este razonamiento va en coincidencia con lo postulado
por Bowman et al., (1988) acerca de que el patrén de conservacién del pseudogen rp/23 en maizy
trigo se debe a la presion de seleccidn sobre los cambios en la secuencia codificante del gen. Este
hecho también se propuso en Morton y Clegg, (1993) debido a que la alta relacién de
sustituciones/transversiones para el pseudogen en gramineas podria reflejar las mutaciones en el
gen funcional.
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Es bueno tener en mente que es posible que las conversiones incompletas puedan ocurrir no
solamente entre el gen y el pseudogen, sino que también podrian producirse entre ambas copias
del gen, luego de que una de ellas adquiera la secuencia del pseudogen. En la figura 2.15 se
muestran dos posibles series de etapas de recombinacién entre el gen y el pseudogen que
terminan por producir la variante genética ++C en el gen y la variante genética DE+ en el
pseudogen, una comenzando con el cambio de la secuencia del gen y la otra comenzando con el
cambio de la secuencia del pseudogen. En la figura 2.16 se muestra una posible serie de etapas de
recombinacién entre las dos copias del gen luego de que una copia adquiere la secuencia del
pseudogen y en donde también se termina por producir la variante genética ++C en el gen y la
variante genética DE+ en el pseudogen.
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Fig. 2.15. Esquema de plastomas en donde se muestran dos posibles series de etapas de recombinacién no
reciproca que producen una plantula homoplasmica con la misma secuencia en el gen y el pseudogen rp/23.
En azul se representa la secuencia salvaje del gen rp/23 (uno en cada IR) y en rojo la secuencia salvaje del
pseudogen rpl23. Gen y pseudogen se componen de tres cajas en donde se ubican las posiciones
polimérficas de los bloques A, By C para el geny D, E y F para el pseudogen en las plantulas com. Con + se
indica la secuencia salvaje para gen y pseudogen. Las combinaciones de cajas rojas y azules representan
eventos de recombinacidn de porciones del gen y del pseudogen rp/23. Se indica en cada etapa el sentido
del proceso de la recombinacién con flechas negras y las cajas que se transfieren se encuentran
sombreadas. En el esquema de la izquierda, el gen cambia su secuencia 3’por recombinacién con la
secuencia del pseudogen adquiriendo la variante genética ++C. Luego, la segunda copia del gen rp/23
adquiere también la variante genética ++C por recombinacién con la otra copia del gen. Finalmente el
pseudogen adquiere la variante genética DE+ por recombinacién con alguna de las copias del gen rp/23, lo
gue finalmente hace que gen y pseudogen tengan secuencias idénticas. En el esquema de la derecha, el
pseudogen adquiere la secuencia 5’del gen origindndose la variante genética DE+. Luego el gen recombina
con el pseudogen y adquiere la variante genética ++C. A continuacion la otra copia del gen ubicada en la otra
IR, obtiene también la variante genética ++C por recombinacion con la otra copia del gen, produciéndose
finalmente la identidad de secuencias entre gen y pseudogen.
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Fig. 2.16. Esquema de plastomas en donde se muestra una posible serie de etapas de recombinacién no
reciproca que produce una plantula homoplasmica con la misma secuencia en el gen y el pseudogen rp/23.
En azul se representa la secuencia salvaje del gen rp/23 (uno en cada IR) y en rojo la secuencia salvaje del
pseudogen rpl23. Gen y pseudogen se componen de tres cajas en donde se ubican las posiciones
polimérficas de los bloques A, By C para el geny D, E y F para el pseudogen en las plantulas com. Con + se
indica la secuencia salvaje para gen y pseudogen. Las combinaciones de cajas rojas y azules representan
eventos de recombinacidn de porciones del gen y del pseudogen rp/23. Se indica en cada etapa el sentido
del proceso de la recombinacién con flechas negras y las cajas que se transfieren se encuentran
sombreadas. Una de las copias del gen cambia su secuencia completa por recombinacién con la secuencia
del pseudogen adquiriendo la variante genética ABC. Luego, por recombinacién con el extremo 5'de la
segunda copia del gen rp/23 adquiere la variante genética ++C. Esta segunda copia del gen adquiere también
la variante genetica ++C por recombinacidn con la secuencia completa de la otra copia del gen. Finalmente
el pseudogen adquiere la variante genética DE+ por recombinacion con alguna de las copias del gen rp/23, lo
qgue finalmente hace que gen y pseudogen tengan secuencias idénticas.
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Es probable que debido a su ubicacion en las IRs, la recombinacidn entre las dos copias del gen
(fig. 2.16) se produzca en mayor frecuencia que la recombinacidn entre estas y el pseudogen (fig.
2.15). La existencia de una mayor frecuencia de recombinaciones entre porciones de las copias del
gen podria ser la causa de la mayor diversidad de variantes genéticas observadas en el gen
respecto del pseudogen. La mayor recombinacién entre las copias del gen, retrasaria la fijacion de
los cambios en el gen respecto del pseudogen. Este efecto de retardo en la fijacién de cambios
moleculares debido a un mayor niumero de copias, se utiliz6 como argumento para explicar la
menor tasa de mutacion que ha sido repetidamente estimada para los genes localizados en las IRs
respecto de aquellos ubicados en las LSC y SSC (Clegg et al., 1984; Wolfe et al., 1987; Gaut, 1998;
Perry y Wolfe, 2002).

Por ultimo, la distancia entre los polimorfismos parece explicar las diferentes frecuencias de las
variantes genéticas en donde no se encuentran los tres bloques juntos, ademas de dar sustento a
la idea de que los cinco polimorfismos se encuentran ligados en tres bloques. Por ejemplo, la
distancia entre el primer y el segundo bloque del gen y del pseudogen es de tan solo 14 pb
mientras que la distancia entre el segundo y el tercer bloque es de 70 pb. Si se pensara a la
recombinacién actuante entre secuencias del gen y del pseudogen de una manera similar a la que
se produce en los cromosomas del nucleo durante la meiosis, seria légico pensar que existe una
mayor probabilidad de ocurrencia de un evento de recombinacidn entre el segundo y tercer
bloque que entre el primero y segundo bloque, hecho que concuerda con los resultados
obtenidos. Por otro lado, debido a que se obtuvieron variantes genéticas en las cuales se
encuentran separados el primer y el segundo bloque, se puede pensar que la recombinacion
estaria actuando entre secuencias separadas por tan solo 14 pb. Esto representa un valor inferior
al de 50 pb, reportado como valor minimo para que se produzca recombinacién homdloga en
cloroplastos de Chlamydomonas reinhardtii (Dauvillee et al., 2004) y se acerca mas a los valores
reportados para casos de recombinacion ilegitima entre secuencias menores a 20 pb en algas y
plantas (Hiratsuka et al., 1989; Staub y Maliga, 1994). Por otro lado, la escasa distancia entre los
dos polimorfismos que componen el bloque Ay el bloque B en el gen y los dos polimorfismos que
componen el bloque D y el bloque E en el pseudogen explicaria el ligamiento de los mismos.

Las plantulas com poseen una tasa de recombinacién aumentada que podria explicarse
por fallas en la actividad de antirecombinacion

La ausencia de cambios moleculares en el gen y en el pseudogen rp/23 en las poblaciones control
indicaria que la recombinacién entre estas secuencias seria nula o sumamente escasa en la
naturaleza y que la alta tasa de cambios moleculares observada en las plantulas com, seria una
caracteristica propia de estas plantulas. La recombinacion entre el gen y el pseudogen rp/23 se ha
postulado en varias especies de gramineas (Bowman et al., 1988; Morton y Clegg, 1993). Como
estos andlisis implican la evolucién de las secuencias en plazos largos de tiempo, se puede inferir
gue la tasa a la cual normalmente ocurriria esta recombinacién es baja o que en el caso de
haberse producido a tasas altas, esto ocurrid solamente durante periodos breves de tiempo.
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Debido a que la recombinacion que produjo las variantes genéticas en el gen y el pseudogen rp/23
cpm ocurrié en un gran numero de plantulas en periodos cortos de tiempo (entre cinco y 17
generaciones), se infiere que esta recombinacion ocurrié a una tasa sumamente alta. El mal
funcionamiento de la proteina codificada por el gen afectado en las plantulas com seria entonces
responsable del aumento de la tasa de recombinacidn entre el gen y el pseudogen rp/23 respecto
de lo que normalmente ocurre. Por este motivo, se cree que el gen afectado en las plantulas com
actuaria, directa o indirectamente, inhibiendo la recombinacion entre estas dos regiones del
plastoma, es decir, tendria una funcidn de antirecombinacidn entre estos segmentos.

La actividad de antirecombinacidén es una funcidn atribuida a proteinas de mismatch repair y esto
concuerda con las conclusiones obtenidas en el capitulo uno acerca de la posible naturaleza del
gen afectado en cpm. Las proteinas del mismatch repair juegan un rol crucial en mantener la
fidelidad de la recombinacion entre secuencias idénticas y previene que secuencias divergentes
recombinen, mediante el proceso conocido como antirecombinacién (Chakraborty y Alani, 2016).
El control de la recombinaciéon es necesario para conservar la integridad del plastoma y en este
sentido, la regulacion de la recombinacién ilegitima entre secuencias divergentes, es decir,
secuencias no perfectamente idénticas y/o con microhomologias, se encuentra finamente
regulada. De lo contrario, este tipo de recombinacidn podria tener efectos negativos sobre la
funcionalidad de los cloroplastos (Marechal y Brisson, 2010). Por otro lado, la recombinacién
homdloga es una herramienta habitual de |la que dispone el cloroplasto para reparar el plastoma.
Esta recombinacion actla entre secuencias idénticas, como por ejemplo las que se ubican en las
repeticiones invertidas y es extremadamente rara entre secuencias de longitudes menores a 50 —
100 pb (lamtham y Day, 2000; Dauvillee et al., 2004).

Respecto de la tasa a la cual normalmente ocurren estas recombinaciones, se ha reportado una
baja frecuencia de recombinacidn entre regiones de microhomologia en los genomas de los
cloroplastos y de las mitocondrias (Ogihara et al., 1988; Kanno et al., 1993; Hartmann et al., 1994,
Moeykens et al., 1995; Marechal y Brisson, 2010), por lo cual, la recombinacién que normalmente
ocurre en plastidos y mitocondrias parece estar limitada a repeticiones grandes mayores a los 100
— 200 pb. Los eventos raros que involucran repeticiones con microhomologia se han detectado
solamente a escala evolutiva (Marechal y Brisson, 2010).
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Posibles efectos sobre la funcionalidad del gen rpl23 como consecuencia del mal
funcionamiento de la proteina codificada por el gen com y de la recombinacidn alterada

Dado que todas las plantulas que tuvieron el bloque B portador de la DelG133 en el gen rp/23 en
homoplasmia resultaron albinas y que dicho blogque no estuvo presente en homoplasmia en las
plantulas verdes, y que ademas se observd la ausencia de la proteina RbcL en las plantulas albinas
portadoras de la DelG133 en homoplasmia, se deduce que el fenotipo albino podria deberse a la
ausencia de sintesis de las proteinas codificadas en el plastoma, debido a la falta de ribosomas
funcionales en el cloroplasto por la ausencia de la proteina ribosomal RpL23. Ademas, también se
determiné que el gen rp/l23 es esencial en tabaco incluso en condiciones heterotrdéficas
(Fleischmann et al., 2011). Si bien el fenotipo albino puede deberse a mutaciones en una gran
cantidad de genes, tanto nucleares como del cloroplasto y estos genes pueden estar implicados
tanto en la traduccién como en otras funciones, se cree que podria existir una relacién entre la
DelG133 en homoplasmia y el fenotipo albino en las plantulas com. En general, en una planta
albina muchos genes del cloroplasto se expresan en menor medida que en una planta verde
normal. Esto ha sido observado en Shmakov et al. (2016) mediante el analisis de la expresién por
RNA-seq de genes cloroplasticos en la mutante albina del gen AIm en cebada (linea i:BwAIm). Estos
resultados demostraron que a pesar de que el gen rbcL se expresa menos que en el control verde
normal, este gen se ubica entre los de mayor expresién en la mutante. Esto indicaria que en el
caso de que el albinismo en las plantulas com no se produjera por la DelG133 en rp/23 en
homoplasmia sino por otra causa, la proteina RbcL deberia verse en el western blot.

Por otro lado, en una mutante de arroz con fenotipo albino (a/l1) se determind la existencia de un
cambio CxT en el gen nuclear que codifica la proteina PRPL12 que forma parte de los ribosomas
del cloroplasto. En ese trabajo se determind que la mutacidn afecta la expresidon de los genes
relacionados con la fotosintesis, disminuyendo los niveles de los transcriptos de rbclL y los niveles
de proteinas codificadas por genes como psbA y psaB respecto del control salvaje (Zhao et al.,
2016). Este caso, constituye al igual que la mutante albina con DelG133 identificada en com, otro
ejemplo de una mutante en un gen de una proteina ribosomal del cloroplasto que origina un
fenotipo albino debido al mal funcionamiento de los ribosomas de los cloroplastos. Como otro
ejemplo, se puede citar a la mutante de cebada albostrians que carece de ribosomas del
cloroplasto y en donde las plantas afectadas poseen fenotipo albino y también carecen de la
subunidad grande de rubisco RbcL (Borner et al., 1976; Reichenbacher et al., 1978).
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cpm como herramienta para el estudio de la recombinacion en los cloroplastos y como
posible herramienta biotecnoldgica

Los resultados expuestos en este capitulo corroboran lo postulado por Bowman et al., (1988) y
luego por Morton y Clegg, (1993) sobre la existencia de conversién génica de las secuencias del
pseudogen rp/23 con secuencias del gen rp/l23 y demuestran que las secuencias del gen también
pueden sufrir conversidon génica con las secuencias del pseudogen. Estos resultados respaldan
entonces los pocos reportes existentes que postulan la conversidén génica de genes ubicados en las
regiones de copia simple del plastoma en la naturaleza y que, al basarse Unicamente en
examinacién de secuencias, podrian considerarse como altamente especulativos (Ruhlman vy
Jansen, 2014). Por otro lado, los resultados demuestran que las plantulas com tendrian afectada la
regulacion de la recombinacidn en el plastoma. La conversion génica entre el gen y el pseudogen
rpl23, dos segmentos divergentes debido a la existencia de cinco polimorfismos entre ellos,
constituye un ejemplo que demuestra que al menos la recombinacidn ilegitima, se encontraria
alterada.

El mal funcionamiento de la proteina codificada por el gen nuclear afectado en com no solo
provocaria cambios puntuales como las sustituciones y los indels de una o dos pares de bases en
microsatélites del plastoma, sino también cambios moleculares que involucran secuencias del
tamafio de un gen como rp/23 mediante recombinacion alterada. De esta manera, el com se
posiciona como una herramienta para el estudio de los mecanismos de mantenimiento de la
integridad del genoma de los cloroplastos y de la influencia de la regulacion de la recombinacion
en el proceso de mantenimiento del plastoma. Ademas de la utilidad de com en la generacién de
conocimiento basico de un proceso tan importante para el funcionamiento de los cloroplastos, el
hecho de que la recombinacién entre el gen y el pseudogen rp/23 se encuentre aumentada
respecto de la tasa en que normalmente se produce, convierte al com en una posible herramienta
para la introduccién de genes en el plastoma y la obtencion de lineas transplastémicas. Esto cobra
principal importancia por el hecho de que la eficiencia de obtencidn de lineas transplastémicas en
gramineas es baja y es necesario el desarrollo de estrategias que permitan mejorar la eficiencia (Li
et al., 2009; Rigano et al., 2012). En este sentido, el pseudogen rp/23 se convierte en una region
candidata para la introduccion de transgenes, debido a que no codifica producto proteico y debido
a que presenta una mayor tendencia a fijar las nuevas variantes genéticas que el gen. Es
importante aclarar que la tasa aumentada de recombinacién facilitaria la introduccion del
transgén en el plastoma, pero para la obtencidn de una linea estable con el transgén se necesitaria
la estabilizacidn de la linea transplastémica mediante el cruzamiento con una planta salvaje, de
modo de eliminar la inestabilidad del plastoma que produce la presencia del alelo com en
homocigosis y evitar la pérdida del transgén por la misma recombinacién que facilitd su
introduccién.
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CONCLUSIONES

La variabilidad identificada en el gen y el pseudogen rp/23 de las plantulas com se produce por
recombinacién y no por mutaciones inducidas por el com.

La recombinacién entre el gen y el pseudogen rp/l23 de las plantulas com es ilegitima y no
reciproca, es decir, se trataria de conversion génica.

El com tiene una tasa de recombinacion aumentada entre rp/23 y pseudogen rpl/23 respecto de la
linea salvaje.

La proteina codificada por el gen nuclear afectado en cpom normalmente estaria inhibiendo la
recombinacién ilegitima entre segmentos divergentes, como por ejemplo el gen y el pseudogen
rpl23, y contribuiria al mantenimiento de la integridad del plastoma. Por el contrario, su mal
funcionamiento facilitaria la recombinacidn entre segmentos divergentes y por lo tanto
contribuiria a la desestabilizacion del plastoma.

La recombinaciéon entre el gen y el pseudogen rpl23 sugiere fallas en la funcién de
antirecombinaciéon de una proteina involucrada en el mecanismo de reparacion del ADN de
mismatch repair direccionada al cloroplasto.

El com puede ser de utilidad para el estudio de la regulacidn de la recombinacidén como parte del
mantenimiento de la integridad del plastoma y podria ser utilizado como una herramienta para
obtencidn de plantas de cebada transplastémicas.
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CAPITULO 3

Analisis de indels grandes
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INTRODUCCION

El plastoma es un genoma altamente conservado en comparacién con el genoma nuclear. Las
variaciones mayoritarias que se identifican al comparar plastomas de diferentes especies
corresponden a las denominadas variaciones de longitud, es decir, indels de varias bases. Estos
indels se ubican, por lo general, en ciertas regiones del plastoma que se conocen como hotspots
de variabilidad. Entre estas regiones se destaca la zona de unién de las LSC y SSC con las IRs
(Ogihara y Ohsawa, 2002). También se identificé este tipo de indels en otras regiones del
plastoma, en donde se ha postulado al slippage de la polimerasa durante la replicacién del ADN
(Massouh et al., 2016) y a la recombinacién intramolecular, es decir, la recombinacién entre
regiones de un mismo plastoma como la causa de su produccion (Ogihara y Osawa, 2002). La
recombinacién desregulada produce eventos de recombinacidn ilegitima que podrian ocasionar la
pérdida de porciones del plastoma que incluyen genes y por lo tanto, tener consecuencias
negativas sobre el funcionamiento de los cloroplastos y el desarrollo de las plantas. Las principales
perturbaciones en la estabilidad del plastoma surgen como consecuencia de eventos de
recombinacién ilegitima entre secuencias cortas o repeticiones con microhomologia (Marechal y
Brisson, 2010).

En este capitulo, se profundiza el analisis de las digestiones con CJE de los cuatro indels grandes
identificados en el capitulo uno, con el objeto de postular un mecanismo molecular responsable
de la produccion de dichos indels. Por otro lado, se analizan las consecuencias moleculares de las
deleciones grandes identificadas en regiones génicas y la posible relaciéon con los fenotipos
observados.

OBIJETIVOS PARTICULARES
Analizar los productos de las digestiones con CJE de los amplicones que portan indels grandes.
Analizar en detalle las secuencias de los amplicones que portan los indels grandes.

Identificar in silico regiones del plastoma que puedan actuar como sitios de produccidon de
deleciones grandes y analizar la existencia de dichas deleciones en las 184 plantulas com que se
analizaron en el capitulo uno.

Analizar las proteinas de los fotosistemas en la mutante con delecion de 620 pb en el gen psbA
gue se identificé en el capitulo uno.
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MATERIALES Y METODOS
Plantulas com portadoras de indels grandes en el plastoma

Las plantulas cpm portadoras de indels grandes que se analizan en este capitulo se detectaron
mediante el ensayo de TILLING dirigido al plastoma tal como se indicé en el capitulo uno. A su vez,
para analizar la digestion de los heteroduplexos generados por los indels grandes se corrieron
también en geles de poliacrilamida 3% los amplicones sin digerir con CJE.

Las plantulas analizadas corresponden a: 07/4068-2 portadora de deficiencias clorofilicas
(coloracidn viridis en los bordes de la hoja) y de una insercion de 15 pb en la region intergénica
tRNAHis-rps19; 07/4062-4 portadora de cambios morfoldgicos (es una plantula de menor tamafio
que lo normal) y de una delecién de 620 pb en el gen psbA; 08/2163-1 con fenotipo normal y
portadora de una delecion de 79 pb en la region intergénica rp/33-rps18; 08/1954-2 portadora de
cambios morfolégicos (hoja larga y angosta) y de una delecién de 45 pb en el gen rps3.

A su vez, se analizé la descendencia de plantulas pertenecientes a la subfamilia en la que se
identificd a la mutante con la delecién en el gen psbA y también se analizé una plantula con
fenotipo viridis perteneciente a otra subfamilia com distinta (11/1037).

Busqueda de nuevas deleciones grandes en regiones del plastoma conteniendo
repeticiones directas

Mediante el software REPuter se buscaron regiones del plastoma de cebada conteniendo
secuencias con repeticiones directas de entre 20 y 40 pb de longitud y separadas por una distancia
de hasta 200 pb. Se disefiaron cebadores para la amplificacién de estas regiones mediante PCR de
la mezcla del ADN de cada una de las 184 plantulas com que se describen en el capitulo uno con
ADN de la linea salvaje. Se analizé la existencia de deleciones grandes en estas regiones mediante
digestion de los amplicones con CJE segln el protocolo de TILLING descripto en el capitulo uno.

Anidlisis de secuencias salvajes y secuencias portadoras de indels grandes

Se empled el programa de alineamiento del paquete Vector NTI 10.0 para la comparacién de las
secuencias salvajes y portadoras de indels grandes y también para la comparacion de las proteinas
gue derivan de genes con secuencias salvajes y portadoras de indels.

Por otro lado, también se realizé el alineamiento de las secuencias del gen rps3 del plastoma de
diferentes especies de gramineas y se comparé con la version portadora de la delecion de 45 pb
en el gen rps3 de cebada cpm.
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Anadlisis de los efectos moleculares y fenotipicos de la delecion en el gen psbA

Identificacién de plantulas homopldsmicas para la delecidon en el gen psbA

Se buscaron plantulas portadoras de la delecién en homoplasmia en la descendencia de plantulas
de la misma subfamilia a la cual pertenecia la plantula portadora de la delecidn en el gen psbA en
heteroplasmia. Para esto, se realizd la extraccién de ADN de 12 plantulas cpm crecidas en el
inverndculo durante una semana. Luego se analizdé el gen psbA mediante la observacion del
tamafio de los productos de PCR en geles de agarosa 1% y secuenciacion del amplicdn psbA.

Obtencidén de las fracciones proteicas solubles y asociadas a membranas a partir de un protocolo

de aislamiento de membranas tilacoides

Se realizo tal como se describié en el capitulo dos.

Medicion de clorofila y solubilizacidn de las tilacoides

Se tomaron 10 ul de la preparacién de tilacoides y se colocaron en un ml de dimetilformamida. Las
muestras se centrifugaron brevemente y se midié absorbancia a 750 nm, 647 nm y 664,5 nm. Para
calcular la cantidad de clorofila en las tilacoides se utilizé la siguiente férmula (Inskeep y Bloom,
1985): Chl (ug/ul) = (17,9 x Ags7 + 8,08 X pg64,5) / 10

Para la solubilizacién se tomaron 10 voliumenes de tilacoides junto con nueve voliumenes de buffer
de solubilizacién (133 mM Tris-HCI pH 6,8, 10% glicerol, 4,3% SDS) y un volumen de 2-
mercaptoetanol. Se dejaron las muestras a temperatura ambiente durante 20 minutos como
minimo antes de sembrar los geles de SDS-PAGE.

Minigeles de SDS-PAGE y transferencia de las proteinas a membrana de nitrocelulosa

Se realizo tal como se describié en el capitulo dos.

Western blot contra proteinas de los fotosistemas

Luego de la transferencia a membrana de nitrocelulosa de la fraccion proteica asociada a
membranas obtenida siguiendo el protocolo de aislamiento de tilacoides desde hojas de plantulas
cpm, se inmunodetectaron las siguientes proteinas: 1) D1 y D2 codificadas por los genes del
plastoma psbA y psbC, respectivamente; 2) PSI-A/B, D, E/L que forman parte del fotosistema |
(PSI) y estan codificadas en el plastoma (PSI A/B) y en el genoma nuclear (PSI D, E/L); 3) LHCb1, Ia
proteina 1 del complejo de la antena extrinseca o light harvesting complex del fotosistema Il
codificada en el genoma nuclear.

Los anticuerpos primarios utilizados fueron: anti-D1 y anti-D2 (PSIl) gentilmente donados por Alice
Barkan, Universidad de Oregon, USA; anti-LHCIl gentilmente donado por J. J. Guiamet, INFIVE,
Universidad de La Plata y anti-PSI (reconoce PSI-A/B, -D, -E, -L, -H, -C) gentilmente donado por H.
V. Scheller, The Royal Veterinary and Agricultural University, Copenhague, Dinamarca.
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Luego del bloqueo de la membrana durante una hora, se incubd toda la noche a 4°C con los
anticuerpos primarios, se lavé la membrana con TBS-Tween y se incubd con anticuerpo secundario
de cabra anti conejo durante una hora. La inmunodeteccidn se realizdé con el sustrato quimio-
luminiscente supersignal west dura extended duration (Thermo Fisher Scientific Inc, USA) de
acuerdo a la descripcion del fabricante.

Analisis de los genes psbC, psbD y psbA en una mutante viridis perteneciente a la subfamilia

11/1037

En la subfamilia ¢om 11/1037, una subfamilia diferente a la que pertenecia la mutante con
delecidn en psbA, se identific6 una mutante viridis que comenzé a deteriorarse al cabo de dos
semanas de crecimiento en una camara de cria a una temperatura de 20°C y fotoperiodo de 16 hs
de luz / 8 hs de oscuridad. Se analizd en esta mutante la existencia de cambios moleculares en los
genes del PSII. Se realizé la extraccion de ADN al momento que se detectd el comienzo del
deterioro. Luego se analizé mediante digestion con CJE y secuenciacion la existencia de cambios
moleculares en los amplicones psbA, psbCy psbD.
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RESULTADOS
Deteccidn de plantulas portadoras de indels grandes mediante digestiéon con CJE

Como se indicé en el capitulo uno se identificaron cuatro casos de indels que tuvieron tamaros
mayores a una o dos pares de bases. Estos indels correspondieron a una insercién y tres
deleciones. La insercion fue de 15 pb y se ubico entre los genes tRNAHis y rps19 contenidos en el
amplicén rps19 que amplifica una sola de las IRs. Las tres deleciones se ubicaron en la LSC. Una
delecion se ubicé en el gen rps3 contenido en el amplicdn rps3 y fue de 45 pb, otra se ubicé entre
los genes rpl33 y rps18 contenidos en el amplicdn rpl33 y fue de 79 pb, y la tercera delecién se
ubicé en el gen psbA contenido en el amplicdn psbA y fue de 620 pb. En la figura 3.1 se muestran
las digestiones con CJE para cada caso.

rps19 psbA rps3
12 M

1000 pb®

500 pb*

Figura 3.1. Digestiones con CJE de los amplicones rps19, rpl33, psbA y rps3 portadores de indels grandes. Se
marca con flechas blancas las bandas de digestion. Se marca con flechas rojas y amarillas las bandas de
amplificacién de tamafio menor y mayor que el tamafio normal de los amplicones, respectivamente. En el
gel del amplicon rps19, las calles 1y 2 muestran digestidn y dos bandas de amplificacion. En el gel del
amplicén rpl33, la calle 2 muestra digestién y dos bandas de amplificacién. En el gel del amplicén psbA, la
calle 1 muestra digestién y dos bandas de amplificacion. En el gel del amplicén rps3, la calle 2 muestra
digestion. “Las muestras corren mas lento que el marcador de peso molecular (M) probablemente debido a
componentes de la mezcla de digestion.
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En la figura 3.1 se observa que ademas de las bandas de digestidon, se produjeron dos bandas de
amplificacion, una del tamafio del amplicdn y otra de tamafio inferior en los casos de los
amplicones rpl33 y psbA. En ambos casos, las bandas de tamafio inferior coinciden con el tamafio
calculado para el fragmento portando la delecidn. En el caso del amplicon rpsl9 también se
obtuvieron dos bandas de amplificacidén, pero una del tamafio del amplicén rps19 y la otra de
tamafio superior.

La secuenciacién de los amplicones reveld la existencia de segmentos cortos con secuencias
similares que se podrian considerar como repeticiones directas, en cada extremo de los indels. En
dos casos, las repeticiones fueron idénticas y tuvieron el mismo tamafio. Esto se observé en el
caso de la delecién localizada en la regién intergénica rpl33-rps18, en donde las repeticiones
fueron de siete pb y en el caso de la delecidén en el gen rps3, en donde las repeticiones fueron de
19 pb. Para el caso de la delecién en el gen psbA, las repeticiones no fueron idénticas; una de las
repeticiones tuvo un tamafio de 10 pb mientras que la otra tuvo un tamaifio de 17 pb. Las
repeticiones tampoco fueron idénticas en el caso de la insercidon en la regidn intergénica tRNAHis-
rps19, en donde, una repeticidn tuvo un tamafo de 10 pb mientras que la otra tuvo un tamafo de
nueve pb. Por otro lado, también se observé que el propio fragmento de la insercién tiene un
tamafio de 15 pb y se encuentra duplicado en tdndem.

En las tablas 3.1y 3.2 se resume las caracteristicas de los cambios moleculares identificados en los
amplicones que portan la insercidn y las tres deleciones, respectivamente.

Indel grande | _Pléntula_| Repeticién directa | _Unidad duplicada__| Longitud _

Insercion en 07/4068-2 1: TCAGAATAAA TAGAATAATGATCAA 15 pb
tRNAHis - rps19 2: TAGAATAAT

Tabla 3.1. Detalles de la insercidn en la region intergénica tRNAHis — rps19. 1: corresponde a la repeticion
ubicada en el extremo 5°de la insercién y 2: corresponde a la repeticion ubicada en el extremo 3’de la
insercion.

Indel grande m Repeticion directa -m

Delecidnen rpl33—rps18 LIPAESI TTCATAT 79 pb
Deleciénen rps3 08/1954-2 CAAGTTCCGAAGTAATTAC 45 pb (207-251)

Delecion en psbA 07/4062-4 LTTCTTTACTT 620 pb (217-836)
2:TTCTTGGCTGCTTGGCC

Tabla 3.2. Detalles de las deleciones en la region intergénica rp/33-rps18, en el gen rps3y en el gen psbA. En
el caso de la delecidn en psbA, 1: corresponde a la repeticidn ubicada en el extremo 5°de la delecidn y 2:
corresponde a la repeticién ubicada en el extremo 3’de la delecidn. Entre paréntesis se informan las
posiciones en los genes del comienzo y el fin del fragmento delecionado.
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En la figura 3.2 se muestra la secuencia que rodea a la insercién en la regién intergénica tRNAHis-
rps19, en donde se marca en recuadros rojos las secuencias similares que se pueden considerar
como repeticiones directas y la duplicacién se marca con recuadros negros.

07/4068-2 GRRGTACGGAGEICAGRATAR AN AGAATAATGATCANTAGEAATART AT CARCGGARARRAGAR
control GAAGTACGGAGGIICAGAATAL TAGAATAATEAT CANCGGAARARAGRR

Figura 3.2. Alineamiento de la secuencia que rodea a la insercidn en la regién intergénica tRNAHis-rps19.

Las secuencias que rodean a las tres deleciones se muestran en la figura 3.3, en donde se marca
con recuadros rojos las secuencias idénticas o similares que se pueden considerar como
repeticiones directas.

Integénica rp/33-rps18

08/2163-1 RAGTARGARJTTCETAT| - —/f - -—-ETATAGAGGGT
control JAGTRAACAAGTTCATAT[ TTATATATARATARAACATAGT /‘CAACTCE-!TCT GATTTCCGGTCGATATTATTTCATATETATACAGGGT
Gen rps3
1 1 1 1 1 1 1 1
08/1954-2 [AGREATCAGACTCARGT TCCGRAGTARTTAC  ————————m - m LCATATAGRRAT'

control [AGRATCAGACTICARGTTCCGRAGTAATTACACATAATAGRAARATGGACT CAGGTTICAAGT TCCGARGTAATTACACATATAGARATY

Gen psbA

S I R
{1

1 1 1 1
07/4062-4 3AGCCTGTTTCTGTTCTTTACTT——-—---——— —{------——————————[GTAGTAGEARTCT
control SAGCCTGTITTCTG] T‘I‘CTITET‘]I‘P;TGGAAACAATATTATCI‘CI‘GGI‘GE#. CARCTCTCGT TCTITACACT T TTCTT GECTGCT TG CCEGTAGTAGGARTCT

Figura 3.3. Alineamiento de la secuencia que rodea a las deleciones en la regién intergénica rp/33-rps18, en
el gen rps3y en el gen psbA.
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Debido a que se considerd que la banda de tamarfio superior al tamafio del amplicén rps19 no se
podia deber al homoduplexo portador de la insercion, ya que una diferencia de 15 pb en un
amplicon del tamafio de rps19 no se observaria como dos bandas diferentes en el gel de
poliacrilamida, se decidid investigar si esta banda de tamafo superior desaparecia ante la
digestion con CJE vy si este tipo de banda también se producia en los otros indels. Para esto, se
realizaron digestiones con CJE del ADN de las muestras portadoras de los indels solas y mezcladas
con ADN control. En ambos casos se ensayaron también los amplicones sin digerir. En la figura 3.4
se muestran estas digestiones corridas en geles de poliacrilamida.

rpi33 pSbA
1 2 34 5

M 12 3
A4

rpsi9 rps3

A%
12345 12345\

1000 pb®
1000 pb® P

i a
500 pb* 500 pb

Figura 3.4. Digestidn con CJE de los amplicones rps19, rps3, rpl33 y psbA de las mutantes con indels grandes.
Geles de los amplicones rps19, rps3 y rpl33: calle 1, amplificacion del ADN salvaje digerido con CJE; calle 2,
amplificacion del ADN de la mutante sin digerir; calle 3, amplificacion del ADN de la mutante digerida; calle

4, amplificacion de la mezcla de ADN salvaje y mutante sin digerir; calle 5, amplificacion de la mezcla de ADN

salvaje y mutante digerida. Gel de amplicén psbA: calle 1, amplificacién del ADN de la mutante sin la
desnaturalizacion - renaturalizacion y sin digestidn, calle 2, amplificacion del ADN de la mutante seguido por
la desnaturalizacion - renaturalizacién y sin digestion, calle 3 es la amplificacion del ADN de la mutante
seguido de la desnaturalizacion y renaturalizacién y digerido con CJE. Se indican con flechas las bandas de
amplificacién de tamafio superior al tamafio de los amplicones. °Las muestras corren més lento que el
marcador de peso molecular (M) probablemente debido a componentes de la mezcla de digestion.
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En los cuatro casos se observé la presencia de una banda de tamafio superior al tamafio del
amplicdn cuando no se digirié con CJE (fig. 3.2). Esta banda desparecié ante la digestién con CJE,
salvo en el caso del amplicdn rps19 en donde dicha digestion fue incompleta. Esta banda se
observé incluso sin realizar la etapa de desnaturalizacién - renaturalizacién del protocolo de
TILLING para el caso del amplicén psbA. En los casos del amplicén rpl33 y psbA, la banda de
tamanio superior al tamafio del amplicdn se observd tanto para la amplificacién desde el ADN de la
muestra sin mezclar con el ADN salvaje como para la mezcla de ADNs, lo que indica el cardcter
heteroplasmico de los indels. En los casos de los amplicones rps19 y rps3, la banda de tamafio
superior se observé solamente en la amplificacién de las mezclas de ADNs, lo que indica el
caracter homoplasmico de los indels.

Busqueda de deleciones grandes en regiones del plastoma conteniendo repeticiones
directas

La existencia de repeticiones directas en los extremos de las deleciones grandes identificadas
motivo la busqueda de este tipo de repeticiones en otras regiones del plastoma diferentes de las
analizadas mediante cpTILLING (diferentes de las regiones analizadas en el capitulo uno), de
manera de postular sitios de produccion de deleciones grandes en las plantulas com. La
observacion de bandas dobles de amplificacién, ademas de las bandas de digestion con CJE,
identificarian a las plantulas portadoras de este tipo de deleciones.

Mediante la utilizacion del software REPuter se identificaron varias regiones en el plastoma de
cebada portadoras de repeticiones directas, es decir, secuencias de ADN que leidas en el mismo
sentido poseen alta identidad. El software buscd regiones con este tipo de secuencias de entre 20
y 40 pb de longitud y separadas por hasta 200 pb. La mayoria de las regiones tuvo repeticiones con
uno o dos mismatches entre ellas. Solo las regiones en la que se ubica el gen rpoC2 y la que
contiene una de las copias del gen trnfM presentaron repeticiones directas sin mismatches y por
este motivo fueron seleccionadas para su analisis. Las repeticiones directas ubicadas en el gen
rpoc2 tienen un tamafio de 21 pb y se encuentran separadas por 189 pb. Las repeticiones directas
ubicadas en la regidn intergénica que rodea al gen trnfM tienen un tamafio de 21 pb y estan
separadas por 168 pb.

El andlisis de las regiones rpoC2 y trnfM contenidas en los amplicones rpoC2 y trnfM mediante la
digestion con CJE en las 184 plantulas com que se analizaron en el capitulo uno, no reveld la
existencia de bandas dobles de amplificacién que indicaran la presencia de indels grandes, pero se
identificaron digestiones en dos plantulas com que tuvieron otros tipos de cambios moleculares en
estas regiones. Mediante la secuenciacion de estos amplicones se determind la existencia de una
sustitucion A 867 G en el amplicon rpoC2 en homoplasmia. Esta sustitucion no cambia el
aminoacido en la proteina codificada por rpoC2. También se identificé una sustitucion A 662 G en
el amplicdn trnfM en homoplasmia, que se ubica en la regidn intergénica contenida en el amplicén
trnfM.
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Analisis de la delecidn en el gen rps3

Como se puede observar en la figura 3.5, la delecién de 45 pb en el gen rps3 no cambia el marco
de lectura y solo provoca la pérdida de 15 aminodcidos en la proteina ribosomal RpS3. La plantula
portadora de esta delecién en homoplasmia presentaba un fenotipo con cambios morfoldgicos,
con hojas de ldminas mads largas y mds angostas que las plantulas salvajes y de coloracion verde
normal. En necesario aclarar que para la corroboracién de la relacién entre el cambio molecular
detectado y el fenotipo observado en la plantula, se requiere de la realizacion de mas estudios.

El alineamiento de la secuencia de la proteina ribosomal RpS3 de cebada salvaje con la secuencia
de RpS3 de maiz salvaje revela que la versidn del maiz carece de los mismos 15 aminoacidos que
se eliminaron en la versidon de RpS3 de la mutante com (fig. 3.6). El andlisis de la secuencia dentro
de las gramineas mostré que la proteina RpS3 de trigo, cebada y arroz contiene este dominio,
mientras que la proteina de maiz y sorgo no lo contiene.

Section 1

(11 10 20 30 40 55

08/1954-2 (1) MGQEINEPLGFRLGTTQRHHSFWFAQPENYSEGLOEDEEIRDCIENYIQENRERGS
salvaje (1) MGQEINPLGFRLGTTQEHHSFWFAQPENYSEGLQEDEEIRDCIENYIQENREREGS

Section 2

(56) 56 70 80 30 100 110

08/1954-2 [56] NREIESDSSS——————————————— EVITHIEIQEEIDTIHVIIHIGFPNLLEEE
salvaje (56) NREIESDSSSEVITHNREMDSGSSSEVITHIEIQREIDTIHVIIHIGFENLLEER
Section 3

(111) 111 120 130 140 150 165

08/1954-2 (96) GRIEELEEDLQEEINSVNQRFNISIEEVEEEPYRQPNILAEYIAFQLENRVSFRER
salvaje (111) GATIEELERDLQEEINSVNQRFNISIERVEEPYRQPNILAEY IAFQLENRVSFREL
Section 4
(166) 166 180 190 200 210 220
08/1954-2 (151] MEEATELTEEADIRGVEVEIAGRELGGEETIARAESTERGRLPLOTIRARIDYCCYPR
salvaje (166] MERATELTRRADIRGVEVEIAGELGGREIARAESIERGELPLOTIRARIDYCCYPE
Section 3

(221) 221 239
08/1954-2 (206) IRTIYGVLGVEIWIFVDEE
salvaje (221} IRTI¥GVLGVEIWIFVDEE

Figura 3.5. Alineamiento de las secuencias de |la proteina RpS3 en la linea salvaje y en la mutante com con
delecién de 45 pb en el gen rps3 (plantula 08/1954-2).

Section 1
m1 10 20 30 40 55

cebada (1) MGQEINPLGFRLGTTQRHHSFWFAQPENYSEGLQEDERIRDCIENYIQENREEKGS
maiz (1) MGQEINPLGFRLGTTQNHHSFWFAQPENYSEGLQEDEEIRNCIENYIQRENREKGS

Section 2

(56) 56 70 80 30 100 110

cebada (56] NRFEESDSSSEVITHNREMDSGSSSEVITHIEIQREIDTIHRVIIHIGEPNLLEERER
maiz (56] NEREMESDSSS-———-—-—--———————— EVITHIEIQEEIDTIHVITHIGFFNLLEEER
Section 3

(111) 11 120 130 140 150 165

tebada (111) GAIEELERDLQREQNSVNQRFNIBIERVEEPYRQPNILAEY IAFQLENRVSFRER
maiz {96) GRIEELERDLGEEMNSVNQRINIBIEEVEEPYRQPFNILAEY IAFQLENRVSFRER
Section 4
(166) 166 180 190 200 210 220
cebada (166] MEEATIELTERADIRGHMEME IAGRELEGRETARAESTERGRLPLOTIRAETIDYCCY P
maiz (151] MERAIELTERADIRGHEEQIAGELBGRETARAECTIERGRLEFLOTIRARIDYCCYPE
Section 5

(221) 221 239

cebada (221) IRTIYGVLGVEIWIEVDEE
maiz (206) IRTIYGVLGVEIWIFVEEE

Fig. 3.6. Alineamiento de las secuencias salvajes de la proteina RpS3 en cebada y maiz.

89



Anadlisis de los efectos moleculares y fenotipicos de la delecidn en el gen psbA

Identificacién de plantulas homopldsmicas para la delecidon en el gen psbA

Se analizé el tamaiio del amplicén psbA en 12 plantulas com de la descendencia de plantulas
pertenecientes a la misma subfamilia en la cual se identificé la plantula portadora de la delecién
de 620 pb en el gen psbA. Tal como se muestra en la figura 3.7, el amplicén de la plantula de la
calle 3 tuvo un tamafio de aproximadamente 800 pb, lo que indicé que esta plantula era portadora
de la delecidn en homoplasmia. Esto se corroboré luego mediante la secuenciacion del amplicén.
La plantula portadora de la delecidn presentaba un fenotipo viridis y murié luego de realizada la
toma de muestra al cabo de dos semanas desde la siembra.

1000 pb

500 pb

Figura 3.7. Identificacion de una mutante homoplasmica portadora de la deleciéon de 620 pb
en el gen psbA (calle 3). M: marcador de peso molecular.

En la figura 3.8 se muestra el amplicdn psbA de las plantulas mutantes portadoras de la delecién
en el gen psbA en heteroplasmia, en homoplasmia y en una pldntula salvaje sin la delecidn.

1000 pb

500 pb

Figura 3.8. Plantulas portadoras de la delecidn en psbA en heteroplasmia (calle 1), homoplasmia (calle 2) y
sin la delecion (calle 3). M: marcador de peso molecular.
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Efecto de la delecidn de 620 pb en el gen psbA sobre la secuencia aminoacidica de la proteina D1

La delecidn de 620 pb en el gen psbA provocaria un corrimiento del marco de lectura desde la base
837 del gen y originaria un codén de terminacidén prematuro 33 bases mas adelante. Esto
produciria una proteina de 83 aminoacidos, en donde los primeros 72 serian los mismos que la
version salvaje de la proteina D1 y los dltimos 11 serian distintos. En la figura 3.9 se muestra el
alineamiento de las secuencias aminoacidicas de la proteina D1 que derivan de las versiones
salvajes y portadoras de la delecién de 620 pb en el gen psbA.

Section 1
m1 10 20 30 40 55

07/4062-4 (1) MTAILERRESTSLWGRFCNWITSTENRLY IGWFGVLMIETLLTATSVFIIAFIAR
salvaje (1) MTAILERRESTSLWGRFCNWITSTENRLYIGWEFGVLMIPTLLTATSVFITIAFIAL
Section 2
(58) 56 70 a0 a0 100 110

07/4062-4 (56) PEVDIDGIREPVSGSLLCSRNOWHCFRY ———————————————————————————
salvaje (56) PFEVDIDGIREPVSGSLLYGNNERSGAIIPTSALRIGLHFYPIWEALSVDENLYNGG
Section 3
(111) 111 120 130 140 150 165
07/4062-4 (84) ~—————————"——"———"——
salvaje (111) PYELIVLHFLLGVACYMGREWELSFRLGMREPWIAVAYSAPVALATAVFLIYPIGY
Section 4
(166) 166 180 190 200 210 220
07/40624 (B4) ~————----""—"-""""—
salvaje (166) GSFSDGMPLGISGTFNFMIVFQAEHNILMHEPFEMLGVAGVFGGSLFSAMHGSLYVT
Section 5
(221) 221 230 240 250 260 275
07/40624 (B4) —~——————————— -
salvaje (221) SSLIRETTENESANEGYRFGQEEETYNIVARAHGYFGRLIFQYASFNNSRSLHFFL
Section &
(276) 278 290 300 310 320 330
07/40624 (B4) ——————————— - m
salvaje (276) AAWPVVGIWFTALGISTMAFNLNGFNFNQSVVDSQGRVINTWADI INRANLGMEY
Section 7

(331) 3H 340 353
07/4062-4 (84) ———————————————————————
salvaje (331) MEERNAHENFPLDLAAVEVERING

Figura 3.9. Alineamiento de las secuencias de la proteina D1 que derivan de la versién salvaje y de la version
portadora de la delecidn de 620 pb en el gen psbA (plantula 07/4062-4).

Western blot contra proteinas de los fotosistemas en la mutante viridis con la delecidon en el gen

psbA en homoplasmia

Se analizé6 mediante western blot la presencia de proteinas de los fotosistemas en la mutante
viridis portadora de la delecién en psbA y en plantulas com verdes normales sin la delecién. Se
considerd apropiado el analisis de plantulas com de fenotipos verde normal sin la delecién, ya que
éstas tendrian una constitucion genética mas cercana a la mutante portadora de la delecidon que
una plantula salvaje. Estos ensayos determinaron la ausencia de las proteinas D1 y D2 y la
presencia tanto de las proteinas del PSI como de la proteina LHcb1 en la mutante viridis portadora
de la delecidn. Todas estas proteinas estuvieron presentes en las plantulas que no poseian la
delecion (fig. 3.10).
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PSIl D1

PSII D2

PSIA/B

PSII D1
PSI D
PSI E/L

LHCb1

PSII D2
LHCb1

Figura 3.10. Western blot contra proteinas de los fotosistemas.
Calles 1y 3: plantulas com verde normal que no portan la delecion de 620 pb en psbA.
Calle 2: mutante homoplasmica para la delecién de 620 pb en psbA.
PSI: fotosistema |, PSII: fotosistema Il. LHCb: light harvesting complex del fotosistema Il.
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Andlisis de los genes psbC, psbD y psbA en la mutante viridis de la subfamilia 11/1037

Mediante la observacién visual de plantulas com pertenecientes a la subfamilia 11/1037, se
identificd una plantula viridis que comenzd con su deterioro en el plazo de dos semanas de crecida
en la cdmara de cria (fig. 3. 11), tal como lo hizo la plantula viridis portadora de la delecidn de 620
pb en el gen psbA. Por este motivo se decididé analizar en esta plantula, los genes psbA, psbC y
psbD.

El analisis por digestion con CJE del amplicon psbA en esta mutante no indicéd la presencia de
cambios moleculares en el gen psbA. Se analizaron luego los amplicones psbC y psbD que
contienen a los genes del fotosistema I, psbC y psbD respectivamente. Tal como se muestra en la
figura 3.12, se observo digestidon del amplicon psbC cuando este se obtuvo a partir de la mezcla de
ADN de esta mutante viridis con ADN salvaje, resultado que indica el caracter homoplasmico del
cambio molecular. Mediante la secuenciacién del amplicon psbC se determiné la existencia de una
insercion en homoplasmia de dos bases (TA) luego de la base 699 del gen psbC en una regién de
repeticiones TA en tdndem. Esta insercion introduce un coddén de terminacidén prematuro TAA en
esta posicion ubicada en la porcion central del gen que produciria una proteina truncada de 233
aminoacidos (fig. 3.13). Esto representa una proteina de aproximadamente la mitad del tamafio de
la proteina CP43 normal.

(13

Figura 3.11. 1: Plantula viridis en proceso de deterioro observada en la subfamilia com 11/1037.
2: La misma plantula viridis de la foto 1 (izquierda) y tres plantulas normales (derecha).
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Figura 3.12. Digestion con CJE de los amplicones psbC (calles 1y 2) y psbD (calles 3 y 4) en la mutante viridis
de la subfamilia 11/1037. Las calles 1y 3 contienen la amplificacidn a partir del ADN de la mutante
solamente. Las calles 2 y 4 contienen la amplificacidn a partir de la mezcla del ADN de la mutante viridis con
el ADN salvaje. La calle 5 es un control positivo de la digestion con CJE. Las bandas de digestion se muestran
con flechas negras. °Las muestras corren mas lento que el marcador de peso molecular (M) probablemente
debido a componentes de la mezcla de digestion.

Section 1
1

1 10 20 30 40 55
111037 (1) MEILYSLRRFYHVETLFNGTFVLAGRDQETTGFAWWAGNARLINLSGELLGLAHVA
salvaje (1] MEILYSLRRFYHVETLFNGTEFVLAGRDQETTGFAWWAGNARLINLSGELLGAHVA
Section 2

56) 56 70 80 90 100 110

11/1037 (56] HAGLIVFWAGAMNLFEVAHFVPERPMYEQGLILLPHLATLGWGVGPGGEVLDTFP
salvaje (56) HAGLIVFWAGAMNLFEVAHFVPEERPMYEQGLILLPHLATLGWGVGPGGEVLDTFE
Section 3
(111) 1M1 120 130 140 150 165
11/1037 (111) YFVSGVLHLISSAVLGFGGIYHALLGPETLEESFPFFGYVHEDENEMTTILGIHL
salvaje (111) ¥ FVSGVLHLISSAVLGFGGIYHALLGPETLEESFPFFGY VWEDRNEMTTILGIHL
Section 4
(166) 166 180 180 200 210 220
11/1037 (166] ILLGLGAFLLVLEALYFGGVYDTWAPGGGDVREITNLTLSPSVIFGYLLESPFGG
salvaje (166) ILLGLGAFLLVLEALY FGGVYDTWAPGEGGDVREITNLTLSPSVIFGYLLESPFGG
Section 5
(221) 221 230 240 250 260 275
11/1037 (221) EGWIVS VDD LED —— ——— === === === == == ———
salvaje (221) EGWIVSVDDLEDIIGGHVWLGFICVFGGIWHILTEPFAWNARRAFVWNSGEAYLSYS
Section 6
(276) 276 290 300 a0 320 330
11/1037 (233) —————————mmm
salvaje (276) LAALSVFGFIACCEFVWEFNNTAYPSEFYGPTGPEASQRQAFTFLVRDQRLGANVGS
Section 7
(331) 331 340 350 360 370 385
11/1037 (233) —————————
salvaje (331) AQGPTGLGEYLMRSPTGEVIFGGETMRFWDLEAPWLEPLEGPNGLDLSRLEEDIQ
Section 8
(386) 386 400 410 420 430 440
11/1037 (233) ————mmm

salvaje (386) PWQERRSAEYMTHAPLGSLNSVGGVATEINAVNYVSPRSWLSTSHEVLGFEFFEVG

Section 9
[441) 441 450 460 473

11/1037 (233) —————————————————————————————————
salvaje (441) HLWHAGRARRARAGFERGIDRDLEPVLYMNEPLN

Figura 3.13. Alineamiento de las secuencias aminoacidicas de la proteina CP43 en linea salvaje y la mutante
de la subfamilia 11/1037 con insercién de TA en el gen psbC.
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DISCUSION
Caracteristicas de los indels grandes identificados y su mecanismo de produccion

Debido al tamafio superior a una o dos pares de bases, los cuatro indels descriptos en este
capitulo se denominaron indels grandes. La presencia de repeticiones directas, es decir,
segmentos de ADN con secuencias iguales o similares en los extremos de los cuatro indels grandes
puede dar un indicio del mecanismo responsable de la produccidn de los mismos.

Este tipo de repeticiones se ha observado en indels producidos por slippage de la ADN polimerasa
en bacterias (Bzymek y Lovett, 2001). El slippage o deslizamiento de la lectura de la polimerasa
puede producir alteraciones en el nimero de bases en repeticiones de mononucledtidos y por lo
tanto generar inserciones o deleciones de unas pocas bases, es decir, generar inestabilidad de
microsatélites como la descripta en el capitulo uno de la tesis. El slippage puede producir también
la alteracidon en el nimero de repeticiones directas en una regidn de repeticiones en tdndem como
consecuencia de apareamientos erréneos de las cadenas de ADN durante la replicacién y puede
constituir una causa de produccidn tanto de inserciones como de deleciones de fragmentos de
ADN de tamafio superior al que produce la inestabilidad de microsatélites de mononucledtidos
(Lovett, 2004; Fig. 3.14).

repeticiones directas

f Y
e S—
— A
cadena naciente ; \ / cadena naciente
templado , A —\
1 templado
-1 deleuon +1 expansion
A — I A I
— e +— —
+
B o - S—
A I A A

Fig. 3.14. Alineamientos erréneos durante la replicacién del ADN o slippage como causa de inserciones y
deleciones. Las lineas gruesas representan las repeticiones directas. Tomado y adaptado de Bzymek y
Lovett, 2001.

El slippage en bacterias produce re-arreglos entre secuencias cortas e idénticas ubicadas a
distancias cortas en una misma molécula de ADN (Bzymek y Lovett, 2001). Se demostrd en E. coli
gue existe una disminucién exponencial en la tasa de delecién en funcion de la distancia entre las
secuencias repetidas (Lovett et al., 1994; Chedin et al., 1994). Tambien se determind en E. coli que
el mismatch repair evita que se produzcan deleciones por slippage entre repeticiones divergentes
gue no poseen secuencias idénticas debido a su capacidad de detectar las bases mal apareadas en
el heteroduplexo formado por el apareamiento de las repeticiones divergentes e iniciar el proceso
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de reparacién de ADN (Lovett y Feschencko, 1996). El slippage se ha observado también en
regiones del plastoma con repeticiones en tandem (microsatélites) y se cree responsable del
aumento o la disminucién en el nimero de esas repeticiones (Wolfson et al., 1991; Massouh et al.,
2016).

Por otra parte, también se ha postulado a la recombinacién entre repeticiones directas como un
mecanismo de produccion de inserciones y deleciones (Ogihara et al., 1988). Es probable que
tanto la longitud de la repeticién como la distancia a la que se encuentran ambas repeticiones
influyan en la frecuencia de la recombinacidn. Las diferencias de secuencia entre las repeticiones
también afectarian las tasas de recombinacién (Fischer et al., 1996). Por ejemplo, en E. coli una
reduccion del 10% en la identidad de secuencia de las repeticiones reduce 40 veces la frecuencia
de la recombinacion (Shen y Huang, 1986). Al igual que como ocurre con los indels por slippage
entre repeticiones divergentes, el sistema de mismatch repair evita la produccién de indels por
recombinacién entre repeticiones divergentes. En este caso mediante la actividad de
antirecombinacién, actuaria detectando las bases mal apareadas en el heteroduplexo formado por
las repeticiones divergentes e inhibiendo esta recombinacidn (Bzymek y Lovett, 2001; Surtees et
al., 2004).

Si bien no se ha realizado hasta el momento ningun estudio que analice todas las variables antes
mencionadas al mismo tiempo, la transformacién de los plastomas permite estudiar las longitudes
necesarias para que se produzca recombinaciéon entre fragmentos de ADN con secuencias
similares. La integracién de transgenes en el plastoma se realiza mediante recombinacién
homdloga entre secuencias del vector de transformacién y secuencias del plastoma. Secuencias
con longuitudes de 400 - 500 pb parecen ser suficientes para tener transformacién de plastomas a
una frecuencia razonable en el caso de las plantas (Bock, 2001; Bock, 2015) y secuencias de 50 pb
permiten la transformacidon del plastoma en el caso de las algas (Dauvillee at al., 2004). Mediante
la transformacién del plastoma de tabaco también ha sido posible estimar las longitudes minimas
necesarias para la existencia de recombinacidon entre repeticiones directas presentes en el
cassette de transformacidn. A través de estos estudios se ha reportado la escision espontanea de
una secuencia de 868 pb mediante una aparente recombinacidon entre repeticiones directas
divergentes de 16 pb (Staub y Maliga, 1994). Por otro lado, en otro trabajo en donde se analizé
una region invertida en el ADN plastidico del arroz respecto del plastoma de N. tabacum, se
planted la existencia de eventos de recombinacién entre secuencias tan cortas como 16 pb de
longitud (Hiratsuka et al., 1989). Estos resultados sugieren que en algunas ocaciones, secuencias
plastidicas menores a 20 pb pueden actuar como sustratos efectivos para la recombinacion.

Todas las deleciones grandes se ubicaron en la LSC y en todos los casos una de las repeticiones
directas se conservé mientras que la otra se elimind junto con la porcién delecionada. Esto podria
ser facilmente explicado mediante la existencia de recombinacién entre las repeticiones directas.
Se ha reportado que esta recombinacion produciria la pérdida del fragmento de ADN contenido
entre ambas repeticiones incluyendo la perdida de solo una de las repeticiones (Ogihara et al.,
1988, Ogihara et al., 1991; Ogihara y Osawa, 2002). La Unica insercién grande detectada mediante
el cpTILLING correspondid a una duplicacion ubicada en las IRs y en donde también se
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identificaron repeticiones directas. Este hecho coincide con la postulacion de la recombinacidn
entre repeticiones directas como una causa de produccion de inserciones en el plastoma (Ogihara
et al., 1988). Las repeticiones directas indicarian que los indels grandes identificados podrian en
principio producirse tanto por el mecanismo de slippage durante la replicacion del ADN del
plastoma, como por la recombinacion entre las repeticiones directas. El mecanismo de slippage
fue observado en regiones del plastoma con repeticiones en tdandem (microsatélites) y los indels
producidos modificaron el nimero de esas repeticiones (Stoike y Sears, 1998). En el caso de la
mutante cpm, las repeticiones directas no se ubicaron en regiones del plastoma con estas
caracteristicas. En funcidn de esta observacion, se postula a la recombinacién como el mecanismo
responsable de la produccién de los indels grandes identificados en el plastoma com. Ademas,
esto concuerda con la existencia de recombinacidn alterada mencionada anteriormente. Esta
recombinacién alterada produciria un incremento de la recombinacidn ilegitima entre segmentos
cortos de ADN del plastoma con secuencias iguales o divergentes, tal como son las repeticiones
directas presentes en los indels grandes identificados.

Es interesante mencionar que en un estudio sobre mutaciones que modifican la longitud de
secuencias del plastoma en los generos Triticum y Aegilops (Ogihara y Ohsawa, 2002) se
determiné la existencia de inserciones y deleciones. En este estudio se postulé al slippage como la
causa de las duplicaciones que dieron origen a las inserciones y a la recombinacién ilegitima entre
las repeticiones directas ubicadas en los extremos de las deleciones como las causa de las mismas
(fig. 3.15).

(1) "

A

4 '
_
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Fig. 3.15. Produccion de inserciones y deleciones en regiones con repeticiones directas. lzquierda:
representacion esquematica de eventos de duplicacion (1) y triplicacidn (11) de la secuencia A debido al
slippage de la ADN polimerasa. Derecha: representacion esquematica de la produccién de una delecion
debido a recombinacion ilegitima entre repeticiones directas (cajas con flechas indicando el sentido de las
repeticiones). Tomado de Ogihara y Ohsawa, 2002.
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Por otro lado, se postuld al slippage como el mecanismo responsable de los indels identificados en
las mutantes de Oenothera, tanto las obtenidas espontdneamente (Massouh et al., 2016) como las
inducidas por el genotipo mutador de los cloroplastos identificado en esa especie (Stoike y Sears,
1998). Es importante destacar que en la mutante msh1 de A. thaliana, también se identificaron re-
arreglos de loci del cloroplasto que contienen numerosas repeticiones cortas de 10 — 15 bp (Xu et
al., 2011). Esta mutante tiene afectado un gen del sistema de mismatch repair cuya proteina se
encuentra en el nucleoide del cloroplasto y afectaria al plastoma mediante la recombinacion
ilegitima entre repeticiones cortas, tal como se propone estaria ocurriendo en com.

En relacién a la postulacién de repeticiones directas del plastoma como sitios de produccidn de
deleciones, es importante mencionar que las repeticiones presentes en las regiones trnfM y rpoC2
tienen una identidad del 100%, un tamafio superior a 16 pb y estdn separadas por una distancia
que fue inferior a los 620 pb, valor que corresponde a la distancia entre las repeticiones
identificadas en la delecién en el gen psbA. Todas estas caracteristicas coinciden con las que
presentaron las repeticiones directas entre las que se observé recombinacion ilegitima segun la
bibliografia y sin embargo, no se detectaron deleciones grandes en estas regiones en las 184
plantulas com analizadas. Por otro lado, la deteccién de una sustitucidon en cada una de estas dos
regiones confirmd la accidén inductora de cambios puntuales en el plastoma por parte del gen
mutador cpm, tal como se informé anteriormente en el capitulo uno de la tesis.

El control de la recombinacidn entre segmentos de microhomologia como lo son las repeticiones
de longitudes cortas, el tipo de repeticion mas abundante en el plastoma, es fundamental para el
mantenimiento de la integridad del genoma del cloroplasto. Las principales perturbaciones que
afectan la estabilidad del plastoma surgen como consecuencia de eventos de recombinacidon
ilegitima entre secuencias cortas o repeticiones de microhomologia (Marechal y Brisson, 2010).
Estos eventos son raros y se pueden detectar solo en una escala de tiempos evolutivos (Marechal
y Brisson, 2010), hecho que indica la existencia de mecanismos eficientes de control de este tipo
de recombinacion. En este sentido, se postula que la recombinacidn ilegitima entre las
repeticiones directas que originaria los indels grandes seria consecuencia de la falta de actividad
de antirecombinacién del gen afectado en cpm. Como se sefialé anteriormente, esta actividad de
antirecombinacién ha sido atribuida a las proteinas del sistema de reparacion de mismatch repair.
De este modo, estos indels constituyen otra evidencia de la recombinacion alterada en cpom en
concordancia con lo concluido en el capitulo dos en base a los polimorfismos observados en el gen
y en el pseudogen rp/23.
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Desaparicion de los heteroduplexos durante las digestiones con CJE

La observacion de una banda de tamafo superior al tamafio del amplicon en la corrida
electroforética de los cuatro amplicones con indels grandes cuando no se digirié con CJE y el hecho
de que esta banda desaparecié completamente ante la digestidn en tres de estos casos, lleva a la
idea de que esta banda corresponderia al heteroduplexo compuesto por una cadena de ADN
portadora del indel y la otra sin el indel. Esto indica que la banda correspondiente al
heteroduplexo se pudo distinguir en el gel como una banda de diferente tamafio a la que
corresponde a los homoduplexos con y sin el indel. Esto podria deberse a una cuestion de
conformacion diferencial del heteroduplexo respecto de los homoduplexos. Es probable que se
genere una estructura secundaria en esta molécula de ADN con alguna estructura de horquilla que
le dificultaria la movilidad en el gel y que haria que se desplace mas lento que los homoduplexos
gue no poseen esta estructura secundaria.

Efectos de las deleciones grandes presentes en los genes psbA y rps3

La delecion de 620 pb presente en el gen psbA en homoplasmia produjo la ausencia de las dos
proteinas del core del PSIl, lo que provocaria la falta de un PSIl funcional y la incapacidad de la
plantula mutante de realizar fotosintesis activa. Por otro lado, la identificacién de un coddn stop
prematuro en el gen psbC en otra plantula viridis que se deterioré hasta su muerte de la misma
manera que la mutante con delecién en el gen psbA, constituye otra evidencia de la ausencia de
un PSIl funcional en estas mutantes.

El ensamble de las subunidades proteicas que componen el PSIl se estudié en la cianobacteria
Synechocystis sp. (Nickelsen y Rengstl, 2013). Estos estudios demostraron que para que la proteina
D1 se pueda integrar como componente del fotosistema, se debe haber ensamblado previamente
en la membrana la proteina D2. Esto permite luego la incorporacién de las proteinas de la antena
intrinseca CP47 y CP43 y finalmente la asociacién de la antena extrinseca da lugar al PSII. El orden
de ensamble de los componentes del PSIl en cloroplastos es el mismo que en cianobacterias (Aro
et al., 2005). Por otra parte, existe un mecanismo de regulacién de la traduccion de las proteinas
que forman parte de un mismo complejo proteico denominado CES en los cloroplastos de
Chlamydomonas reinhardtii (Choquet y Wollman, 2002). En funcién de este mecanismo, se sabe
que la falta de expresién de D1 provoca una sintesis reducida de CP47 y de PsbH pero no de D2
(Bennoun et al., 1986; Jensen et al., 1986; de Vitry et al., 1989), y que la falta de D2 provoca una
sintesis reducida de D1, CP47 y PsbH (Bennoun et al., 1986; Erickson et al., 1986). Aunque no esta
claro si el mecanismo CES existe en los cloroplastos de las plantas, se demostré que en el caso de

la mutante de cebada Vir*®

, en la cual la expresion de D1 estaria impedida, la expresion de CP47
esta reducida (Gamble y Mullet, 1989; Kim et al., 1994). En el caso de la mutante con delecién en
el gen psbA en homoplasmia, la falta de D1 provocaria la ausencia de D2, resultado que no

coincide con lo observado para el mecanismo CES en C. reinhardltii.
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La delecion de 45 pb en el gen rps3 no resultd letal para la plantula que la portaba. Sin embargo,
seria interesante realizar el analisis de la traduccién a nivel de los cloroplastos para confirmar la
neutralidad del cambio. A diferencia de las deleciones que fueron detectadas en los genes psbA y
rpl23, la delecién en el gen rps3 no genera un corrimiento del marco de lectura sino que se elimina
un dominio de 15 aminoacidos en la proteina RpS3. La ausencia de un dominio sin relevancia en la
funcionalidad de la proteina podria explicar el hecho de que la delecidn no resulte letal para la
plantula y que su fenotipo sea similar al normal. En este sentido, la ausencia de este mismo
dominio en la versién normal de la proteina RpS3 codificada en los cloroplastos de varias especies
dentro de las gramineas, como maiz y sorgo, es un claro indicio de que el mismo no es
indispensable para la correcta funcionalidad de la proteina ribosomal RpS3. Este hecho permitiria
plantear la hipdtesis de que originalmente en el antepasado del maiz, esta proteina poseia este
dominio y que luego en algin momento de la historia evolutiva del mismo, se pudo haber perdido
por algin mecanismo similar al producido por el com en la mutante portadora de la delecién de 45
pb en el gen rps3 de cebada.
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CONCLUSIONES

El cpTILLING permitié identificar inserciones y deleciones grandes de tamafios variables,
superiores a una o dos pb, ubicadas tanto en la LSC como en las IRs.

CJE es capaz de detectar y digerir los heteroduplexos originados por indels de tamafio tan grande
como 620 pb.

La presencia de repeticiones directas en los indels grandes identificados y el hecho de que estos
indels no se ubicaron en regiones del plastoma con repeticiones en tdndem, sugiere que estos
indels se produjeron por recombinacion ilegitima entre las repeticiones directas.

La delecién de 45 pb en el gen rps3 elimina un dominio en la proteina RpS3 de cebada que no seria
relevante para el normal funcionamiento de dicha proteina.

La delecidn de 620 pb en el gen psbA provocaria la ausencia de un PSII funcional.

El mecanismo de produccion de indels grandes mediante recombinacién de repeticiones directas
constituye otra evidencia de la existencia de recombinacién alterada en cpom.

La recombinacién ilegitima entre las repeticiones directas que produjeron los indels, sugiere fallas
en la funcién de antirecombinacidon de una proteina involucrada en el mecanismo de reparacion
del ADN de mismatch repair direccionada al cloroplasto.
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DISCUSION GENERAL
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Postulacién de fallas en el sistema de reparacion de ADN del tipo mismatch repair como
la causa de los cambios moleculares identificados en el plastoma de las plantulas com

La conservacién de la integridad de los genomas depende de la existencia de sistemas de
reparacion del ADN. Estos sistemas estan presentes en todos los organismos y se estudiaron tanto
en procariotas como en eucariotas. El estudio en organismos con células eucariotas se centrd en
los sistemas que mantienen la integridad del ADN nuclear y por este motivo poco se conoce sobre
los sistemas de reparacion del ADN responsables de la conservacién de los genomas de las
organelas.

El mecanismo BER (base excision repair) es el mas estudiado a nivel de las organelas. Se comprobé
su existencia tanto en mitocondrias como en cloroplastos. Este mecanismo se encarga de la
eliminacién de las bases alteradas en los nucledtidos a través de las glicosilasas. Se identificaron
varias glicosilasas distintas, cada una responsable de la reparacién de un tipo de alteracidon
diferente de las bases (Boesch et al., 2011). En este sentido, este sistema de reparacioén tiene una
alta especificidad y la alteracién de cada glicosidasa produciria una sustitucidon de bases particular.
Por este motivo, se cree que la alteracion en BER no explicaria el conjunto de los cambios
puntuales identificados en el plastoma cpm, ni tampoco los casos de recombinacién identificados.
Por otro lado, en relacidén a otros sistemas de reparacién es bueno aclarar que no se ha podido
comprobar la existencia en los cloroplastos del mecanismo NER (nucleotide excision repair), ni del
mecanismo NHEJ (non-homologous end joining) de reparacién de las ruptura de doble cadena del
ADN (Boesch et al., 2011; Ruhiman y Jansen, 2014).

Segln el estudio de los sistemas de reparacién del ADN en procariotas y del ADN nuclear en
eucariotas se sabe que las ADN polimerasas pueden introducir nucledtidos incorrectos en la
cadena de ADN que se estd sintetizando durante la replicacion del ADN. Esto origina el
apareamiento erréneo de bases que no son complementarias (mismatches), que normalmente se
corrige por la actividad de proofreading exonucleasa de la ADN polimerasa. Las fallas en esta
actividad exonucleasa llevarian a la produccion de mutaciones. Existen diversos sistemas de
reparacion del ADN que permiten corregir los errores cometidos por la ADN polimerasa y
mantener tanto la integridad de los genomas como la fidelidad de la transmision del material
genético entre generaciones. Por el contrario, el funcionamiento inadecuado de los sistemas de
reparacion del ADN produce inestabilidad del genoma vy la aparicion de mutaciones. En el caso
especifico del apareamiento de bases que no son complementarias, la ausencia del sistema
apropiado de correccion puede llevar a la produccion de sustituciones. El sistema de mismatch
repair, es el encargado de la identificacion de los mismatches presentes en los heteroduplexos de
ADN y de su correccion mediante la re-sintesis del ADN. El sistema de mismatch repair también
reconoce y corrige las bases que no se encuentran apareadas tanto en la cadena que actia como
molde como en la cadena de ADN que se esta sintetizando durante la replicacién del ADN. Estas
bases no apareadas se pueden producir por el apareamiento incorrecto de secuencias repetidas
como las repeticiones de mononucleétidos debido a un deslizamiento de la lectura o slippage
cometido por la ADN polimerasa. La falta de correccion de estas bases no apareadas genera
inserciones y deleciones de unas pocas bases. Por otro lado, el slippage también puede ocurir en
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regiones del ADN con secuencias repetidas en tdndem. En este caso se puede producir la variacion
en el numero de esas repeticiones, asociado a inserciones y deleciones de las porciones
comprendidas entre las repeticiones. El sistema de mismach repair puede evitar la produccién de
estos indels cuando las repeticiones involucradas son divergentes, es decir, no tiene identidad de
secuencia del 100%.

Se estima que en E. coli el sistema de mismatch repair reduce los errores de la replicacién del ADN
entre 100 a 1000 veces, manteniendo las tasas de mutacién a un nivel de un error por cada 10"
nucleétidos incorporados (Schofield et al., 2003; lyer at al., 2006). En la figura DG.1 se esquematiza
el mecanismo propuesto en E. coli mediante el cual, el sistema de mismatch repair evita la
produccidn de indels por slippage en regiones con repeticiones en tandem que son divergentes.
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Figura DG.1. El sistema de mismatch repair evita la produccién de indels por slippage entre repeticiones
divergentes en tandem en E. coli. Las lineas gruesas repesentan las repeticiones en tdndem que poseen un
mismatch entre ellas. La metilacidon del ADN permite la identificacion de la cadena de ADN que se esta
sintetizando. La proteina MutH realiza el corte en la cadena de ADN que posee la base incorrecta y de esta
manera se incia el proceso de reparacion del ADN que evita la produccion de una delecidn en la cadena
naciente. Tomado y adaptado de Bzymek y Lovett, 2001.
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Por otro lado, debido a su capacidad de identificacion de los mismatches presentes en los
heteroduplexos de ADN, el sistema de mismatch repair también regula al proceso de
recombinacién. Se ha demostrado en levaduras que la existencia de un solo mismatch es
suficiente para que el sistema de mismatch repair inhiba la recombinacién, observdndose un
efecto acumulativo negativo de la presencia de mds mismatches sobre las tasas de recombinacion
(Chen vy Jinks-Robertson, 1998). Este sistema reconoce a los intermediarios con mismatches que se
generan por la recombinacion entre segmentos de ADN con secuencias divergentes e inhibe el
proceso de recombinacidn entre este tipo de secuencias (Rayssiguier et al., 1989; Hunter et al.,
1996; Surtees et al., 2004). Los intermediarios con mismatches se originan durante el proceso de
apareamiento y migracién de las cadenas de ADN que recombinan (figura DG.2). Una vez que los
mismatches son reconocidos, el sistema de mismatch repair puede tanto inhibir el proceso de
recombinacién como reparar los mismatches presentes en los intermediarios. Este sistema de
reparacion tiene entonces un efecto de antirecombinacién y de esta manera, la recombinacién
entre fragmentos de ADN que no poseen identidad de secuencia se mantiene controlada para
evitar la inestabilidad que podria generar este tipo de recombinacion ilegitima.
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Fig. DG.2. Antirecombinacién del sistema de mismatch repair. Las proteinas MSH identifican el mismatch en
el heteroduplexo intermediario formado por el apareamiento de las secuencias divergentes. Estas proteinas
luego reclutan el complejo STR compuesto por la helicasa Sgs1 y las topoisomerasas Top3 y Rmil, para
iniciar el desenrollamiento del heteroduplexo e inhibir la recombinaciéon. Tomado y adaptado de
Chakraborty y Alani, 2016.
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Estudios en levaduras demostraron que la recombinacion entre secuencias con menos del 10% de
variacion aumenté hasta 70 veces luego de la inactivacién del sistema de mismatch repair (Datta
et al., 1996). La supresion de la recombinacidén entre secuencias divergentes por parte del sistema
de mismatch repair también se demostrd en eucariotas superiores como plantas y animales
(Trouiller et al., 2006). La pérdida de la actividad del sistema de mismatch repair en A. thaliana
produjo un aumento de dos a nueve veces de la recombinacidn entre fragmentos divergentes en
el nucleo, demostrando que el sistema de mismatch repair reduce la frecuencia de recombinacion
de secuencias divergentes en plantas (Li et al., 2006).

Los procesos de replicacidn, recombinacidn y reparacion estdn intimamente relacionados y los tres
procesos actian de manera conjunta para la conservaciéon de la informacidn genética y el
mantenimiento de la estabilidad de los genomas (Singh et al., 2010; Marechal y Brisson, 2010).

En eucariotas el sistema de mismatch repair depende de los genes MSH (MUTS Homologue) y MLH
(MUTL Homologue) que son ortdlogos de MUTS y MUTL de E. coli, respectivamente. Los
polipéptidos MSH y MLH forman complejos diméricos que actian de forma conjunta para unir los
heteroduplexos de ADN con mismatches e iniciar el proceso de reparacion. La mayoria de los
eucariotas tienen genes que codifican seis proteinas MSH, aunque se identific6 una séptima
(MSH7) en plantas (Culligan y Hays, 2000). Se demostré que todas las proteinas MSH, a excepcion
de la MSH1, actdan en la reparacion y/o en la recombinacion del ADN durante la meiosis (Sia y
Kirkpatrick, 2005), en donde cada proteina tiene un rol especifico y en ciertas ocasiones estos roles
se solapan. Se reportdé que el heterodimero MSH4-MSH5 estd Unicamente involucrado en la
recombinacién meidtica (Novak et al., 2001), mientras que los otros tres heterodimeros que
actuan sobre el genoma del ntcleo estan involucrados tanto en recombinaciéon como en mismatch
repair. Estudios de asociacién de los heterodimeros MSH a segmentos de ADN con mismatches
revelaron que el heterodimero MSH2-MSH3 (MUTSPB) se asocia a horquillas originadas por
inserciones y deleciones, el heterodimero MSH2—-MSH6 (MUTSa) se asocia a bases mal apareadas
y pequefias horquillas originadas por inserciones y deleciones (Acharya et al., 1996; Marsischky et
al., 1996), mientras que el heterodimero MSH2—-MSH7 (MUTSy) se asocia a bases mal apareadas
pero no une horquillas originadas por inserciones y deleciones (Wu et al., 2003). El estudio de la
mutante por insercion de T-DNA en el gen MSH2 de A. thaliana (Hoffman et al., 2004) indicé la
presencia de altos niveles de mutaciones en el genoma nuclear y reducida fertilidad. Por otro lado,
el homodimero formado por MSH1 actia sobre los genomas de las mitocondrias y de los
cloroplastos, aunque el detalle molecular de sus funciones aln no esta del todo claro. Los dimeros
MSH luego reclutan a los heterodimeros formados por las proteinas MLH asociadas con las
proteinas PMS para iniciar la reparacién del ADN. Se reportd que una mutante de A. thaliana del
gen MLHI1 tiene afectada la recombinacion mitética, ya que se detecté un aumento en la
recombinacién entre segmentos divergentes (Dion et al., 2007). Ademas, esta mutante presentd
defectos reproductivos observandose una disminucién de la fertilidad, un defecto que también se
reportd en algunos casos de mutantes de genes MSH que afectan la recombinacidn meidtica
(Hoffman et al., 2004; Lloyd et al., 2007).
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En la figura DG.3 se resumen las etapas involucradas en el sistema de reparacion del ADN de
mismatch repair y los principales genes que actlan en cada etapa tanto en procariotas como en

eucariotas.
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Figura DG.3. Esquema de las etapas involucradas en el sistema de reparacién del ADN de mismatch repair en
organismos procariotas y en organismos eucariotas. Los dimeros MutS, MSH2-MSH6, MSH2-MSH3 y MSH2-
MSh7 reconocen los mismatches y las horquillas originadas por inserciones y deleciones, cada dimero lo
hace con una especificidad determinada. Los dimeros MutL, MLH1-PMS1 y MLH1-PMS2 se asocian a los
dimeros MSH y al ADN e inician el proceso de reparacion. MutH y PCNA reconocen la cadena molde del ADN
y la cadena que esta siendo sintetizada. ADN Helicasa I, SSB, Exo I, Exo VI, Exo X, Rec), pol lll, ligasa, Exol,
PCNA, RPA, RFC, HMGB1 estan involucrados en la eliminacion de la porcién de ADN que contiene el
mismatch y/o la horquilla originada por los indels, la resintesis y la ligacién del ADN. Ec: E. Coli, Sc: S.
cerevisiae, Hs: H. sapiens y At: A. thaliana. Tomado y adaptado de Spampinato et al., 2009.
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La estabilidad de los genomas de las organelas se ha atribuido también a otros genes que no
pertenecen al sistema de mismatch repair, como por ejemplo, los genes WHY1 y cpRECA. lLas
proteinas codificadas por estos genes participan en la regulacién de la recombinacién ilegitima
entre repeticiones cortas (secuencias idénticas o divergentes) o segmentos de microhomologia del
plastoma (Marechal y Brisson, 2009).

CpRECA o RECA1 es el ortdlogo en eucariotas del gen RECA que codifica la recombinasa RECA que
actua sobre el plastoma. Estas proteinas aseguran el apareamiento de regiones del ADN que
poseen una alta identidad de secuencia y luego promueven la invasién y la migracion de las
cadenas del ADN durante el proceso de recombinacion. De esta manera, estas proteinas son
cruciales para la reparacién del ADN dependiente de homologia (entre secuencias con alta
identidad) y tienen roles importantes en la prevencién de la recombinaciéon entre secuencias
repetidas cortas (Cox et al., 2000). Mutaciones en el gen RECA3 de A. thaliana que codifica la
proteina direccionada a la mitocondria produce re-arreglos en el condrioma por recombinacion
entre secuencias repetidas de tamafio mayor a 150 pb. De todas formas, no se puede descartar la
existencia de recombinacién entre repeticiones de menor tamafio, ya que no se ha estudiado en
esta mutante la recombinacién entre repeticiones de tamano inferior a 150 pb. Las caracteristicas
de la recombinacidn del condrioma de mutantes en el gen RECA3 son diferentes de las observadas
en las mutantes mshl de A. thaliana. De hecho, las repeticiones afectadas parecen ser un
subgrupo de aquellas afectadas en las mutantes msh1 (Shedge et al., 2007; Arrieta-Montiel et al.,
2009). Lineas mutantes homocigotas de A. thaliana con insercion de T-DNA en el gen cpRECA
tuvieron plantas variegadas a una frecuencia de 1,1% a 4,2% a partir de la cuarta generacion. Estas
mutantes tuvieron sus moléculas de ADN plastidico con estructuras alteradas junto con una
cantidad inferior de ADN plastidico que el control (Rowan et al., 2010). No se analizé aln en estas
mutantes la existencia de cambios moleculares en la secuencia del ADN del plastoma.

El gen WHY1 de A. thaliana codifica junto con el gen WHY3, las proteinas WHY (whirly)
direccionadas al cloroplasto. Estas proteinas se unen al ADN simple cadena y se propuso que
contribuyen a mantener la estabilidad del plastoma evitando la produccién de eventos de
recombinacién ilegitima (Maréchal et al., 2009). Mutantes dobles y simples en los genes WHY1 y
WHY3 de A. thaliana inducen diferentes tipos de variegacion en el 4.6% de la progenie. Este
fenotipo variegado es el resultado de la inestabilidad incrementada del genoma plastidico. Los
plastomas acumulan deleciones, duplicaciones y/o eventos de circularizacidén que son producto de
eventos de recombinacion ilegitima entre repeticiones directas cortas (10-18 pb), es decir,
segmentos que poseen microhomologias. Las lineas mutantes en solo uno de los dos genes WHY
presentaron re-arreglos en menor frecuencia que las mutantes dobles. Estos re-arreglos en el
plastoma se observaron también en mutantes why de maiz (Maréchal et al., 2009).

Fallas en el funcionamiento de las proteinas que derivan de los genes WHY1-3 y cpRECA no
permiten explicar la produccién de sustituciones como si lo hacen las fallas en el sistema de
mismatch repair. En funcion de lo expuesto anteriormente, se deduce que mutaciones en estos
genes explicarian Unicamente los re-arreglos en regiones del plastoma con repeticiones cortas por
recombinacién ilegitima entre esas repeticiones. Por este motivo, no se considera a los genes
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WHY1 y cpRECA como candidatos a producir el espectro de los cambios moleculares que se
identificaron en com. Ademas, la proteina direccionada al cloroplasto que se encuentra codificada
por el gen WHY1 de cebada, también tiene localizacién en el nucleo. Por lo cual, se podria
especular que fallas en el funcionamiento de esta proteina también podrian originar inestabilidad
en el genoma nuclear. De todas formas, no se puede descartar que la interaccién de las proteinas
del mismatch repair con las proteinas WHY1 y cpRECA que evitan la recombinaciéon entre
repeticiones cortas, también sea una forma indirecta mediante la cual las proteinas del mismatch
repair regulan este tipo de recombinacion ilegitima. En relacién a esto, es importante mencionar
gue ensayos in vitro demostraron que la actividad de antirecombinacién del gen MUTS del
mismatch repair de E. coli es el resultado de la inhibicién de la actividad de la proteina RECA
durante la recombinacion. MUTS inhibe la invasion mediada por RECA, de la doble cadena de ADN
con que se forma el heteroduplexo durante la recombinacion (Worth et al., 1994; Calmann vy
Marinus, 2004). La interaccién entre MSH1 y RECA para mantener la integridad de los genomas de
las organelas también se determiné en el musgo Physcomitrella patens (Odahara et al., 2017).

Los cambios moleculares que se identificaron en los plastomas de las plantulas com descriptos en
esta tesis, serian evidencias de fallas en la correccién de los mismatches que se producen durante
la replicacion del ADN: las sustituciones y los indels localizados en microsatélites (repeticiones de
mononucleétidos) y de fallas en el control de la recombinacién: los polimorfismos en el gen y en el
pseudogen rpl23 y los casos de indels grandes. Como se dijo anteriormente, el sistema de
reparacion que se encarga de la correccidn de este tipo de cambios moleculares en el genoma de
los procariotas y en el genoma nuclear de organismos eucariotas es el sistema de mismatch repair
y por este motivo se postula que en las plantulas com se encontraria afectado algin gen nuclear
perteneciente a este sistema, cuya proteina esta direccionada al plastido y actua sobre el
plastoma. Es necesario el andlisis del genoma de las mitocondrias para descartar la posibilidad de
que la proteina CPM también produzca inestabilidad en este genoma.

Cabe destacar que esta seria la primera vez que se exponen evidencias de posibles fallas en el
sistema de mismatch repair del plastoma, ya que la mayor parte de la bibliografia que existe sobre
este sistema de reparacién reporta sobre las consecuencias del mal funcionamiento en el genoma
nuclear en el caso de los organismos eucariotas. Ademas, es la primera vez que en una linea
mutante se identifican multiples evidencias que sefialan al mal funcionamiento del mismatch
repair de plastomas. Si bien se han identificado cambios moleculares en el plastoma de otras dos
lineas mutantes que también podrian producirse por fallas en este sistema de reparacién del ADN,
estos cambios corresponden solamente a una fraccién de los cambios identificados en com. Estas
dos mutantes corresponden al mutador de Oenothera y a la mutante en el gen MSH1 de A.
thaliana y son los dos casos en donde se logré comprobar que el mal funcionamiento de una
proteina codificada por un gen nuclear afecta directamente la integridad de los genomas de las
organelas. Solamente se conoce el gen nuclear afectado en el caso de la mutante de A. thaliana, el
cual pertenece al sistema de reparacion de mismatch repair. Es importante sefialar que la mutante
cpm es la primera mutante descripta en monotiledéneas generadora de un amplio espectro de
plantas clorofilicas y que ademads corresponde a una planta cultivada.
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En el mutador de Oenothera se identificaron inserciones y deleciones en cinco regiones del
plastoma mediante RFLP y southern blot (Chiu et al., 1990). Luego se identificaron inserciones de
una base en dos repeticiones de mononucleétidos ubicadas en regiones intergénicas y también
una insercion de 4 pb y una sustitucion en el gen psbB mediante SSCP (Chang et al., 1996). Los
cambios moleculares mayoritarios identificados en Oenothera correspondieron a indels entre
repeticiones directas en regiones del plastoma que contienen repeticiones en tandem
(microsatélites) (Stoike y Sears, 1998). Se debe remarcar que el analisis de estos indels, se realizé
especificamente en una region del plastoma en donde existe este tipo de repeticiones en tandem
(la regién entre el gen 165 rRNA y el gen trnl). Los autores atribuyeron estos indels al slippage de la
ADN polimerasa durante la replicacion del ADN vy postularon que la producciéon de indels se
deberia a la ausencia en la mutante de alguna proteina que altera la topologia del ADN del
plastoma, como una topoisomerasa o una helicasa. Las repeticiones directas presentes en los
indels identificados en esta mutante tuvieron longitudes de entre 6 pb y 23 pb, y fueron tanto
idénticas (100% de identidad) como divergentes (74% de identidad). Los indels tuvieron tamafios
de entre 180 y 600 pb. La presencia de repeticiones divergentes junto con la identificaciéon de
algunas mutaciones puntuales, permite especular con la posibilidad de fallas en el sistema de
mismatch repair y que la causa de los indels en esta mutante de Oenothera también pueda ser la
recombinacién ilegitima entre las repeticiones por el mal funcionamiento de este sistema de
reparacion, tal como ocurriria en cpm. De todas formas, la existencia de fallas en el mismatch
repair también explicaria la produccidn de indels por slippage de la polimerasa entre repeticiones
divergentes, tal como proponen los autores.

Por otro lado, la mutante msh1 de A. thaliana fue identificada como un mutador de cloroplastos
(chm) debido a la produccidn de plantas variegadas (Redei, 1973), pero se demostré que las
mutantes producidas por chm tenian re-arreglos en el ADN mitocondrial (Martinez-Zapater et al.,
1992; Sakamoto et al.,, 1996; Abdelnoor et al., 2003). La proteina MSH1 se localiza en los
nucleoides de los cloroplastos y las mitocondrias de A. thaliana, y se demostré luego que mshli
induce una baja frecuencia de re-arreglos en el ADN de los cloroplastos (Xu et al., 2011). La
mutante mshl de A. thaliana obtenida mediante un tratamiento con EMS, induce en la
mitocondria la recombinacién entre repeticiones de 50-556 pb con una identidad de secuencia
tan baja como el 85%. Esta recombinacion esta a veces asociada con re-arreglos gendmicos (Davila
et al.,, 2011), produciendo cambios rapidos y dramaticos en el nimero relativo de copias de
porciones del genoma mitocondrial (Abdelnoor et al., 2003; Maréchal y Brisson, 2010). La
mutacion en MSH1 de A. thaliana también produce re-arreglos en un /oci del cloroplasto que
contiene numerosas repeticiones idénticas y divergentes de 10 — 15 pb (Xu et al., 2011), aunque el
detalle molecular del re-arreglo del ADN aldn no se determind debido a que estos re-arreglos se
detectaron mediante southern blot. Por lo tanto, el rol de MSH1 en el mantenimiento de la
integridad del genoma del cloroplasto se conoce poco. Debido a que las plantas mshl no
acumulan mutaciones puntuales en el genoma mitocondrial, la proteina MSH1 de A. thaliana
pareceria estar mas especializada en la regulacién de la recombinacién que en el mismatch repair
en la mitocondria (Abdelnoor et al., 2003). En coincidencia con lo observado en A. thaliana, la
disminucion en la expresion de MSH1 en tomate y tabaco desestabilizdé el genoma mitocondrial
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(Sandhu et al., 2007). El direccionamiento dual a mitocondrias y cloroplastos de la proteina MSH1
observado en A. thaliana no esta presente en la proteina de otras especies como por ejemplo,
maiz y soja, donde estd dirigida Unicamente a la mitocondria (Christensen et al., 2005; Abdelnoor
et al., 2006).

El espectro de cambios moleculares en cpm fue mds amplio que el espectro detectado en las
mutantes que causan inestabilidad de los genomas de las organelas de Arabidopsis y Oenothera.
En estas dos mutantes se detectaron mayoritariamente re-arreglos asociados a repeticiones del
plastoma y el condrioma. De todas formas, se podria especular que el espectro de cambios
observados en esos dos casos puede ser producto de que estos genomas se analizaron mediante
las técnicas de RFLP y southern blot. Estas técnicas identifican indels y grandes re-arreglos con
mayor facilidad que cambios puntuales. Esto se debe a que solamente detectan los cambios
puntuales que se ubican en los sitios de restriccion de las enzimas empleadas. En este sentido, es
probable que mediante la implementacién de alguna técnica como el TILLING se pueda analizar
con mayor seguridad la existencia de cambios puntuales en los plastomas de estas dos mutantes.
Por ultimo, no se puede descartar que el andlisis en las plantulas com de multiples regiones del
plastoma pudiera resultar en la identificaciéon de un conjunto de cambios moleculares mds amplio
simplemente porque en las otras dos mutantes se analizé una porcidn acotada del plastoma.

Perspectivas: andlisis de los genes que forman parte del mismatch repair de cebada
como estrategia para la identificacion del gen com

En funcidn de los cambios moleculares detectados en los plastomas com y como una estrategia de
genética directa para la identificacion del gen cpm, se propone a futuro el analisis de las
secuencias de los genes del sistema de mismatch repair de cebada que actian sobre el plastoma
tanto en plantulas com como en plantulas control. Seria importante realizar también el analisis de
la expresion de estos genes para contemplar la posibilidad de que la mutacidn pudiera afectar la
regulacion de la expresién y no solamente la secuencia codificante de proteinas. Los principales
genes candidatos a ser Cpm son los genes MSH debido a la capacidad que poseen las proteinas
gue estos codifican, de reconocimiento de los mismatches y de antirecombinacién. Por otro lado,
el hecho de que la proteina codificada por el gen MSH1 de A. thaliana se ubique en los nucleoides
de las mitocondrias y los cloroplastos, convierte a este gen en un buen candidato siempre y
cuando, su funcionalidad en cebada sea diferente a la descripta en A. thaliana (una
monocotiledénea y una dicotiledénea), y/o que la mutacion existente en las plantas com tenga
diferentes consecuencias sobre la funcionalidad de la proteina MSH1 respecto de lo observado en
A. thaliana.

El analisis por homologia del gen MSH1 de A. thaliana en la base de datos de secuencias del
genoma de cebada depositada en Ensemblplants permitié identificar seis de los genes MSH, a
excepcion del MSH7, con alto grado de identidad de secuencia incluso a nivel de proteinas. De
estos seis genes MSH putativos de cebada, tres codifican isoformas proteicas con péptido sefial de
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direccionamiento al cloroplasto y/o a la mitocondria. Debido al direccionamiento dual de la
proteina MSH1 en A. thaliana, no se debe descartar la posibilidad de que la proteina afectada en
cpm también pueda tener direccionamiento a la mitocondria. Entre estos tres genes se
encuentran ademas de MSH1, los genes MSH2 y MSH4. Por otro lado, debido a que también se
reportd actividad de antirecombinacion para los genes MLH, este grupo de genes también se
podria considerar como candidato, aunque no se conocen casos de estas proteinas direccionadas
al cloroplasto.
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CONCLUSIONES GENERALES
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Se utilizd con éxito por primera vez un mutdgeno bioldgico en un proyecto de TILLING para la
deteccion de la variabilidad inducida en el plastoma.

La adaptacion de la técnica de TILLING al estudio del genoma de los cloroplastos resultd ser
efectiva para la identificacién de cambios moleculares en el ADN del plastoma en familias com con
varias generaciones de autofecundacion.

Se confirmé que el com induce un amplio espectro de mutaciones en el plastoma, ya que se
identificaron cambios moleculares distribuidos a lo largo de las diferentes regiones de este
genoma, que afectaron tanto a regiones génicas codificantes de proteinas, proteinas ribosomales
y ARNs ribosomales y de transferencias, como asi también a regiones intergénicas.

Se identificd con mayor exactitud el espectro de mutaciones inducidas por el com, los cambios
moleculares fueron principalmente transiciones e indels de una o dos bases en repeticiones de
mononucleétidos (inestabilidad de microsatélites) y en menor medida indels de mayor tamanfo
(indels grandes).

Las sustituciones identificadas en los plastomas cpm se producirian por errores cometidos por la
ADN polimerasa durante la replicacidon del ADN del plastoma y la inestabilidad de microsatélites se
produciria como consecuencia del deslizamiento de la lectura de la ADN polimerasa durante la
replicacion o slippage. Ambos errores no se corregirian correctamente en las plantas com.

La presencia de repeticiones directas en los indels grandes identificados y el hecho de que estos
indels no se ubicaron en regiones del plastoma con repeticiones en tdndem, sugiere que estos
indels se produjeron por recombinacién ilegitima entre las repeticiones directas y no por el
deslizamiento de la lectura de la ADN polimerasa o slippage.

La alta frecuencia de polimorfismos y las combinaciones en que estos se presentaron en el geny
en el pseudogen rpl23 de las plantulas cpm sugiere que los mismos se originaron por
recombinacién ilegitima y no por mutacion como en las otras regiones del plastoma. Esta
recombinacién ilegitima seria no reciproca, es decir, se trataria del proceso de conversién génica.

Las plantulas cpm tendrian una recombinacién ilegitima alterada, que produciria una
recombinacién aumentada entre el gen y el pseudogen rp/23 y entre las repeticiones directas que
dieron origen a los indels grandes.

El gen nuclear afectado en la mutante com codificaria una proteina dirigida al cloroplasto que
normalmente actuaria corrigiendo las bases mal apareadas (mismatches) y que colocaria un freno
a la recombinacion ilegitima entre segmentos cortos y/o divergentes, contribuyendo al
mantenimiento de la integridad del plastoma. Tanto la inestabilidad de microsatélites, como la
aparicién de sustituciones y la recombinacién alterada en el plastoma cpm sugieren el mal
funcionamiento de una proteina involucrada en el sistema de reparacion del ADN del tipo
mismatch repair.
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El amplio espectro de mutaciones y la naturaleza sutil de la mayoria de los cambios moleculares
qgue causa el cpom en el plastoma, permite la generacién de variantes alélicas con funcionalidad
residual de aplicacion en gendmica funcional y/o en mejoramiento genético. Esto hace que la
mutante cpm sea un material experimental sumamente interesante y novedoso para ser utilizado
como fuente de variabilidad para un genoma altamente conservado, en donde la variabilidad
actual es escasa y muy dificil de inducir artificialmente por otros medios.

La mutante cpom puede ser de utilidad para el estudio de los sistemas de reparacion del ADN del
cloroplasto y de la regulacion de la recombinacién como parte del mantenimiento de la integridad
del plastoma. Seria interesante también investigar su posible utilidad como una herramienta para
la obtencidn de plantas de cebada transplastémicas.
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ANEXO I. Plantulas com de grupos Ay B.

Familia A F,

Familia B F,-1

Familia A M,

13 morfoldgica
07/4034 11 morfoldgica
07/4035 6 morfolégica
07/4037 5 morfoldgica
07/4184 2 morfoldgica

2 morfoldgica

4 morfoldgica
07/4186 5 morfoldgica

1 morfoldgica
07/4188 6 clorofilica

10 plantulas

08/1929 4 morfoldgica
08/1932 4 morfoldgica
08/2141 6 normal
08/2142 1 normal
08/2143 1 normal
08/2144 1 normal
08/2145 4 normal
08/2146 12 clorofilica y/o morfolégica
08/2147 2 normal
08/2148 7 normal
08/2149 5 normal
08/2150 2 normal
normal
1 morfoldgica
morfoldgica
08/1928 2 normal
08/1932 5 morfoldgica
morfoldgica
9 normal
08/2143 11 normal
morfoldgica
08/2144 7 normal
morfolégica
4 normal
08/2145 7 morfoldgica
20 plantulas
Familia B F,-2
08/1933 3 clorofilica y/o morfolégica
08/1937 1 clorofilica y/o morfoldgica
08/2152 10 normal
08/2153 6 normal
08/2154 8 normal
08/2155 2 normal
08/2156 4 normal
7 plantulas
Familia B F,-3
3 morfoldgica
08/1943 5 morfoldgica
08/1946 1 clorofilica y/o morfolégica
08/1948 4 morfoldgica
08/1950 2 clorofilica y/o morfoldgica
08/2157 2 normal
08/2158 4 normal
6 normal
1 normal
08/2159 4 normal
08/2160 8 normal
08/2161 11 normal
08/2162 13 normal
08/2163 1 nomal
08/2164 5 normal
08/2165 10 normal
08/2166 1 normal
08/2167 7 normal
08/2168 s normal
08/1942 2 morfolégica
3 morfoldgica
08/1943 5 morfoldgica
22 plantulas
Familia B F,-4
08/1954 2 morfoldgica
08/2169 8 normal
08/2170 5 normal
08/2171 3 normal
08/2172 2 normal
08/2173 3 normal
08/2174 2 normal
1 normal
08/2175 5 normal
08/2176 2 normal
2 morfoldgica
08/2178 7 normal
08/2179 1 normal
08/2180 9 normal
08/2181 6 normal
08/2183 8 normal
10 normal
3 morfolégica
08/2184 9 normal
morfoldgica
08/2169 10 normal
08/2172 5 normal
morfoldgica
08/2174 10 normal
08/2175 5 normal
1 normal
08/2176 4 normal
morfoldgica
08/2177 10 normal
08/2178 1 morfoldgica
08/2178 10 normal

16 morfoldgica
07/4032 21
7 morfoldgica
07/4043 4 morfoldgica
3 morfoldgica
07/4044 6 morfoldgica
07/4046 a clorofilica y/o morfolégica
2 morfoldgica
07/4047 3 morfoldgica
1 morfolégica
07/4048 4 morfoldgica
07/4049 4 morfoldgica
07/4051 4 morfolégica
07/4052 3 clorofilica
1 morfoldgica
07/4053 6 morfoldgica
07/4055 2 clorofilica
07/4058 2 clorofilica
07/4059 3 clorofilica
07/4061 2 clorofilica
4 morfoldgica
07/4062 3 morfoldgica
07/4063 1 clorofilica
07/4064 1 clorofilica_y/o morfoldgica
1 clorofilica
07/4065 2 clorofilica
07/4066 2 morfoldgica
07/4067 3 clorofilica y/o morfolégica
2 clorofilica
07/4068 4 clorofilica
2 morfolégica
07/4070 3 clorofilica
07/4071 1 morfoldgica
1 clorofilica
07/4075 3 morfoldgica
07/4078 1 morfoldégica
07/4080 6 morfoldgica
07/4081 5 clorofilica y/o morfoldgica
07/4082 13 morfoldgica
1 morfoldgica
07/4083 5 morfoldgica
07/4084 3 morfolégica
07/4085 3 morfoldgica
07/4086 1 morfoldgica
07/4156 3 clorofilica
07/4165 2 clorofilica
07/4166 1 morfoldgica
07/4167 3 morfoldgica
1 clorofilica y/o morfolégica
2 morfoldgica
07/4171 3 morfoldgica
07/4176 2 clorofilica
07/4179 2 clorofilica
07/4183 2 morfoldgica
3 clorofilica y/o morfoldgica
07/4191 7 clorofilica
07/4193 2 morfoldgica
07/4198 2 morfoldgica
07/4199 1 normal
2 clorofilica
07/4200 6 morfoldgica
1 morfoldgica
07/4201 4 normal
07/4202 1 morfoldgica
07/4203 1 morfoldgica
07/4203 3 morfoldgica
07/4204 4 morfolégica
07/4205 1 morfoldgica
07/4207 4 morfoldgica
07/4208 3 morfoldgicas
07/4212 1 morfoldgica
07/4212 2 morfoldgica
07/4213 5 clorofilica
07/4215 3 morfoldgica
07/4216 2 morfoldgica
5 normal
07/4218 6 clorofilica
07/4222 1 clorofilica y/o morfolégica
07/4224 6 morfoldgica
07/4226 2 morfoldgica
07/4229 7 morfolégica
07/4232 2 morfoldgica
07/4233 3 morfoldgica
07/4234 1 morfolégica
07/4240 2 morfoldgica
07/4241 1 morfoldgica
07/4246 1 clorofilica
07/4247 3 morfolégica
07/4250 1 clorofilica
07/4253 2 morfoldgica
07/4254 7 morfolégica
07/4258 2 morfoldgica
07/4262 2 normal
07/4264 1 morfoldgica
07/4275 3 morfoldgica
07/4282 2 normal
07/4288 6 clorofilica

97 plantulas

28 plantulas
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ANEXO II. Plantulas de los grupos control.

Grupo 1: genotipo parental de com
08/1828 R
08/1829 S
09/1346-1
10/1159-1
10/1538-1
10/1544-1
10/1549-1
10/1554-1
10/1584-1
11/1033-1
11/1037-1
11/1037-2
11/1039-1
11/1039-2
11/1041-1
11/1041-2
11/1124-1
11/1225-1
11/1332-1
14/1033-2

20 plantulas

Grupo 2: diversos genotipos de cebada

08/1001 Engledow India
08/1002 Cebada Negra
08/1003 Monte Cristo
08/1004 Gopal

08/1005 Nigrate

08/1006 Chinerme
08/1007 Grandpa
08/1009 Hordeum spontaneum
08/1010 Colsess IV
08/1011 Colsess V
08/1012 Uzu

08/1014 Abacus

08/1034 Trebi

08/1052 Malteria Heda
10/1013 Lemna Naranja
10/1434 Scarlet

10/1435 Golden Promise
12/1214 Andreia
13/1212 Quilmes Ayelen
13/1213 Quilmes Paine

20 plantulas
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