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1. Introduccion

1.1. Lalentegja

Introduccién

1.1.1. Caracteristicas morfologicas de la lenteja

La lenteja (Lens culinaris Medik. ssp. culinaris) es una especie herbacea anual

de porte erecto o semierecto, adaptada a climas secos, que presenta una altura media de

entre 30 y 35 cm, es fundamentalmente autégama, diploide con 2n = 14 cromosomas y

con un tamafio de genoma de, aproximadamente, 4.063 Mpb (Arumuganathan y Earle,

1991).

Los tallos, cuadrados vy
estriados, son delgados al igual que las
ramas, mientras que el sistema
radicular estd formado por una raiz
pivotante delgada y raices laterales
fibrosas. La superficie de las raices esta
cubierta de numerosos nddulos de
formas variadas. Las hojas son
pinnadas o paripinnadas, con zarcillos
en las hojas superiores y foliolos
ovalados y lanceolados. Las flores son
papilionadas blancas, violetas o azules
y pueden aparecer de forma individual
0 en grupos, unidas por peddnculos
florales que aparecen en los nodos
superiores de la planta. Los frutos son

ablongos, comprimidos lateralmente,

Wiy n"l)'_.i.:_xz;—.w

Figural.l: llustracion de Lens culinaris. Fuente
original: "Flora von Deutschland, Osterreich und
der Schweiz" 1885, Gera, Alemania.

con una longitud de 6 a 20 mm y una anchura de entre 3,5y 11 mm, y contienen una,

dos o raramente tres semillas de forma lenticular y ricas en proteinas y fibra (Pérez de la

Vegaet al., 2011).
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1.1.2. Origen y expansion de la lenteja

Segln Pérez de la Vega et al. (2011), la lenteja es una de las primeras especies
domesticadas en el creciente fértil, y se considera tan antigua como el trigo, la cebada o
los guisantes (Harlan, 1992). Se ha cultivado a lo largo de los ultimos 10.000 afios en

los ambientes mas extremos.

Segun los datos arqueoldgicos dados por Cubero (1981), los restos mas antiguos
de lentejas silvestres (10.500 afios a.C.) se encontraron en Mureybit (Siria) mientras que
los més antiguos de lenteja cultivada (aproximadamente 9000 afios a.C) aparecieron en
Hacilar (Turquia), Ramad (Siria), Jarmo (Iraq), Jericd (Palestina), Beidha (Jordania) y
Ali Kosh (Iran). Las lentejas mas antiguas que aparecieron en Grecia se han datado
hacia el afio 8000 a.C., mientras que en Europa Central no aparecen hasta el 5.000-
7.000 a.C. Maés tarde llegaron a la India (3.000-4.000 a.C.) y Europa occidental (3.000-
3.500 a.C.). La lenteja debio llegar a Egipto antes de lo que indican los restos
arqueoldgicos por su proximidad geogréfica y cultural con el creciente fértil, sin
embargo, los problemas de preservacion que sufren los materiales organicos presentes
en el delta del Nilo, dificultan la datacion real. Los restos mas antiguos en la Peninsula

Ibérica datan de aproximadamente el afio 5.500 a.C. (Buxd, 1997).

Ladizinsky (1999) describio la lenteja cultivada como monomérfica para varios
caracteres, mientras que se encontraron polimorfismos en las accesiones de la forma
silvestre Lens orientalis. Sin embargo, tres accesiones del este de Turquia y norte de
Siria, compartian las mismas caracteristicas con el cultigen y podrian considerarse, por
tanto, como miembros del acervo del que se derivo la lenteja cultivada. Zohary (1999)
llegd a la conclusién de que la lenteja se domestico sélo una vez o muy pocas Vveces,

basandose en polimorfismos cromosémicosy del ADN.

Con todos los datos disponibles, Lev-Yadun et al. (2000) sugirieron un lugar que
se superpone al area del Creciente Fértil (Figura 1.2), la region del sur de Turquia y

norte de Siria, como el lugar mas probable de domesticacion de la lenteja, donde
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algunas poblaciones de L. orientalis fueron sometidas a seleccion para dar lugar a un

nuevo cultivo, L. culinaris.
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Figural.2: Datos arqueoldgicos. Zona de distribucidon y domesticaciéon de L. orientalis. Las lineas
indican la zona principal de distribucién de L. orientalis y el drea de domesticacion propuesta
dentro de ella. (Tomado de Cubero et al., 2009).

Segun Cubero et al. (2009), es muy probable que la expansion de la lenteja
ocurriera simultinemente con la de otras especies domesticadas en el creciente fértil. A
partir de la zona de origen, el cultivo se fue extendiendo por Grecia, centro y oeste de
Europa a lo largo del Danubio, el delta del Nilo y el este de la India. La introduccion de
la lenteja en la India debio de ser con una muestra de semillas muy pequefia ya que la
variabilidad genética encontrada en la zona es muy limitada, a pesar de ser la region de
cultivo méas extensa del mundo. Los primeros restos arqueoldgicos encontrados en la
peninsula Ibérica pertenecen al Neolitico temprano y, en base al tamafio de la semilla,
se trata de restos de la variedad microsperma (Buxo6, 1997). El cultivo fue introducido

en Ameérica por los espafoles en el siglo XVI.

La variabilidad genética en el centro de origen se ha mantenido hasta nuestros
dias. Ferguson et al. (1998), mediante el uso de marcadores moleculares, localizaron

areas que presentaban gran diversidad genética en diferentes especies: L. culinaris ssp.
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orientalis (sureste de Turquia, noreste de Siria, y Jordania), L. odemensis (sur de Siria),

L. ervoides (region entre Siria y Turquia) y L. nigricans (este de Turquia).

1.1.3. Taxonomia de Lens Miller

El nombre cientifico de la lenteja, Lens culinaris, lo establecio Friedrich Kasimir
Medikus (1736-1808) en 1787 (Cubero et. al., 2009). A lo largo de la historia se han
usado diferentes sinénimos como Lens esculenta Moench, e, incluso, se ha incluido
como especie de otros generos como Cicer lens, Vicia lens o Ervum lens. Sin embargo,
en el Congreso Internacional de Boténica celebrado en Edimburgo en 1964, se decidio
establecer como nombre del género Lens Miller (Cubero et. al., 2009). Dicho género
pertenece a la tribu Vicieae D. C., junto con los géneros Lathyrus, Pisum y Vicia (Gunn,
1969). Otros géneros como Cicer y Vavilovia han sido incluidos en ocasiones (Gunn y
Kluve, 1976) aunque el primero se ha excluido en base a nuevos estudios filogenéticos
y la inclusion del segundo es muy discutida (Clarke y Kupicha, 1976, Sinjushin y
Akopian, 2011).

La clasificacion del género Lens realizada en base a caracteristicas morfologicas
ha ocasionado problemas en la identificacidn de las diferentes especies. De esta manera,
Boissier describid la especie Ervum cyaneum como una mezcla de las caracteristicas de
ervoides, nigricans y orientalis. También han existido dudas taxondmicas en cuanto a la
clasificacion de L. orientalis como especie o subespecie y en cuanto a la posicion

filogenética de L. nigricans.

Ya que L. orientalis es el antecesor silvestre de la especie cultivada debe ser
considerada como subespecie, es decir, L. culinaris ssp. orientalis. (Harlan and De Wet,
1971). Sin embargo, la clasificaciéon clasica del género incluye cuatro especies: L.
culinaris, L. orientalis, L. nigricans y L. ervoides. (Ladizinsky, 1979). En 1984, algunas
accesiones de L. nigricans se reclasificaron como L. odemensis y Se propuso una nueva
clasificacion taxonomica del género: L. culinaris con las subespecie cultivada L. c.
culinaris y las subespecies silvestres L. c. orientalis y L. c. odemensis y L. nigricans con

las subespecies L. n. nigricans y L. n. ervoides (Ladizinsky et al., 1984). Aungue, mas
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tarde, el propio Ladizinsky estableci6 una nueva taxonomia que incluia L. culinaris, con
las subespecies L. c. culinaris y L. c. orientalis, L. odemensis, L. ervoides y L.
nigricans. (Ladizinsky, 1993). Posteriormente, se incluyeron dos nuevas especies: L.

tomentosus (Ladizinsky, 1997) y L. lamottei (Van Oss et al., 1997).

También se han utilizado métodos moleculares para la clasificacion del género.
De esta forma, Ferguson et al. (2000), utilizando marcadores moleculares y
morfologicos, y Zimniak-Przybylska et al. (2001), cuya nomenclatura filogenética se
basa en SDS-PAGE (electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sddico)
de proteinas totales de semilla, llegaron a la conclusion de que tanto L. odemensis como
L. tomentosus eran subespecies de L. culinaris. La clasificacién del género Lens
propuesta entonces fue, de nuevo, de cuatro especies: L. culinaris, con cuatro
subespecies, culinaris, orientalis, tomentosus y odemensis, junto a L. ervoides, L.

nigricans y L. lamottei.

Estudios mas recientes basados en marcadores moleculares en el espaciador
interno transcrito del ADNr (ITS) (Mayer y Bagga, 2002; Sonnante et al., 2003; Duran
et al., 2004) (Tabla 1.1) sugieren:

- Caracteristicas divergentes entre L. nigricans y el resto de las especies.
- Relacion subespecifica entre L. culinaris y L. orientalis.

- L. tomentosus como taxdon mas cercano a culinaris-orientalis.

- L. lamottei especie mas cercana a L. ervoides.

- L. odemensis suele aparecer unida a tomentosus-culinaris-orientalis.
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Tablal.1: Agrupaciones de las especies de Lens. Agrupaciones obtenidas tras la realizacion de
diferentes analisis tanto moleculares como morfoldgicos. (Tomada de Cubero et al. 2009).

Clusters
Método* Referencias
Grupol Grupo2 Grupo3 Grupo4  Grupo5  Grupo6
SDS-PAGE culinaris Zimniak-
orientalis Przybylska et al.
tomentosus (2001)
odemensis
ITS culinaris tomentosus  nigricans Mayer y Bagga
orientalis odemensis (2002)
ervoides
lamottei
ITS + cpDNA culinaris odemensis ervoides  nigricans Mayer y Bagga
orientalis (2002)
ITS culinaris tomentosus  nigricans Sonnanate et al.
orientalis odemensis (2003)
lamottei
ervoides
FISH culinaris tomentosus  odemensis  lamottei  ervoides  nigricans Galasso (2003)
orientalis

RAPD + ISSR culinaris tomentosus  odemensis  lamottei  ervoides nigricans  Duran et al. (2004)

orientalis
Cruzabilidad culinaris odemensis ervoides Fratini et al. (2004)
orientalis nigricans Fratini y Ruiz
(2006)
Morfologia  culinaris™  ervoides  culinaris™ Fratini et al. (2006)
orientalis
odemensis
nigricans

1 Abreviaturas utilizadas: cpDNA: ADN de cloroplasto; FISH: hibridacion in situ con fluorescencia; ISSR: secuencias entre
microsatélites; ITS: espaciador interno transcrito del rDNA; RAPD: ADN polimérfico amplificado al azar; SDS-PAGE:
electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sddico de proteinas totales de semilla. (m): microsperma; (M):
macrosperma.
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De esta manera, en la actualidad se habla de una clasificacién consensuada de

seis especies (Pérez de la Vega et al., 2011):

L. culinaris Medik.
L. culinaris. subsp culinaris; forma cultivada.
L. culinaris. subsp orientalis (Boiss.) Ponert; ancestro silvestre.
L. odemensis (Godr.) Ladiz.
L. ervoides (Bring.) Grande.
L. nigricans (Bieb.) Godr.
L. tomentosus Ladiz.
L. lamottei Czfr.
Los diferentes resultados obtenidos en los estudios indicados se deben al proceso
evolutivo del género. Todas las especies del género comparten caracteristicas
morfoldgicas y bioquimicas y, ademas, los resultados dependen de las accesiones

analizadas asi como de los marcadores y caracteres estudiados (Cubero et al., 2009).
1.1.4. Variabilidad de la lenteja cultivada

Alefeld, en 1866, defini6 ocho subespecies de lenteja cultivada: L. c.
schniffspahni (syn. orientalis), L. c. himalayensis (syn. nigricans), L.c. punctata (syn.
culinaris), L. c. hypochloris, L. c. nigra (syn. culinaris), L. c. vulgaris, L. c. nummularia
y L. c. abyssinica. Sin embargo, hasta 1930 no se realizaron estudios importantes sobre
la especie. Es en ese afio cuando Barulina publica el estudio mas detallado y completo
de la lenteja cultivada hecho hasta ese momento. Ella consideraba dos subespecies en
funcién del tamafio de la semilla: macrosperma y microsperma, aunque existen
evidencias moleculares que indican que dichas subespecies son, en realidad, variedades
de la subespecie L. c. culinaris. También consideraba la distribuciéon de una serie de
caracteres que definen grupos regionales. Los caracteres que definen las subespecies en
su estudio son: vainas, semillas, diferencias de tamafio en las flores y, secundariamente,
tamano de los foliolos y longitud y frondosidad de la planta. La identificacion varietal
se definia por otra serie de caracteres como son la dehiscencia, la longitud del céliz y el

namero de flores por pedunculo.
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Lens culinaris presenta, frente a las especies silvestres, mayor tamafio de la
planta, raquis mas largo, mayor nimero de foliolos por hoja, mayor area de foliolo, mas
flores por pedunculo, pedinculos mas cortos o iguales que el raquis, mayor frecuencia

de flores blancas y semillas y vainas mas grandes. (Cubero et al., 2009).

Existe una gran discusion sobre el origen de estas caracteristicas ya que L.
odemensis podria ser la responsable del mayor tamafio de la semilla y de otros
caracteres relacionados caracteristicos de las lentejas cultivadas localizadas en las zonas
méas occidentales, mientras que las variedades del este son mas pequefias lo que
corresponderia con una evolucion del cultivo a partir de L. orientalis. El origen de la
variedad pilosae (endemismo indio) podria haber tenido su origen en el sur de Turquia 'y
el norte de Siria donde se han localizado las formas pilosas de orientalis y culinaris. El
pequefio céliz de aethiopicae podria tener su origen en L. ervoides. El origen de estas
diferentes caracteristicas también se puede atribuir a procesos clésicos de evolucion de

cultivos como son: mutacion, seleccion, deriva genética y cruzamientos entre plantas.

Erksine et al. (1989) realizaron un estudio de la variaciéon morfolégica de las
lentejas de los paises con mayor produccion y encontraron tres grupos regionales. El
gran parecido que presentan las variedades de regiones adyacentes indica que las
condiciones ambientales han influido de forma muy importante en la evolucién de la
lenteja cultivada asi como la migracién y el intercambio de semillas entre diferentes

pueblos.

En resumen, la lenteja se domestic6 en el Oriente Proximo y, mas
concretamente, en las montafias del sureste de Turquia y norte de Siria. EI material de
origen serian poblaciones de L. orientalis aunque los agricultores pudieron utilizar otras
especies del género dando lugar a poblaciones mixtas. Sin embargo, el anélisis de
marcadores moleculares ha mostrado una variabilidad genética muy baja entre las
diferentes variedades de lenteja cultivada (Sonnante et al., 2003; Duran et al, 2004) lo
que indicaria que los morfotipos macrosperma y microsperma podrian ser, Unicamente,

variantes de caracteres cuantitativos resultantes de seleccion disruptiva (Sonnante et al.,
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2003). Es dificil establecer el peso genético que han podido tener el resto de especies

silvestres en el acervo genético del cultigen.
1.1.5. Importancia nutricional y agronémica

La lenteja se consume tradicionalmente como fuente de energia, proteinas y
hierro ademéas de por su contenido en fibra, minerales, vitaminas y antioxidantes
aunque, ademas de estos componentes, también contiene sustancias antinutritivas como
inhibidores de la proteasa, taninos, a-galactosidosacéaridos o acido fitico. Presenta un
bajo contenido en grasas (0,7-4,3%), siendo mas del 80% de las mismas insaturadas
(Petterson et al., 1997; Urbano et al., 2007). Ademaés, debido a su alto contenido en
lisina y triptéfano, su consumo (junto con arroz y trigo) proporciona un buen balance
nutricional de aminoacidos para una correcta nutricion. También se utiliza en menor

grado para la alimentacion animal (Erksine et al., 1990).

En el afio 2013, seglin la FAOSTAT (Organizacion de las Naciones Unidas para
la Alimentacién y la Agricultura), la lenteja se cultivd en 51 paises en,
aproximadamente, 4,9 millones de hectéareas a lo largo de los cinco continentes, este
cultivo se realizd en practicamente todas las regiones de la tierra exceptuando la
Antartida, las regiones articas, las zonas subtropicales y las grandes altitudes tropicales.
Los mayores productores de lenteja fueron Canada (1.880.500 Tm), India (1.134.000
Tm), Turquia (417.000 Tm), Australia (324.100 Tm), Estados Unidos (227.658 Tm),
Nepal (226.931 Tm), China (150.000), Etiopia (129.833 Tm) y Siria (125.000 Tm). Sin
embargo, los mayores productores no son, en muchos casos, los mayores consumidores
lo que provoca un gran movimiento de producto entre diversos paises. A continuacién
se muestra una tabla con los datos de los mayores exportadores e importadores a nivel
mundial en el afio 2012 ya que los datos comerciales sélo estan publicados hasta dicha

fecha.
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Tablal.2: Relacion de los mayores exportadores e importadores de lenteja del mundo
en el afio 2012.

Pais Exportacion (Tm) Importacién (Tm)
Australia 337.657 2.004
Bangladesh 0 171.000
Canada 1.125.301 11.083
Emiratos Arabes Unidos 23.314 93.902
Estados Unidos 181.441 34.394
India 779 441.264
Nepal 35.823 6.948
Sri Lanka 8.331 114,713
Turquia 197.413 168.806
Espafa 2.100 49.906

Espafia es el pais desarrollado en el que, posiblemente, se consume una mayor
cantidad de lentejas y de otras leguminosas grano por habitante dado que las
leguminosas estan muy bien valoradas y se incluyen en la tipica dieta mediterranea. A
pesar de ser uno de los mayores productores de lentejas en Europa, sus necesidades
superan con creces esta produccion, de manera que es necesario importar unas 50.000

Tm al afio.

1.2. Los elementos transponibles

Los elementos transponibles (ET) se encuentran distribuidos en todos los
genomas Yy tienen la capacidad de moverse de unos sitios a otros ya sea por un

mecanismo de cortar y pegar (transposones) o0 por un mecanismo indirecto mediado por
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un ARN intermediario (retroelementos). Este tipo de elementos fueron descubiertos por
Barbara McClintock (1950) en maiz, sus estudios se basaron en analisis citogenéticos y
en la observacion de los fenotipos de las plantas, principalmente, de las mazorcas en

diferentes cruces.

Los ET se dividen en dos clases en funcién del tipo de transposicion (Figura

1.3):

- Clase 1 o retroelementos: EI ADN se transcribe a ARN que a su vez se

retrotranscribe generando una copia de ADN, esta copia de ADN es la que se inserta de
nuevo en el genoma huésped (transposicion replicativa), de manera que el nimero de
copias puede sufrir un gran incremento en el genoma a lo largo del tiempo.

- Clase 11 o transposones: en estos elementos es el propio ADN el que se

moviliza e inserta. La transposicion puede ser tanto replicativa como no replicativa en
funcion de si el transposén se duplica o se mueve directamente de un lugar a otro

(Lewin, 1997).

ADN ADN
W - 1 -
DZ|£ED ARN
— R
ADN
—0 I P
ADN ADN

Figural.3: Tipos de transposicion: replicativa y no replicativa. A) Transposicién replicativa
mediada por un ARN intermediario propia de los retroelementos (clase I). B) Transposicién no
reolicativa o conservativa sin nroductos intermediarios. transnosones (clase I1).

1.2.1. Elementos de clase | o retroelementos

Este grupo esta formado por retrovirus, retrosecuencias (pseudovirus) y

retrotransposones, todos ellos relacionados evolutivamente. A continuacion se muestra
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la clasificacion para este tipo de elementos segiin Hansen y Heslop-Harrison (2004),

dicha clasificacion sigue el esquema de los seres vivos celulares.

Clase: Retroelementos
Orden: Retrovirales
Suborden: Orthoretrovirineae (presentan funcion integrasa)
Suborden: Pararetrovirineae (no presentan funcion integrasa)
Familia: Hepadnaviridae (infecta animales; p.e. HBV)
Familia: Caulimoviridae (infecta plantas, p.e. CaMV)
Suborden: Retrotransposineae: Retrotransposones LTR
Familia: Pseudoviridae (Tyl-copia)
Familia: Metaviridae (Ty3-gypsy)
Orden: Retrales
Suborden: Retroposineae: Retrotransposones no-LTR
Suborden: Retronineae: intrones mitocondriales de grupo Il

El orden retrovirales esta formado por elementos con una capacidad potencial
para infectar como son los ortoretrovirus (suborden Orthoretrovirineae) cuyo genoma
esta formado por ARN que, una vez replicado, se inserta en el genoma de la célula
infectada, y los pararetrovirus (suborden Pararetrovirineae) con un genoma de ADN,
que necesitan la ayuda de un ARN intermediario para poder replicarse y que carecen de
integrasas; asi como por otros elementos sin capacidad infectiva pero derivados de los
retrovirus, de manera que presentan un origen parasito, denominados retrotransposones
(suborden Retrotransposineae) formados a su vez por dos familias: Pseudoviridae (Tyl-
copia) y Metaviridae (Ty3-gypsy). Por otro lado, el orden Retrales lo forman elementos
sin capacidad infectiva que se dividen en el suborden Retroposineae, formado por
retrotransposones sin LTR (no-LTR) y el suborden Retronineae que incluye los intones

mitocondriales de grupo Il (Hansen y Heslop-Harrison, 2004).

Los retrotransposones son elementos genéticos maviles que, ademas de en otros
muchos organismos, se pueden encontrar en todo el reino vegetal (Kumar y Bennetzen,
1999; Fedoroff, 2000). Los retrotransposones se mueven de un lugar del genoma a otro

a traves de un ARN intermediario que se convierte en ADN extracromosomico por la
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accion de la enzima transcriptasa-inversa/RNasaH codificada, en la mayoria de los
casos, por el propio retrotransposon (Bingham y Zachar, 1989; Boeke y Corces, 1989),
para, posteriormente, insertarse en otro punto del genoma (Figura 1.3A). Este tipo de
transposicion puede dar lugar a mutaciones en el genoma del organismo celular si el

elemento movil se inserta cerca o dentro de un gen.

Los retrotransposones son la clase més abundante y extendida de elementos
moviles en eucariotas (Kumar y Bennetzen, 1999). Existen dos tipos de
retrotransposones en los genomas de eucariotas, los retrotransposones LTR, que
presentan una secuencia repetida en ambos extremos (Long Terminal Repeat) y que
aparecen en un gran nimero de copias en plantas con genomas grandes, mas de un
millén de copias totales por ndcleo haploide, y los no LTR, que carecen de dicha
secuencia repetida y que se encuentran en un numero de copias menor,

aproximadamente 250.000 (Kumar y Bennetzen, 1999).

- Retrotransposones LTR

En este grupo se encuentran los tipos Ty3-gypsy y Tyl-copia que contienen todas
las funicones necesarias para su replicacion auténoma (proteasa, integrasa,
retrotranscriptasa y RNasaH). La principal diferencia entre los dos grupos es el orden de
las secuencias codificantes en sus genomas. Se trata de elementos estructuralmente
similares a los retrovirus pero sin capacidad infectiva. Ademas de éstos, también existen
otros retrotransposones no auténomos como son los LARD (Large Retrotransposon
Derivate) y los TRIM (Terminal Repeat Retrotransposon In Miniature) que no se

encuentran incluidos en la clasificacion de Hansen y Heslop-Harrison.

Grupo Tyl-copia: este tipo de retrotransposones pertenece a la familia
Pseudoviridae y se encuentra presente en algas y en todo el reino Plantae, desde
bridfitas hasta gimnospermas y angiospermas (Flavell et al., 1974; Voytas el al., 1992).
Estos elementos tienen una longitud que puede variar en un amplio rango, entre las 100
pb y las 5 kpb y estan presentes en un nimero muy elevado de copias en el genoma, por

ejemplo, BARE-1 esta presente en mas de 50.000 copias en el genoma de cebada
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(Suoniemi et al., 1996A) y Opiel en méas de 30.000 copias en el genoma de maiz
(SanMiguel et al., 1996). Las secuencias terminales no codifican para ninguna proteina
pero en ellas se encuentran los promotores y terminadores asociados con la
transcripcion. En el dominio interno se encuentra la region codificante formada por los
genes gag Yy pol. El gen pol codifica para la retrotranscriptasa, la proteasa, la RNasaH y
la integrasa, enzimas necesarias para la replicacion, transposicion e insercion de la
forma ADN del retrotransposén en su nueva localizacion. ElI gen gag da lugar a
proteinas relacionadas con la maduracion y el empaquetamiento del ARN del
retrotransposon para permitir su integracion en el genoma del hospedador. (Kumar y

Bennetzen, 1999).

Grupo Ty3-gypsy: este grupo, de la familia Metaviridae, también se encuentra
ampliamente distribuido en el reino Plantae y también existen ejemplos de gran nimero
de copias en los genomas huésped como es el caso de Cinful-1 con 20.000 copias en
maiz (SanMiguel y Bennetzen, 1998) y Dell con 13.000 en Lilium henryi o méas de
40.000 en L. longiflorum (Leeton y Smith, 1993). Los retrotransposones de este tipo
codifican las mismas funciones que los de tipo Tyl-copia y presentan una organizacion
genémica muy similar con algunas modificaciones en el orden de los componentes del

gen pol, como puede verse en las figuras 1.4 y 1.5.

LARD (Large Retrotransposon Derivate): se trata de elementos largos de
entre 5,5 y 8,5 Kpb descritos por primera vez en cebada (Kalendar et al., 2004). Su
dominio interno contiene ADN conservado no codificante que da lugar a una estructura
secundaria importante para el ARN mensajero aunque ain no se sabe cual es su funcion
en el ciclo del retrotransposon. Parece ser que este tipo de retrotransposones necesita la
ayuda de otro retrotransposon relacionado con los metavirus para su movilizacion

(Havecker et al., 2004).

TRIM (Terminal Repeat Retrotransposon In Miniature): este tipo de
elemento no auténomo se identificd por primera vez un intron del gen de la uresasa de

la patata (Witte et al., 2001). Son secuencias muy pequefias, de unas 540 pb. Estan
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formados por unas LTR de entre 100 y 250 pb, sitios de unién para la transcriptasa

inversa y un pequefio fragmento interno (Kalendar et al., 2008).

- Retrotransposones no-LTR

En este grupo se encuentran los LINE (Long Interspersed Nuclear Elements), los

SINE (Short Interspersed Nuclear Elements) y los retropseudogenes.

LINE: estos elementos presentan uno o dos marcos de lectura abierto. Todos
ellos codifican para una transcriptasa inversa y algunos, aunque no todos, para una
endonucleasa y para una ribonucleasa H. Su longitud puede variar entre 100 y 1.000 pb

(Kazazian, 2004).

SINE: se trata de elementos no autébnomos. Las secuencias del extremo 5’
derivan de un ARNt, ARN 5S o de ARN 7SL y presentan actividad promotora de la
ARN polimerasa Il mientras que el extremo 3’ deriva de los LINE (Okada, 1991;
Ohshima y Okada, 2005).

Retropseugenes: surgen por la retrotranscripcion de ARNm procesados y la
insercion del ADNc obtenido (Vanin, 1985). Estos elementos se distinguen del resto de
pseudogenes por la pérdida de sus intrones, la presencia de una cola de poliA en el
extremo 3’ y por estar flanqueados por dianas de duplicacion del punto de insercion

(Goncalves et al., 2000).
1.2.2. Elementos de clase Il o transposones

Los transposones aparecen tanto en los genomas de plantas como en los de
animales. Se trata de elementos moviles que utlizan un mecanismo de corta-pega para
autopropagarse. Este mecanismo lo lleva a cabo la transposasa que reconoce las
regiones TIR (Terminal Inverted Repeats) que contienen en ambos extremos. Existen
elementos no autébnomos que dependen de transposones activos para llevar a cabo su
transposicion, dos ejemplos de familias de transposones en plantas son Ac/Ds donde Ac

(Activator) es el elemento autonomo capaz de activar a Ds (Dissociation), o pSpm/dSpm
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donde pSpm (Supresor-mutator) activa el elemento defectivo dSpm (defective Spm)

(McClintock, 1950; Huang et al., 2012).

Otro tipo importante de transposones no autonomos son los MITE (Miniature
Inverted-repeat Transposable Elements). Se trata de elementos descritos por primera vez
en plantas (Bureau y Wessler, 1992) que presentan un alto nimero de copias y cuyo
origen parece estar relacionado con deleciones en transposones autonomos (Yang et al.,

2009).

Retrotransposones o Elementos Transponibles de Clase |

Betrotransposones no-LTH

| | Gag | | EN RT | | «on e LINE

» [T e SINE

Hetrotransposones LTH

PES BT

| LTR>»| | Gag | | PR INT RT RH | |[[LTR > RTN tipo copia
PBS PPT

B |LTR > | Gag || PR RT RH INT | || LTR > RTN tipo gyvesy
PBS PET

| | LTFI>| Dominio interno no codificante || LTFI>-- LARD

PES PPT
- — e

Retrovirus
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Figural.4: Organizacion estructural general de los diferentes tipos de ET en plantas. EN:
endonucleasa; RT: transcriptasa inversa; (A)n: cola de poliA; LTR: Long Terminal Repeat; PR:
proteasa; INT: integrasa; RH: RNasaH; PBS: Primer Binding Site; PPT: Poly Purine Track; TIR:
repeticiones invertidas terminales. (Tomado de Rico, 2005).
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1.3. Los retrotransposones LTR

Este trabajo estd centrado en los retrotransposones tipo LTR (RTN-LTR) que
permiten el desarrollo de diferentes tipos de marcadores moleculares basados,

principalmente, en la secuencia de dichas regiones terminales.

1.3.1. Caracteristicas estructurales

Los RTN-LTR se caracterizan por la presencia de repeticiones largas terminales
(LTR) en sus extremos, que flanquean el dominio interno que codifica las proteinas
necesarias para su replicacion y transposicion (genes gag y pol). Junto al LTR5" se
encuentra la region PBS (Primer Binding Site) y la LTR3" se sitda junto a una regién

rica en purinas (PPT, Poly Purine Track). (Figura 1.5).

Ty1-copia

' 3
5
LTR GAG POL LTR

m) U3 R |US—PBS— CP —NH PR’ INT ‘ RT | RNASAH=PPT=U3 R Us Il

Ty3-gypsy

5 3
LTR G POL ‘ LTR

AG ‘
ﬂus‘R‘us—Pss— cP —NH PR| RT ‘RNASAH INT —PPT=U3|R U5 Hp

Figural.5: Organizacion gendmica de los retrotransposones tipo Ty1-copia 'y Ty3-gypsy (Tomado
de Kumar y Bennetzen, 1999).

- LTR

Las LTR se encuentran situadas en los extremos, con la misma orientacion y
pueden tener una longitud de entre 100 pb (Tosl17, Hirochika et al., 1992) y 5,2 Kpb
(Ogre, Neumann et al., 2003).

Las LTR de cada familia de retrotransposones son diferentes y muy Utiles para
poder datar las inserciones en los genomas, ya que la secuencia de ambas LTR es
idéntica en el momento de insercion pero, con el paso del tiempo, se producen
diferentes tipos de mutaciones que hacen que difieran una de la otra (SanMiguel et al.,

1998).
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Ambas LTR presentan secuencias cortas invertidas en sus extremos (IR,
Inverted Repeats). La secuencia consenso de las LTR es 5 TG...CA 3" aunque varia la

longitud de la secuencia de unos retrotransposones a otros (Neuveéglise et al., 2002).

Ademas, las LTR de la mayoria de retrotransposones estan flanqueadas por una
duplicacion de la diana de insercion denominada TSD (Target Site Duplication). Se

trata de una secuencia de 5 pb de ADN del genoma huésped (Novikov et al., 2012).

Las LTR comprenden tres dominios: U3, R y U5 (Figuras 1.5 y 1.6). Estos
componentes son iguales en ambas LTR aunque acttan de forma diferente ya que la

LTR5 es la que contiene la region reguladora de la transcripcion (Flabet et al., 2007).

e U3: esta zona se encuentra entre el extremo 5 y el sitio de inicio de la
transcripcion. Contiene una secuencia promotora de la ARN polimerasa Il, una
caja TATA y un elemento iniciador que permiten su transcripcion. Se han
observado algunos retrotransposones en los que aparece un sitio alternativo de

unién a una ARN polimerasa IlI.
e R: seencuentra entre U3 y U5. Generalmente presenta repeticiones en tandem

e US: se extiende desde el sitio de poliadenilacion, que indica en final de la

transcripcion, hasta el extremo 3" de la LTR.

LTR
us | R us

I
- a.g [ [y
| (a L o

A
\J

Sitio de inicio de la transcripcion

' »RNA polimerasa ||

(i 5'UTR

A

Sitio de poliadenilacion

Sitio de inicio de la transcripcion
RNA polimerasa Il

Figural.6: Estructura tipica de la LTR de un retrotransposon. Inr: iniciador. TATA: caja TATA
(Tomado de Flabet et al., 2007).
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- UTR (UnTraslated Reqgion)

Tambien conocido como ULR (Untranslated Leader Region), se trata de una
region no traducible que se encuentra entre las LTR y la region codificante del
retrotransposon (Figura 1.6). La regién 5"UTR de los retrotransposones es una region

multifuncional que participa en la transcripcion (Flabet et al., 2007).

- PBS (Primer Binding Site)

Se encuentra a continuacion de la LTR5" (Figura 1.5) y es el sitio de unidn al

cebador para llevar a cabo la sintesis de la cadena de ADNc (-).

Se trata de una secuencia de entre 8 y 49 pb complementaria a un ARNt
especifico del genoma huésped. De forma general y dependiendo de la familia del
retrotransposon, esta secuencia puede ser complementaria al extremo 3" del brazo
aceptor del ARNt o a 13 nucledtidos internos del ARNt que incluyen el anticoddn,
aunque existen excepciones a esta norma como son los retrotransposones Tcal y Tca2
de C. albicans gque presentan una regiéon PBS complementaria a una secuencia interna

diferente al anticodon del ARNt (Neuveglise, 2002).

El ARNt, que participa en la retrotranscripcion, mas comun en plantas es el de
metionina, cuya secuencia complementaria al PBS es TGGTATCAGAGC, aunque se
han descrito retrotransposones complementarios a otros transferentes distintos, como el
ARNt de acido glutamico en Bagy2 de cebada y Cyclops2 de guisante o el ARNt de
arginina en Grande de maiz y RIRE2 de arroz (Rico, 2005).

- PPT (PolyPurine Track)

Esta secuencia rica en purinas se encuentra junto al dominio U3 de la LTR3"
(Figura 1.5). Es el sitio de union del cebador para la sintesis de la cadena (+). Se forma
durante la sintesis de la cadena (-) de ADN y se mantiene tras la degradacion del ARN
debido a su resistencia frente a la RNasaH por lo que sirve de molde para la

retrotrancriptasa. (Nair et al., 2012).
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- Dominio interno

Entre las dos LTR se encuentra la zona codificante formada por ORFs (Open

Reading Frame) o marcos de lectura abierta que se corresponden con los genes pol y

gag.

La region codificante del gen gag estd muy poco conservada, aunque suele
presentar una zona que codifica para una region rica en cisteinas (CCHC) en todos los
retrotransposones, mientras que la del gen pol presenta importantes similitudes tanto en

los retrotransposones como en los retrovirus (Rashkova et al., 2002).

Existe un primer codon de terminacién entre los dos genes y otro a continuacion
del gen pol. Segun el mecanismo utilizado para superar la primera sefial de parada se
han identificado cinco tipos de organizaciones gag/pol en los retrotransposones (Lewin,

1997; Gao et al., 2003):

1) Obtencion de una unica poliproteina que se procesara para generar las
proteinas funcionales. Esto ocurre por la presencia de un glutamil-tRNA que
reconoce el primer coddn de fin permitiendo que continde la traduccion. Casi
la mitad de los retrotransposones presenta esta organizacion.

2) Obtencioén de dos poliproteinas diferentes a partir de los genes gag y pol. En
este caso el primer codon de fin es reconocido normalmente. Esta
organizacion se ha descrito en el retrotransposon RIRE2 de arroz (Ohtsubo et
al., 1999) y en el elemento BELKamikaze de Bombyx mori (Abe et al.,
2001).

3) gag Yy pol separados en tres 0 mas marcos de lectura abiertos. Parece ser que
este tipo de organizacion se debe a mutaciones. Tanto en este tipo de
organizacion como en los dos siguientes, el primer codon de fin ha
desaparecido, la sintesis de dos poliproteinas diferentes depende de un
cambio en el marco de lectura de ambos genes.

4) pol en el marco de lectura -1 con relacion a gag. Esta estructura solo aparece

en los retrotransposones tipo Ty3-gypsyy DIRS de animales.
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5) pol en el marco de lectura +1 con relacion a gag. Esta organizacion se
encuentra en muy pocos retrotransposones tanto de animales como de

plantas y hongos.

Todos los retrotransposones tienen en comudn un exceso de expresion de gag
frente a pol ya que necesitan mucha més cantidad de proteinas estructurales (proporcion
20:1) que permiten la viabilidad del elemento, de manera que desarrollan diferentes
estrategias de regulacion post-transcripcional que determinan su organizacion

estructural (Forbes et al., 2007).

Estos genes codifican para todas las proteinas necesarias para llevar a cabo el
ciclo de los retrotransposones. ElI gen gag codifica para proteinas estructurales de la
matriz, nucleocépsida y de la capsida necesarias para formar una particula similar a la
viral (VLP, Virus Like Particle), mientras que el gen pol codifica para las enzimas

proteasa, integrasa, transcriptasa inversa y ribonucleasaH.

e Proteasa: esta enzima es la encargada de procesar la poliproteina para
obtener proteinas funcionales. Es un proteasa de tipo aspartico que, en los
retroelementos, se caracteriza por presentar un motivo D(S/T)G en el centro
activo (Peterson-Burch y Voytas, 2002). El primer paso del procesamiento es el
corte de los enlaces peptidicos de los extremos de la propia proteasa de manera
que esta se escinde de la poliproteina y, a continuacion, rompe el resto de los
enlaces dando lugar primeramente a la transcriptasa inversa y la integrasa y

después al resto de proteinas de forma secuencial (Goodenow et al., 2002).

e Transcriptasa inversa: esta enzima es la encargada de formar el ADNc a
partir del ARN del retrotransposon para lo cual presenta actividad ADN-
polimerasa dependiente de ARN (copia el ARN a ADNCc, cadena -) y actividad
ADN-polimerasa dependiente de ADN (sintetiza la segunda cadena de ADNC,
cadena +) (Rico, 2005). La secuencia completa de la proteina se mantiene
conservada entre retrotransposones de organismos muy distantes

filogenéticamente (Flavell et al., 1992).
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e RibonucleasaH: se encarga de degradar el ARN del heterodiplex ADN-
ARN, que se forma durante la retrotranscripcion de manera no especifica en
presencia de cationes divalentes, para poder sintetizar la segunda cadena de
ADN. Esta actividad se encuentra en la misma retrotranscriptasa, mas
concretamente en el extremo C-terminal y tiene actividad tanto endo como
exonucleasa 3" y 5° (Rico, 2005). Se han descrito dos familias (tipol y tipo2) en
funcion de sus secuencias aminoacidicas y sus propiedades bioquimicas. Ambas
familias se caracterizan por la presencia de cuatro sitios activos, donde se
localiza la actividad catalitica, que son tres residuos de acido aspartico y uno de
acido glutdmico (denominado motivo DEDD) (Goedken y Marqusee, 2001,
Nowotny et al, 2005). Ademas, en los retrotransposones Tyl-copia, se han
descrito dos motivos conservados que se han utilizado en estudios filogenéticos
y en el disefio de cebadores para la busqueda de retrotransposones en el genoma

de diversos organismos (Pearce et al., 1999).

- Integrasa: permite la integracion del ADN complementario del
retrotransposon en el genoma huésped. Presenta tres elementos conservados:
un motivo de dedo de Zinc en la region N-terminal implicada en la actividad
de la enzima, una region central en la que se encuentra la actividad catalitica
de la enzima (CCD, Catalytic Core Domain), muy conservada en retrovirus y
retrotransposones y caracterizada por la presencia del motivo DD(35)E,
formado por dos residuos de acido aspartico y uno de acido glutamico,
separado del residuo anterior por 35 aminoacidos, y la region C-terminal que
presenta un dominio de union inespecifica al ADN (Jaskolski et al, 2009; Qi

etal., 2013).

- Gen env
La diferencia entre los retrovirus y los retrotransposones es la presencia o
ausencia del gen env que codifica para un grupo de glicoproteinas que reconocen

receptores proteicos en la superficie de las células hospedadoras permitiendo su unién y
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entrada a través de la membrana celular del huésped para su infeccion (Vicient et al.,

2001).

La presencia de la pared celular en las plantas hace que las proteinas codificadas
por el gen env no sean tan efectivas como en las células animales, lo que explicaria el
escaso nimero de retrovirus en plantas, sin embargo, existen algunos retrotransposones
en los que aparece un elemento extra en el extremo 3" similar al gen env de los
retrovirus, como es el caso de algunos retrotransposones de la familia Ty3-gypsy como
Athila/Tatl de Arabidopsis thaliana (Wright y Voytas, 1998), Cyclops de guisante
(Chavanne et al., 1998), Calypso de soja (Peterson-Burch et al., 2000), Bagy2 de cebada
0 Rigy2 de arroz (Vicient et al., 2001). En la familia Tyl-copia sélo se ha encontrado un
grupo que presente esta proteina, el retrotransposén SIRE1 de soja considerado un

proretrovirus (Laten et al., 1998).

1.3.2. Ciclo de movilizacion

El primer paso en el ciclo de los retrotransposones (Figura 1.7), es la
transcripcion del ADN mediante la accion de una polimerasa Il obteniéndose un ARNm
que se traduce a continuacion y da lugar a las poliproteinas GAG y POL. La proteasa
codificada en el propio elemento es la encargada de procesar los polipéptidos para
obtener las proteinas funcionales. La proteina GAG contiene tres dominios: capsida,
nucleocépsida y matriz. La cépsida tiene funcion de polimerizacion que permite la
formacion de la particula similar a un virus (VLP) en cuyo interior tendra lugar la
transcripcion inversa. EI mecanismo por el cual el ARN se introduce en la VLP se
denomina empaqguetamiento y se produce tras el reconocimiento de una determinada
secuencia del ARN (PSI: packaging signal o sefial de empaquetamiento) por la

nucleocépsida.

El ARN de los retrovirus, generalmente, aparece en forma de dimero en el
interior del VLP, esta dimerizacion se produce antes o simultdneamente con el
empaquetamiento. La dimerizacion se ha observado en algunos retrotransposones como

Tyl de Saccharomyces cereviseae.
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Una vez empaquetado (Figura 1.8), la region PBS es reconocida por un ARNt y
la retrotranscriptasa inicia la sintesis de una cadena (-) corta complementaria a los
dominios R-U5 de la LTR5" donde se encuentra con una sefial de parada. La RNasaH
degrada la regidn transcrita y la cadena de ADNCc sintetizada es transferida al extremo
3" por complementariedad con el dominio R de la LTR3" desde donde continda la
sintesis de la cadena (-) hasta llegar a la sefial de parada. A medida que avanza la
sintesis, la RNasaH va degradando el ARN del hibrido ARN-ADN formado. La sintesis
de la cadena (+) comienza con la unién del cebador al PPT, se sintetizan las regiones
U3-R-U5 y el PBS y se produce un nuevo salto al extremo 5  donde presenta
complementariedad con el PBS y finaliza la sintesis con la obtencién de una doble

cadena de ADNCc con dos LTR idénticas en ambos extremos.

A continuacion (Figura 1.7), se produce la entrada del VVLP en el nucleo para
proceder a la integracion. La integrasa se une a la LTR de una forma concreta en
funcion de determinadas secuencias localizadas en sus extremos. Esta enzima corta la
doble cadena del ADN huésped de forma asimétrica dando lugar a extremos cohesivos

que seran reparados pon un sistema endogeno (Sabot y Schulman, 2006).

El mecanismo de transposicion replicativa de los retrotransposones los convierte
en elementos muy invasivos, de manera que es imprescindible el control de distribucion
y numero de copias para disminuir al méaximo posible los efectos adversos en el genoma

huésped.

Ya que los retrotransposones no se pueden transponer sin la presencia de un
ARN molde, la forma maés facil de controlar su actividad es mediante una regulacion a
nivel transcripcional bloqueando su transcripcion. En plantas, y en otros organismos, se
conocen muchos ejemplos de retrotransposones silenciados en los tejidos somaticos
durante el desarrollo, o que son activados por hormonas o factores de desarrollo y
asociados a modificaciones epigenéticas (Boeke y Corces, 1989; Ding y Lipshitz, 1994;

Law y Jacobsen, 2010).
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Figural.7: Ciclo de los retrotransposones LTR. a) Transcripciéon del ARNm. b) Traduccién vy
sintesis proteica. c) Dimerizacién del ARN. d) Empaquetamiento del ARN e inicio de la
retrotranscripcion. e) Degradacién del ARN e inicio de la sintesis de la segunda cadena de ADNCc.
f) Fin de la sintesis de la doble cadena de ADNc y unién de la integrasa a las LTR. g) Rotura de la
doble cadena de ADN nuclear e integracién de la nueva copia en una zona diferente del
genoma. (Tomado de Sabot y Schulman, 2006).
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Figural.8: Esquema de la retrotransposicién. Los diferentes pasos del
proceso estan explicados en el texto.
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Hasta finales de los afios 90 la actividad transcripcional de los retrotransposones
solo se habia podido demostrar en una pequefia cantidad de elementos, tanto del tipo
Tyl-copia como Ty3-gypsy, en diversas especies como el tabaco (Grandbastien et al.,
1989; Pouteau et al., 1991), maiz (Varagona et al., 1992), o el trigo (Moore et al.,
1991), todos ellos aislados tras su transposicion. Sin embargo, més adelante se pudo
demostrar la presencia de transcritos que comenzaban con elementos de LTRs en
especies como maiz (Avramova et al., 1995; San Miguel et al., 1996; Turcich et al.,
1996), cebada (Suoniemi et al., 1996B), patata (Pearce et al., 1996), soja (Bi y Laten,
1996), tabaco (Grandbastien et al., 1997; Takeda et al., 1998) y arroz (Hirochika et al.,
1996A).

Los andlisis de secuencia realizados en retrotransposones de diversas especies de
plantas han mostrado una gran cantidad de elementos que contienen errores en los
marcos de lectura, de manera que dichos elementos se encuentran inactivos (Flavell et
al., 1992; Voytas et al., 1992; Hirochika e Hirochika, 1993). Sin embargo, también se
han localizado otros elementos que si se transcriben dentro de la planta (Pouteau et al.,
1991; Hirochika et al., 1996A; Pearce et al., 1997; Suoniemi et al., 1996B). La
transcripcion se encuentra inactiva durante el desarrollo normal de la planta pero puede
ser inducida por estreses tanto bidticos como abidticos, incluyendo cultivos celulares,

heridas o ataques de patdgenos (Wessler, 1996; Grandbastien, 1998).

La metilacién del ADN del huésped también ha demostrado ser una forma de
control de la expresion reduciendo la capacidad de multiplicacion de retrotransposones
y retrovirus ya que la metilacion inhibe la transcripcion y ademas es heredable

epigenéticamente (Yoder et al., 1997; Law y Jocabsen, 2010).

Algunos retrotransposones pueden ser activados tras el aislamiento de
protoplastos 0 mediante cultivos celulares o de callos. Ambos procesos inducen
modificaciones en el metabolismo de las células y en la expresion genica mediante la
activacion de genes relacionados con el estrés y el crecimiento, debido a la hidrélisis de

la pared celular en el caso del aislamiento de protoplastos o a que la respuesta observada
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en el cultivo celular o de callo es similar que ante la presencia de una herida

(Todorovska, 2007).

La primera evidencia de la activacion de un retrotransposon debido a estrés se
observo al detectar la transposicion de Tnt1A en el gen estructural de la nitrato reductasa
en plantas de tabaco regeneradas a partir de protoplastos derivados de cultivos celulares
(Grandbastien et al., 1989), también se observo que la expresion de este mismo
elemento se inducia tras el aislamiento de protoplastos de una hoja de tabaco (Pouteau

etal., 1991).

También se han observado casos de regulacion postranscripcional en hongos,
como es el caso de las proteinas FUS3P y TFIIH presentes en el genoma huésped.
FUS3P es capaz de inhibir la acumulacion de las proteinas expresadas por Tyl y TFIIH

degrada los ADNc. (Kumar y Bennetzen, 1999).
1.3.3. Efecto de los retrotransposones en el genoma de plantas

Los retrotransposones han invadido con éxito practicamente todas las partes del
genoma de plantas, llegando a ocupar hasta el 80% del ADN nuclear como en el caso
del genoma de maiz (SanMiguel et al., 1998). Los retrotransposones se encuentran
dispersos por todo el genoma aungue se han observado casos en los que su distribucion
estd determinada por la familia de retrotransposones y la especie estudiada. Por
ejemplo, los retrotransposones tipo Ty3-gypsy aparecen agrupados en regiones
centroméricas en maiz, arroz o trigo mientras que los Tyl-copia de Allium aparecen en
la zona heterocromatica de los extremos de los cromosomas. (Kumar y Bennetzen,

1999).

El anélisis de secuencias de retrotransposones obtenidas en diversos estudios
muestra una gran heterogeneidad de las mismas en los genomas de plantas, mucho mas
alta que en Drosophila y en levaduras (Flavell et al., 1992). Esta heterogeneidad sugiere
que dichos elementos ya aparecian en las primeras etapas de la evolucion de las plantas
y que han ido evolucionando de forma diferencial hasta llegar a las especies actuales

(Gribbon et al., 1999).
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Una de las razones mas importantes de la variabilidad en el tamafio de los
genomas de plantas es la presencia de un nimero mayor 0 menor de retrotransposones.
Por ejemplo, se ha demostrado que la presencia de retrotransposones de una unica
familia es la responsable de un aumento del tamafio del genoma de Vicia de hasta un
50% entre diferentes especies. Asi, Ogre estd presente en todas las especies de Vicia en
proporciones que varian entre el 38% de Vicia pannonica que presenta un genoma
haploide de 6615 Mpb y el 0,1% en Vicia lathyroides cuyo genoma haploide contiene
2573 Mpb (Neumann et al., 2006).

Los retrotransposones parecen haber tenido un importante papel en la evolucion
de la estructura y regulacién de genes en plantas. Se han localizado genes de plantas que
presentan, en sus regiones flanqueantes, secuencias de retrotransposones con funcion

reguladora (White et al., 1994).

1.4. Marcadores moleculares basados en
retrotransposones

Un marcador genético es cualquier diferencia fenotipica controlada
genéticamente y utilizada en el analisis genético (Aranzana et al., 2000). Existen unos
criterios que deben cumplir los marcadores moleculares para poder ser utilizados

(Agarwal et al., 2008):

- Ser polimorfico y distribuirse uniformemente por todo el genoma.
- Generar multiples marcadores independientes y fiables.

- Proporcionar una adecuada resolucion de las diferencias genéticas.
- Permitir un analisis simple, rapido y barato.

- Requerir pequenias cantidades de tejido u otro tipo de muestras.

- Vincularse con fenotipos diferentes.

- Ser neutro y no epistatico.

- Ser codominante.

- No requerir informacion previa acerca del genoma de un organismo.
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El uso de marcadores estda muy extendido en la actualidad en los analisis
genéticos y en la mejora vegetal debido a sus maltiples utilidades como pueden ser, la
obtencion de “huellas genéticas” (fingerprinting) de individuos, variedades y
poblaciones, el andlisis de la estructura y diversidad genética en poblaciones, el
establecimiento de relaciones filogenéticas entre diferentes individuos y especies, la
construccion de mapas genéticos de alta densidad y la localizacion de genes de interés
econdémico, el mapeo de QTL (Quantitative Trait Loci) y la mejora asistida por

marcadores (MAS, Marker Assisted Selection).

Los marcadores moleculares se pueden dividir en dos grupos: marcadores
bioquimicos y marcadores de ADN. Los primeros se basan en el uso de proteinas sin
actividad enzimética o de isoenzimas o aloenzimas mientras que, los segundos, utilizan
fragmentos de ADN y han servido para solucionar muchos de los problemas no

resueltos por los marcadores bioquimicos.

Las proteinas derivan directamente de los genes mediante los procesos de
transcripcion, procesamiento y traduccién. Las isoenzimas, descubiertas en 1957 por
Hunter y Markert, son diferentes variantes de una misma enzima, presentes en una
especie y que pueden presentar diferentes propiedades. Las técnicas para su estudio son
sencillas y no requieren equipos de laboratorio complejos. El uso de estos marcadores
consiste, simplemente, en una separacion electroforética y en una tincién especifica de
manera que se obtendran bandas a diferentes alturas del gel cuando existan diferencias

en la composicion de aminoacidos o en la estructura de la proteina (Cubero, 2003).

Las principales ventajas que presentan las isoenzimas son la capacidad de
relacionar los resultados con los genes que las codifican, que suelen tener una base

genética codominante y que, generalmente, son neutros en cuanto a la seleccion.

Por otro lado, el uso de este tipo de marcadores ha ido disminuyendo debido a
los problemas técnicos que presentan en muchas ocasiones. Ademas, no permiten
analizar genomas completos y s6lo detectan genes que se expresen en algun lugar o

momento determinado. Los resultados pueden variar en funcién del tejido analizado v,
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ademas, existe polimorfismo ontogénico, de manera que los resultados pueden variar

entre individuos jovenes y adultos.

Los marcadores de ADN se desarrollaron como una nueva generacion de
marcadores moleculares que ha servido para solucionar muchos de los problemas no
resueltos por las isoenzimas. Los marcadores genéticos se pueden dividir en dos grupos

en funcidn de las técnicas empleadas para su anélisis:

- Técnicas que emplean hibridacion tipo “Southern”.

- Técnicas basadas en PCR.

Las técnicas de hibridacion tipo “Southern” permiten analizar variaciones en la
longitud o tamario de los fragmentos de ADN producidos por la accion de enzimas de
restriccion especificas. Los fragmentos obtenidos tras la accion de dichas enzimas se
separan por electroforesis en geles de agarosa y, a continuacién se transfieren, por
capilaridad o mediante vacio, a una membrana de nitrocelulosa o de nylon (esto es lo
que se denomina transferencia tipo “southern”). Por ultimo, se detectan las bandas
mediante la hibridacién de una sonda marcada que permite la visualizacion de las

bandas hibridadas.

Transferencia

Gel Electroforesis i
+
1/"'
Excesode sonda »" Hbridacién
/ ' / » 2 :

,//

&~ Sonda

Exposkién de un film de rayos-X Ko - -

Figural.9: Esquema de una técnica de marcadores moleculares tipo “southern”.
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Dentro de esta técnica se encuentran los marcadores RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphism), que son los primeros marcadores de ADN utilizados
y que se basan en las diferencias en el tamafio de los fragmentos de ADN obtenidos tras
la accion de enzimas de restriccion (Jeffreys, 1979) y los VNTR (Variable Number
Tandem Repeat), en los que las diferencias se deben al nimero de repeticiones de
secuencias repetidas en tandem de entre nueve y cien pares de bases (minisatélites) que

varia entre unos individuos y otros (Jeffreys et al., 1985).

La técnica de PCR, o reaccién en cadena de la polimerasa, fue desarrolla por
Kary B. Mullis en 1987 y permite la multiplicacion in vitro de fragmentos especificos
de ADN de manera que permite la deteccion de secuencias 0 genes de interés en el

genoma de un individuo.

g 3

Dicha técnica se basa en la ¥ N

l 1- desnaturalizacion
5 3
+
3" g5

l 2- apareamiento *
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amplificacion de fragmentos de ADN a partir

de secuencias de nucledtidos denominadas

cebadores, que son capaces de reconocer

secuencias  blanco de las que son & 3 elongacion g
complementarias. Cada ciclo de una reaccion de | | <+ 1 |
PCR incluye tres pasos: + *
| | - 2‘ 3

- Desnaturalizacion: consiste en la — —
separacién de las dos hebras que componen la '.], 1,'2, 3
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- Apareamiento: union de los cebadores C— p—

a las zonas complementarias.
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Figural.10: Esquema general de una PCR.

polimerasa termoestable sintetiza la cadena

complementaria a la cadena molde utilizando el cebador como iniciador para la

reaccion.

34



Introduccién

Este proceso se lleva a cabo en un termociclador que permite realizar los
cambios de temperatura necesarios para llevar a cabo el proceso descrito. Los ciclos se
repiten un numero de veces determinado para conseguir la cantidad de ADN deseada en

cada caso.

En este grupo se incluye una gran variedad de marcadores:

- RAPD (Random Amplified Polimorphic DNA): esta técnica permite
amplificar regiones arbitrarias del genoma usando un Unico cebador de secuencia
aleatoria de diez pares de bases (Welsh y McClelland, 1990; Williams et al., 1991):

- SSR (Simple Sequence Repeats): los microsatélites son secuencias de entre
dos y seis pares de bases que se repiten de forma consecutiva y la variacion en el
namero de repeticiones entre individuos produce diferentes alelos (Tautz y Renz 1984).

- ISSR (Inter-Simple Sequence Repeats): se trata de marcadores basados en la
amplificacion de regiones que se encuentran entre microsatélites lo que implica el
conocimiento previo de la secuencia del genoma (Godwin et al., 1997).

- AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism): esta técnica se basa en la
restriccion del genoma con enzimas de restriccion, seguida de una ligacién de las
secuencias adaptadoras de dichas enzimas y la posterior amplificacion de los
fragmentos obtenidos utilizando cebadores complementarios a los adaptadores de las
enzimas utilizadas (Vos et al., 1995)

- Restriccién con enzimas tipo CEL: esta técnica se basa en el uso de
endonucleasas de restriccion de tipo CEL, que se caracterizan por reconocer fragmentos
de cadena Unica, para detectar mutaciones en el genoma, esta enzima es capaz de
reconocer desapareamientos producidos por cambios en una unica base por lo que se
puede utilizar en estudios de SNP (Simple Nucleotide Polymorphism) (Oleykowski et
al., 1998; Sobrino et al, 2005; Galeano et al., 2009).

- CAP (Cleaved Amplified Polimorphic Sequences): técnica derivada de los
RFLP en la que se sustituye el “southern blott” por una PCR. Se identifican

polimorfismos en longitud de fragmentos de restriccion utilizando las endonucleasas
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para digerir fragmentos de ADN amplificados mediante PCR (Konieczny y Ausubel,
1993).

- SRAP (Sequences Related Amplified Polymorphism): se trata de la
amplificacion de regiones correspondientes a marcos de lectura abiertos (ORFs) (Li y
Quirds, 2001).

- HRM (High Resolution Melting): se trata de una técnica que permite detectar
SNP que no se encuentran en dianas de enzimas de restriccion. Consiste en realizar una
PCR a tiempo real con un colorante fluorescente de manera que, tras la amplificacion,
se aumenta la temperatura para que las dos hebras de ADN se desnaturalicen y liberen
la fluorescencia de manera que se puedan detectar diferencias en las temperaturas de
fusion de los amplicones (Wittwer et al., 2003)

Los marcadores de ADN presentan muchas ventajas ya que no se ven afectados
por el ambiente, estan presentes en cualquier momento del desarrollo del individuo,
permiten una deteccion temprana, son universales, muy abundantes, requieren poca
cantidad de ADN para los analisis y el ADN es muy estable y especifico para cada
individuo. Sin embargo, son relativamente costosos y algunos requieren equipos

relativamente sofisticados para su analisis.

La presencia de retrotransposones en todos los grupos de plantas estudiados asi
como por tratarse de elementos repetitivos, permite que se puedan desarrollar
marcadores genéticos a partir de sus secuencias, mas concretamente, a partir de los
extremos LTR. El analisis de este tipo de marcadores permite la obtencion de un gran
namero de polimorfismos entre individuos (Waugh et al., 1997; Ellis et al. 1998;
Porceddu et al., 2002; Tam et al., 2005). La posicion de las inserciones de los
retrotransposones son irreversibles y permanecen estables durante millones de afios
(Schulman et al., 2004; Vitte et al., 2004; Jing et al., 2005) lo que permite hacer

estudios filogenéticos partiendo de un estado ancestral carente de inserciones.

En la actualidad se utilizan diversos tipos de marcadores genéticos basados en

retrotransposones (Kalendar et al., 2011). Estos marcadores se basan en la secuencia de
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las regiones LTR de los retrotransposones (Schulman, 2007; Agarwal et al., 2008) y de

otras regiones internas conservadas (Kalendar el al., 2010). Las mas extendidas son:

- SSAP (Sequence Specific Amplified Polymorphism) (Figura 1.11A): esta

técnica, también conocida como “transposon display” si se utiliza con transposones (van
den Broeck et al., 1998), es una modificacion de los AFLPs y es la técnica de
marcadores derivados de retrotransposones mas utilizada hasta el momento. Consiste en
la amplificacion de secuencias que se encuentren entre la region LTR de un
retrotransposon y una diana de restriccion a la que se liga un adaptador complementario
al cebador. Este método combina la alta resolucion de los AFLPs con la especificidad
del cebador obtenido a partir de la secuencia dela LTR (Waugh et al., 1997; Tam et al.,
2005). Esta técnica se ha utilizado hasta el momento con una gran variedad de especies
como son cebada (Waugh et al., 1997), guisante (Ellis et al., 1998; Flavell et al., 1998;
Pearce et al., 2000), trigo (Gribbon et al., 1999; Queen et al., 2004), alfalfa (Porceddu et
al., 2002), alubia (Galindo et al., 2004), anacardo (Syed et al., 2005), tomate y pimiento
(Tam et al., 2005), lechuga (Syed et al., 2006), haba (Martin Sanz et al., 2007) y vid
(Castro et al., 2012). Todos estos estudios muestran que el desarrollo de un sistema de
marcadores SSAP depende, directamente, del tipo de retrotransposones encontrados en
cada caso. El principal inconveniente que presenta esta técnica es la necesidad de
analizar los datos mediante electroforesis capilar, mas compleja y cara que la
electroforesis en gel de agarosa que se utiliza en el resto de técnicas basadas en

retrotransposones.

- IRAP (Inter-Retrotransposon Amplified Polymorphism) (Figura 1.11B): con

esta técnica se pretende amplificar secuencias que se encuentren entre dos
retrotransposones, para lo cual se utilizan dos cebadores disefiados a partir de la
secuencia de las LTR. Se pueden utilizar dos cebadores diferentes o el mismo, y se
pueden disefar a partir de retrotransposones de la misma familia o de dos familias
diferentes. El principal inconveniente de este método es la distancia entre los dos
elementos moviles ya que, si ésta es muy grande, los segmentos amplificados serian

demasiado largos, lo que dificulta su analisis por PCR y disminuye la resolucion en los
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geles de agarosa (Kalendar y Schulman, 2006). Esta técnica se ha probado en diversidad
de especies de plantas como cebada (Brik et al., 2006), guisante (Smykal, 2006), arroz
(Branco et al., 2007) o vid (Pereira et al. 2005; Castro et al., 2012).

- REMAP (Retrotransposon-Microsatellite Amplified Polymorphism) (Figura

1.11C): se trata de una variante de la técnica IRAP que consiste en la combinacion de
los cebadores disefiados a partir de las LTRs con cebadores para microsatélites o SSR
(Simple Sequence Repeats) para identificar posibles polimorfismos en el segmento
amplificado entre ambos cebadores (Kalendar et al., 1999; Branco et al., 2007). En esta
técnica se pueden utilizar como cebadores secuencias de microsatélites de dos, tres o
cuatro repeticiones o cebadores complementarios de zonas flanqueantes de SSRs
conocidos en la especie de estudio (Branco et al., 2007; Peredo et al., 2009). Hasta el
momento se ha desarrollo esta técnica para el estudio de diferentes especies de plantas
como arroz (Chadha y Gopalakrishna, 2005; Branco et al. 2007), vid (Pereira et al.,
2005; Castro et al., 2012) o cebada (Brik et al., 2006).

- RBIP (Retrotransposén Based Amplified Polymorphism) (Figura 1.11D): esta

técnica permite detectar polimorfismos en la integracion de un elemento en un locus
concreto y consiste en una amplificacion en la que se utilizan dos cebadores disefiados a
partir del ADN que flanquea la zona de insercion y un tercero obtenido a partir de la
secuencia de una LTR del retrotransposon o de otra region interna de éste. Al utilizar
los dos primeros cebadores se amplificara una regién carente del retrotransposon,
mientras que, si se amplifica un cebador flanqueante y el del retrotransposon, se
amplificara el extremo del elemento mdvil analizado (Schulman, 2007). Si el
retrotransposon que estamos estudiando fuera muy corto, se obtendrian dos bandas
cuando este esteé presente ya que se amplificaria tanto el extremo como el elemento
completo, sin embargo, en el caso de retrotransposones largos, los cebadores externos
estarian demasiado separados y no se obtendria el amplicon de la zona ocupada. El
principal inconveniente de esta técnica es la necesidad de conocer la secuencia de las
zonas flanqueantes de la zona de insercion. En los ultimos afios se ha desarrollado esta

técnica para el estudio de diferentes plantas como guisante (Smykal et al., 2008A y B;
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Jing et al., 2010), arroz (Petit et al., 2009), café (Hamon et al., 2011) y peral (Kim et
al., 2012).

- TAM (Tagged microarray marker): se trata de una variante de la técnica

RBIP en la que se sustituyen los geles de agarosa por micromatrices 0 “microarrays”
(Flavell et al., 2003; Jing et al., 2007). Las PCR en las que se detectan las regiones
ocupadas o no por los retrotransposones, se visualizan, todas juntas, en una membrana
con una sonda especifica de cada locus. Esta técnica de ha utilizado en guisante para
analizar marcadores RBIP codominantes en una coleccion de germoplasma con miles de

muestras (Jing et al., 2010).

- RUP (Retrotransposon UTR polymorphism fingerprinting): es un marcador

molecular basado en la variabilidad en longitud de la region interna no traducible (UTR)
que aparece en algunos retrotransposones (Pelsy, 2007). Se realiza una PCR utilizando
cebadores derivados de una LTR y de la regién gag. Las diferencias de tamafio de la
region UTR son los suficientemente estables como para permitir realizar estudios
filogenéticos. Pelsy (2007) utiliz6 esta técnica para definir el genotipo especifico de 94
accesiones de Vitis (fingerprinting) mientras que, anteriormente, se habia necesitado un
minimo de seis marcadores SSR con un alto grado de polimorfismo, para poder

identificar las diferentes variedades (This et al., 2004).

- RIVP (Retrotransposon Internal Variation Polymorphism): esta técnica no

utiliza la secuencia de las LTR sino que utiliza como cebadores secuencias internas del

retrotransposon que revelan variaciones en la estructura interna (Vershinin et al, 1999).

- iPBS (inter- Primer Binding Site) (Figura 1.11E): esta técnica se desarrollo

para la busqueda de regiones LTR en cualquier genoma tanto animal como vegetal
(Kalendar el al., 2010). Consiste en una reaccion de PCR en la que se puede utilizar un
unico cebador o una combinacion de dos cebadores disefiados a partir de las regiones
PBS (Primer Binding Site) de diferentes retrotransposones. Esta region se encuentra
junto a una de las LTR por lo que, durante la amplificacién, se obtendrian,

tedricamente, los extremos de dos retrotransposones proximos en el genoma asi como la
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region que se encuentra entre ellos. Con esta técnica se han conseguido secuenciar las
LTR de retrotransposones Tyl-copia, Ty3-gipsy, TRIM y LARD. Kalendar et al (2010)
han disefiado 83 cebadores de 12, 13 y 18 pb que han demostrado su eficacia en
especies animales como vaca, yak, oveja o gallina y en plantas tanto angiospermas
como gimnospermas (manzana, cebada, maiz, lino, Medicago truncatula, sandia o
patata entre otras). En los geles de agarosa se pueden observar entre 15 y 50 bandas de

100 a 5000 pb y presentan un alto grado de polimorfismo dominante.

A) SSAP
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C) REMAP
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= Region intergénica
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Figural.11: Esquema de los marcadores moleculares basados en
retrotransposones mas utilizados.

1.5. Mapas genéticos

Un mapa genético es una representacion grafica de la disposicion lineal de los
loci que se estan estudiando y la distancia relativa entre ellos expresada en unidades de
mapa (udm) o centiMorgan (cM). ElI numero de grupos de ligamiento ideal de una

determinada especie debe coincidir con el nimero cromosémico haploide.
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Dos 0 més genes estadn ligados cuando se encuentran situados en un mismo
cromosoma y no segregan de forma independiente. Cuanto menor sea la probabilidad de

que ocurra una recombinacion, mas cerca se encontraran dos genes en el mapa genético.

Los primeros analisis de ligamiento en lenteja los realizaron Zamir y Ladizinsky
(1984) y se basaron en marcadores morfoldgicos e isoenzimas. Mapearon un marcador
morfolégico y ocho isoenzimas en dos grupos de ligamiento utilizando un cruzamiento
entre L. c. culinaris y L. c. orientalis. Més tarde, analizando un cruzamiento entre L. c.
culinaris y L. ervoides, Tadmor et al. (1987) obtuvieron cinco grupos de ligamiento tras
el mapeo de dos marcadores morfoldgicos, nueve isoenzimas, cuatro loci de proteinas
de semilla y un punto de translocacién. Muehlbauer et al. (1989) describieron los
polimorfismos de aloenzimas para 18 loci ligados, demostrando su herencia
monogeénica y el ligamiento entre ellos y con otros cuatro genes que controlan
caracteres morfoldgicos. En este estudio se obtuvieron seis pequefios grupos de
ligamiento que contenian 14 de los loci analizados. Este trabajo demostré la existencia
de sintenia entre Lens y Pisum ya que varios de los grupos de ligamiento estaban
conservados en ambas especies. Tahir y Muehlbauer (1994) fueron los primeros en
utilizar lineas RIL (Recombinant Inbred Lines) para realizar mapas de lenteja,
identificaron seis grupos de ligamiento que incluian 17 loci isoenzimaticos y cuatro

morfolégicos.

El primer mapa de lenteja realizado a partir de marcadores basados en ADN fue
descrito por Havey y Muehlbauer en 1989. Utilizaron para el estudio una poblacion F,
de un cruzamiento entre L. c. culinaris y L. c. orientalis y obtuvieron nueve grupos de
ligamiento que incluian seis caracteres morfologicos, ocho isoenzimas y veinte
marcadores RFLP. En 1992, Weeden et al., obtuvieron once grupos de ligamiento con
el analisis de tres marcadores morfoldgicos, 37 isoenzimas y 26 RFLP. Los resultados
de este mapa se compararon con mapas de Pisum de manera que se pudieron confirmar
los resultados obtenidos anteriormente en el estudio de sintenia realizado por
Muehlbauer et al. (1989), identificandose ocho regiones sinténicas entre las dos

especies.
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Més tarde, se obtuvieron nuevos mapas estudiando poblaciones segregantes de
cruzamientos subespecificos e interespecificos. Tahir et al. (1993), unificando los
resultados de diferentes estudios, propusieron diez grupos de ligamiento basados en el
analisis de siete marcadores morfoldgicos, 25 isoenzimas, 38 RFLP, cuatro proteinas de
semilla, un marcador de cloroplasto y un marcador ribosomal. Vaillancourt y Slinkard
(1993) obtuvieron cuatro grupos de ligamiento a partir de una poblacion F, analizando
17 isoenzimas y 11 marcadores morfolégicos y, un afio mas tarde, Tahir y Muehlbauer
(1994) identificaron seis grupos de ligamiento que incluian 17 isoenzimas y cuatro

caracteres morfologicos en poblaciones RIL de lenteja.

A medida que las técnicas basadas en PCR se fueron introduciendo en los
laboratorios de forma rutinaria, el nGmero de marcadores genéticos mapeados en el
genoma de lenteja fue aumentando considerablemente. Asi, Eujayl et al. (1997)
analizaron 76 loci segregantes en una poblacion F, vy, utilizando el programa
MAPMAKER (Lander et al., 1987) con un “LOD score” de ligamiento de 3,0,
obtuvieron nueve grupos de ligamiento que incluian 28 RAPD, un RFLP, un marcador

morfoldgico y otros tres marcadores.

Un afio mas tarde, Eujayl et al. (1998), publicaron el primer mapa genético
extenso en lenteja utilizando 177 marcadores (89 RAPD, 79 AFLP, seis RFLP y tres de
tipo morfoldgico), lo desarrollaron a partir del andlisis de 86 lineas RIL de un
cruzamiento intersubespecifico de L. c. orientalis. La segregacion fue analizada
mediante el MAPMAKER con un “LOD score” de 4,0 y redujeron el mapa a siete
grupos de ligamiento, este fue el primer mapa en el que se conseguia obtener un nimero

de grupos de ligamiento igual al nimero cromosomico haploide de lenteja.

Rubeena et al. (2003) publicaron el primer mapa de lenteja utilizando variedades
de una misma especie, para ello analizaron una poblacion F;, de un cruce entre 1LL5588
e ILL7537 que se diferencian en la resistencia a Ascochyta que presenta el primero

frente a la susceptibilidad del segundo, es el primer mapa en el que se analizan genes
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analogos de resistencia (RGA). En este estudio se analizaron 114 marcadores (100

RAPD, 11 ISSR y tres RGA) y se obtuvieron nueve grupos de ligamiento.

El primer mapa genético de lenteja que incluia marcadores SSR fue publicado
por Durén et al. (2004). Se estudié una poblacion F, de 113 individuos del cruzamiento
entre L. c. culinaris (Lupa) y L. c. orientalis (BG16880) y se obtuvieron diez grupos de
ligamiento con 161 de los 298 marcadores analizados (71 RAPD, 39 ISSR, 83 AFLP,

dos SSRy cinco caracteres morfol6gicos).

En 2005, Hamwieh et al., afiadieron 39 SSR y 49 AFLP a los marcadores
analizados por Eujayl et al. (1998). Utilizando un nuevo programa, JOINMAP (Van
Ooijen y Voorrips, 2001), y niveles de LOD que variaban entre 3,0 y 6,0, obtuvieron 14
grupos de ligamiento con 286 marcadores. Aunque aumentaron el nimero de grupos de
ligamiento alcanzado en el mapa previo se consiguié disminuir, considerablemente, la
longitud del mismo (751 cM frente a los 1073 cM anteriores) y la distancia media entre

marcadores (2,6 cM frente a 6 cM).

Phan et al. (2007), publicaron el primer mapa de ligamiento basado en genes
conocidos de lenteja. En este caso se utilizd una poblacion Fs intraespecifica y se
analizaron 79 ITAP (Intron-Targeted Amplified Polymorphic) y 18 SSR. Se obtuvieron
siete grupos de ligamiento aplicando el programa MULTIPOINT y un LOD de 9,0, que
ocupaban 928,4 cM de longitud. Este estudio evidencio las relaciones de macrosintenia

simple y directa entre Lens y M. truncatula.

Tullu et al. (2008) desarrollaron un mapa constituido por 240 marcadores (177
AFLP, 54 RAPD y nueve SSR) que presentaba 12 grupos de ligamiento. Ademas de
estos marcadores, mapearon QTL relacionados con resistencia a Ascochyta y a

antracnosis asi como otros relacionados con la precocidad y altura de la planta.

En 2010, Tanyolac et al. publicaron un mapa desarrollado con 94 individuos de

una poblacion RIL del cruzamiento Precoz x WAB8949041. Se estudiaron 162
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marcadores (64 AFLP, 23 ISSR, 75 RAPD vy cuatro morfoldgicos). Este mapa estd

formado por 11 grupos de ligamiento.

En ese mismo afio, Saha et al. (2010) publicaron un nuevo mapa con 14 grupos
de ligamiento, desarrollado a partir de 206 plantas de una poblacion RIL del
cruzamiento ILL6002 x ILL5588 tras el analisis de 145 marcadores (27 RAPD, 27 SSR,
89 SRAP y dos morfologicos). Ademas, en el mapa obtenido se identificaron doce QTL
relacionados con el didmetro y peso de la semilla, el tamafio de la planta y el tiempo de

floracion.

En 2012, de la Puente, describié dos nuevo mapas genéticos desarrollados a
partir del estudio de 73 marcadores (10 SNP-CEL, 11 CAPS, 26 SSR, dos RAPD, cinco
SRAP, cinco debido a diferencias en el tamafio de amplicones (ALP), 14 marcadores
definidos por la presencia o ausencia de amplificacion (P/A)) en 113 individuos de una
poblacion F, y de 85 marcadores (82 ISSR y tres morfoldgicos) en la poblacion RIL del
cruzamiento entre la especie cultivada L. c. culinaris (Lupa) y la silvestre L. c.
orientalis. EI mapa de la poblacién RIL consta de 10 grupos de ligamiento mientras
que, con los marcadores analizados en la F, junto con los descritos por Duran et al.

(2004), se obtuvo un mapa con nueve grupos de ligamiento.

Neyra (2014) ampli6 el mapa anterior obtenido con la poblacion RIL afiadiendo
16 marcadores (seis de PCR especifica, seis CAPs y cuatro SNPS) y consiguio reducir el

namero de grupos de ligamiento a nueve

El avance mas importante de los ultimos tiempos en el mapeo genético de
lenteja es el mapa publicado por Sharpe et al. (2013). Este mapa se desarroll6 en una
poblacion RIL intraespecifica de Lens culinaris (CDC Robin x 964a-46), contiene seis
marcadores SSR y 537 SNP vy presenta siete grupos de ligamiento. Los cebadores SNP
se desarrollaron a partir de la secuenciacion del transcriptoma de lenteja mediante la
técnica de secuenciacion 454. En este mapa se han localizado, de nuevo, regiones

sinténicas entre los genomas de L. culinaris y M. truncatula.

44



Introduccién

Fedoruk et al. (2013) realizaron una revision y amplificacion del mapa anterior
de manera que consiguieron localizar 560 marcadores (550 SNP, seis SSR y cuatro
morfoldgicos) en siete grupos de ligamiento y consiguieron disminuir la longitud del
mapa pasando de 834,7 a 697 cM lo que implica una distancia media entre marcadores

de 1,2 cM que indica un nivel de saturacion muy alto.

Yilmaz Temel et al. (2015) desarroll6 un mapa que incluye 388 marcadores (376
SNP, tres SSR y nueve ISSR) localizados en nueve grupos de ligamiento, siete de ellos
mas grandes que se podrian corresponder con los siete cromosomas de lenteja. La
longitud que presenta es de 432,8 cM con una distancia media entre marcadores de 1,11

CM que es la mas baja publicada hasta este momento.

El dltimo mapa de lenteja publicado hasta la fecha es el de Andeden et al.
(2015). Este mapa, basado en el uso de marcadores SSR analizados en una poblacion F,
incluye 47 marcadores localizados en siete grupos de ligamiento. Presenta una longitud

de 303,9 cM y una distancia media entre marcadores de 7,06 cM.
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2.  Objetivos

Los objetivos planteados para este trabajo han sido:

1- Identificar retrotransposones del tipo LTR, en el genoma de Lens culinaris.

2- ldentificar y secuenciar diferentes regiones de retrotransposones, incluyendo
LTR, para la obtencién de marcadores genéticos Utiles en la construccion de

mapas genéticos.

3- Obtener otros marcadores moleculares desarrollados a partir de elementos

moviles de lenteja.

4- Analizar la segregacion de dichos marcadores en una poblacién RIL del
cruzamiento entre la especie cultivada Lens culinaris ssp. culinaris cv. Lupa y la

silvestre Lens culinaris ssp. orientalis BG16880.

5- Obtener un mapa genético basado en marcadores derivados de
retrotransposones e integrarlo en mapas previos generados a partir de estudios en

la misma poblacion RIL.

6- Comparar el mapa genético obtenido con otros mapas de lenteja y establecer

las relaciones de sintenia con la especie de referencia Medicago truncatula.
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3.  Materiales y métodos

3.1. Material Vegetal

Para los estudios realizados se ha utilizado material bioldgico de la especie Lens
culinaris ssp. culinaris cv. Lupa y una poblacion RIL (linea consanguinea
recombinante) F; de 94 lineas, pertenecientes al cruzamiento entre la forma cultivada
Lens culinaris ssp. culinaris cv. Lupa y la silvestre Lens culinaris ssp. orientalis
BG16880. Dicho cruzamiento fue obtenido en el laboratorio del Area de Genética de la

Universidad de Leon por el doctor Frattini.

3.2. Extraccion de ADN

Para extraer el ADN, se utiliz6 el juego de productos para aislamiento de ADN
de Quiagen (Dneasy® Planta Mini Kit). EI ADN se aisl6 a partir de harina procedente
de semillas individuales, previo machacado por métodos fisicos, y a partir de hojas de
plantas crecidas en condiciones estériles, en cuyo caso se utilizé nitrogeno liquido para

la homogeneizacion.

Para obtener las plantas en condiciones estériles se sumergen las semillas unos
segundos en etanol, se dejan unos 20 segundos en hipoclorito sddico (lejia) diluida (1:3)
y, por ultimo, se hacen dos lavados seguidos con agua destilada y esterilizada, todo ello
en cabina de flujo laminar. A continuacion, las semillas se introducen, individualmente,
en tubos con algodon estéril hiumedo y se dejan germinar en una cdmara de crecimiento.

Las hojas se recogieron 10 dias después de la siembra.

Para la extraccién se siguio el protocolo descrito por el fabricante basado en la
utilizacion de dos columnas, la primera de ellas retiene impurezas mientras que la
segunda retiene el ADN que se recupera, tras varios lavados, mediante una elucién con

agua milli Q.

Tras la extraccion, se procedido a la cuantificacion del ADN utilizando el
espectrofotometro NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific). Se trata de un

espectrofotometro UV/Visible que permite conocer tanto la concentracion del ADN
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como su pureza midiendo la absorbancia de la muestra a 230, 260 y 280 nm. Las
muestras se diluyeron a una concentracion de 20 ng/ul para amplificaciones y de 40

ng/ul para digestiones con endonucleasas.

3.3. Electroforesis en geles de agarosa

Otro método para comprobar el estado y cantidad del ADN obtenido en las
extracciones, asi como el resultado de las amplificaciones, es la realizacion de
electroforesis en gel de agarosa con una concentracion que puede variar entre el 0,8 y el
2 % segun el tamafio de las bandas esperadas en cada caso, en tampon TAE 1X (Tris
acetato 40 mM y EDTA 1 mM, pH 8) a 85-100 voltios (las condiciones exactas se
indican en cada uno de los apartados). Como marcador de peso molecular se utilizé una
“escalera” comercial de fragmentos (1 kb plus DNA ladder de Invitrogen), y se
cargaron entre 10 y 40 ul de muestra de ADN + 5 pl de tampon de carga “Blue juice”
(azul de bromofenol 0,025% + glicerol 50%) que permite ver como se va desplazando

el frente y mantiene las muestras en el fondo del pocillo.
Para observar las bandas en el gel se utilizaron dos tipos de tinciones diferentes:

- Bromuro de etidio: en este caso se sumergio el gel en una solucion de bromuro

de etidio (0,5 png/ml) con agitacion orbital suave durante 20 minutos y, posteriormente,
se fotografio el gel.

- Red Safe (iNtRON): este compuesto se afiadio directamente en el gel. Se
utilizo 1 pl de Red Safe 1000X por cada ml de tampon TAE 1X, de manera que no fue

necesaria la tincion tras la electroforesis.

En ambos casos, el gel se fotografia en un transiluminador Gene Genius Bio
Imaging System (Syngene) de luz ultravioleta conectado mediante un ordenador con el
programa GeneSnap (Syngene), que permite la visualizacién de los fragmentos de ADN

obtenidos en la amplificacion.
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3.4.  Amplificacion de retrotransposones

Para buscar los posibles retrotransposones en el genoma de lenteja se llevé a
cabo una amplificaciéon mediante PCR (Polimerase Chain Reaction) utilizando como

molde el ADN genomico de Lens culinaris cv. Lupa.

La PCR se realizo utilizando cebadores degenerados obtenidos a partir del gen
de la retrotranscriptasa y disefiados para amplificar retrotransposones tipo Tyl-copia
(Hirochika y Hirochika,1993) y tipo Ty3-gypsy (Friesen et al., 2001), que se han
utilizados en guisante con buenos resultados (Dixit et al., 2006), y otros disefiados a
partir de una secuencia de Lens culinaris (Tnana) (Llorente, 2001) (ver apartado 3.10),
que presenta una buena homologia con secuencias de retrotransposones conocidos, en
este ultimo caso se disefiaron tres cebadores “forward” o directo y uno “reverse” o

inverso con los que se obtuvieron tres combinaciones diferentes (Tabla 3.1).

Tabla 3.1: Secuencias de los cebadores utilizados y nombre con el que se
denominaron a lo largo del estudio.

Cebador Secuencia Tm

Copia F 5" CARATGGAYGTNAARAC 3’ 479°C
CopiaR 5" CATRTCRTCNACRTA 3 42,4°C
Gypsy F 5 MRNATGTGYGTNGAYTAYMG 3 55,3 °C
Gypsy R 5 RCAYTTNSWNARYTTNGCR 3’ 52,4°C
Tnana F1 5 GAAAAATMGAKCTGARTTATTCTC 3’ 55,0 °C
Tnana F2 5" GTACACRATCTYTCWCCTGG 3 57,3°C
Tnana F3 5" CAAAARRGYTATCGTTGCTA 3 52,2°C
Tnana R 5> GTTCACAKGTTRCYAKTGCC 3° 57,3°C

Nomenclatura utilizada para las posiciones degeneradas: N=A,C,GoT;K=GoT; M=A0oC;R=A0G;S
=GoC,W=Ao0T;Y=CoT

Se realizaron diferentes reacciones en funcion del tipo de retrotransposén que se
queria encontrar asi como de los cebadores utilizados. En ambos casos se utilizé un
tampdn de amplificacion avanzado con MgCl, (500 mM KCI, 100 mM Tris-HCI pH 8,3
(a 25°C), 15 mM Mg?").
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- Tyl-copia y Ty3-gypsy (Dixit el al., 2006): se llevaron a cabo reacciones de

amplificacion de 50 pl de volumen total:

ADN gen6mico (20 ng/ul) Sul
Cebador directo (5 pmol/ul) 10 ul
Cebador inverso (5 pmol/ul) 10 pl
Tampon de amplificacion 10X 5ul

dNTPmix (2 mM de cada uno de los 4 dNTPSs) 5ul
Taq polimerasa 5 U/ul (5Prime) I ul
H,O milli Q 14 wl

Los programas de PCR fueron los siguientes: para los cebadores
correspondientes a los retrotransposones Tyl-copia: 3 min a 94 °C, 40 ciclos (1 min
94°C, 50 s 45°C, 40 s 68°C) y 10 min 68°C, y para los de tipo Ty3-gypsy la reaccion fue
de 3 min a 94°C, 40 ciclos (1 min 94°C, 50 s 50°C, 40 s 68°C) y 10 min 68°C.

- Secuencia Tnana de Lens culinaris (Llorente, 2001): en este caso se realizaron

reacciones de 100 pl

ADN genomico (20 ng/pl) S5ul
Cebador directo (5 pmol/ul) 10 wl
Cebador inverso (5 pmol/ul) 10 ul
Tampon de amplificacion 10X 10 ul

dNTPmix (2 mM de cada uno de los 4 dNTPs) 10 pl
Taq polimerasa 5 U/ul (5Prime) 0,5 ul
H20 milli Q 54,5 wl

El programa de PCR, para estos cebadores, fue el siguiente: 3 min 94°C, 30

ciclos (45 s 94°C, 1:40 min 52°C, 2 min 68°C) y 10 min 68°C.

Las reacciones se llevaron a cabo en termocicladores de Applied Biosystems

(GeneAmp PCR System 9700 y 2720 Thermal Cycler)
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Los resultados de las amplificaciones se observaron tras una electroforesis en gel
de agarosa al 1% y 100 V que se dejo correr durante 1 hora. Cuando la amplificacion ha
tenia éxito se seguia el protocolo de extraccion de bandas, transformacion y clonacion

(ver apartados 3.6 y 3.7).

3.5.  Amplificacidon de repeticiones terminales largas
LTRs

Para localizar las LTRs de los retrotransposones en el genoma de lenteja, se
utilizaron dos técnicas diferentes: localizacién de LTRs a partir de secuencias internas

conservadas del retrotransposon e iPBS (inter-Primer Binding Site).

3.5.1. Amplificacion de LTRs a partir de secuencias internas
conservadas del retrotransposon

Esta técnica consta de varios pasos:

1- Disefio de cebadores: a partir de los extremos de las secuencias localizadas
con los cebadores Copia, Gypsy y Tnana se disefiaron nuevos cebadores (ver apartado

3.10) que permitieran avanzar a lo largo de la secuencia para alcanzar la region LTR.

2- Digestion parcial del material genético de lenteja con una enzima de
restriccion. En este caso se utilizé la enzima Msel (Biolabs). Para llevar a cabo esta

digestion se realizd la siguiente reaccion:

Msel 2U (0,2 ul)
Tampon 10x (NEB2) 10 ul
ADN 2,5 ug (60 ul)
H,0 milli Q 29,8 ul

La enzima actu6 durante 20 minutos a 37°C e inmediatamente después se incubd
la muestra durante 10 minutos a 80°C para detener la digestion y conseguir fragmentos

de un tamafio aproximado de 1 kb.

3- Ligacién o union de los adaptadores complementarios a la zona de corte de la

enzima utilizada en la digestion y complementarios entre si: Msell (5'-
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GACGATGGATCCTGAG-3") y Msel2 (5"-TACTCAGGATCCAT-3"). El primer paso
de la ligacion es la mezcla de los adaptadores para conseguir una concentracion final de
2 pm/ul. La mezcla se desnaturaliz6 incubandola 3 minutos a 95°C y se dejo

renaturalizar a temperatura ambiente durante 15 minutos.
4- Reaccion de ligacion:

ADN digerido 15 ul
Tampon de ligacion 10X 2 ul

Ligasa T4 (1 U/ul) 0,1 ul
Adaptador 1 ul
H,0 milli Q 1,9 ul

La reaccion se incuba durante 2 horas a 20°C.

5- El siguiente paso consistio en una amplificacion en dos pasos (Van der
Linden et al., 2004) de manera que, en un primer paso, se realizé una PCR en la que
solo se incluyo el cebador especifico del retrotransposén para aumentar el nimero de
fragmentos que incluyan la secuencia especifica, mientras que, en la segunda, se afiadid
también el cebador complementario al adaptador. Se utilizo este tipo de reaccion para
evitar la amplificacion masiva de fragmentos que presenten el adaptador en ambos

extremos.

La primera amplificacion consiste en una reaccion de 25 ul de volumen total:

ADN con el adaptador 4 ul
Cebador especifico (5 pmol/pul) 3ul
Tampon de amplificacion 10X (Quiagen) 2,5

dNTPmix (2 mM cada uno de los cuatro dNTPs) 1,3 ul
Taq polimerasa Hot Start 5 U/ul (Quiagen) 0,1 ul
H,O milli Q 14,1pul
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Una vez finalizada la primera reaccion se afiaden al mismo tubo:

Cebador Msel (5 pmol/ul) 3ul
Cebador especifico (5 pmol/ul) 3ul
Tampon de amplificacion 10X 2,5ul

dNTPmix (2 mM cada uno de los cuatro dNTPs) 2,5 ul
Taq polimerasa Hot Start 5 U/ul (Quiagen) 0,1 pl
H,0 milli Q 13,9ul

La reaccion de PCR para las dos reacciones fue: 15 min a 95°C, 30 ciclos (30 s
95°C; 1:40 min 45-56°C, 2 min 72°C) y 7 min a 72°C. La temperatura de apareamiento

depende del cebador utilizado en cada reaccion (Tabla 3.2).

6- Comprobacién de la amplificacion en un gel de agarosa al 1 % y 100 V, para
lo cual se cargan 10 ul de muestra. Si la amplificacion ha tenido éxito se sigue el

protocolo de extraccion de bandas, transformacion y clonacion (ver apartados 3.6 y 3.7).

Esta técnica también se utilizd con los cebadores degenerados Rnasahl: 5°-
MGNACNAARCAYATHGA-3" y Rnasah2: 5’-GCNGAYATNYTNACNAA-3’,
disefiados a partir de la region RNasaH de un retrotransposon de guisante (Pearce et al.,

1999).

Ademas, con estos ultimos cebadores, se utilizé la técnica “nested PCR” que
consiste en la digestion parcial del genoma con la enzima Msel seguida de una ligacion
de adaptadores similar a la descrita en la técnica anterior. A continuacion, se realiza de
una doble PCR de manera que, en la primera amplificacién se utiliza el cebador méas
interno de la secuencia, en este caso Rnasahl y en la segunda el cebador Rnasah2

ambos combinados con el cebador complementario al adaptador.

Para esta ultima técnica, las amplificaciones consisten en reacciones de 50 pl de

volumen que incluye:
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ADN con el adaptador 7,5 ul
Cebador RnasaH|I/11 (5 pmol/ul) 6 ul
Cebador Msel 6 ul
Tampon de amplificacion 10X (Quiagen) 5ul

dNTPmix (2 mM cada uno de los cuatro dNTPs) 5 pul
Taq polimerasa 5 U/ul (5Prime) 0,2 ul
H,O milli Q 20,3 ul
La reaccion de PCR para las dos reacciones fue: 2 min a 94°C, 30 ciclos

(1 min 94°C; 1:30 min 45°C, 1:30 min 72°C) y 7 min a 72°C.

Ademas de estos cebadores, también se llevd a cabo una amplificacion sencilla
utilizando cebadores disefiados a partir de la secuencia de una LTR del retrotransposon
Angela de Pisum sativum por Smykal et al. (2009). Dichos cebadores, denominados
LTR-Ps: 5- TGAAGGAGAATTGCGACCCAAAGCGC-3° 'y LTR-1F: 5’-
TGTTGGTGTAAGCCCCTAGAGGCC-3’, se utilizaron para comprobar la obtencion

de una LTR completa de Lens culinaris descrita por los mismos autores.

La PCR consistié en una reaccion de 50 ul de volumen con:

ADN genomico (20 ng/ul) Sul
Cebador directo (5 pmol/ul) 10 ul
Cebador inverso (5 pmol/ul) 10 ul
Tampon de amplificacion 10X 5ul

dNTPmix (2 mM de cada uno de los 4 dNTPs) Sul
Taq polimerasa 5 U/ul (5Prime) 1wl
H,0 milli Q 14 ul
La reaccion consistio en 3 min a 94 °C, 40 ciclos (1 min 94 °C; 50s50 °C ; 40 s

a68°C)y 10 min a 68 °C.
3.5.2. IPBS (inter-Primer Binding Site)

Esta técnica consiste en una reaccion de PCR en la que se puede utilizar un

unico cebador o una combinacion de dos cebadores disefiados a partir de las regiones
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PBS (Primer Binding Site) de diferentes retrotransposones (Kalendar el al., 210) (ver

Tabla 4.4, pagina 121).

Para llevar a cabo esta técnica, se realizo una reaccion de PCR (Kalendar el al.,
2010) utilizando como sustrato el ADN gendémico de Lens culinaris cv. Lupa. La

amplificacion consistio en una reaccion de 20 pl de volumen que incluian:

ADN genomico (20 ng/pl) 2ul
Cebador 1 (5 pmol/ul) 1,2 ul
Cebador 2 (5 pmol/pul) 1,2 ul
Tampon de amplificacion 10X (Biotools) 2 ul
dNTPmix 2 ul
MgCl, 1,2 ul
Taq polimerasa 5 U/ul (5Prime) 0,2 ul
Pfu polimerasa 1 U/ul (Biotools) 0,04 ul
H,O milli Q 10,2 pl

3.6. Extraccion de bandas especificas

Para poder extraer las secuencias amplificadas tras la PCR, se llevaron a cabo
electroforesis con la mayor cantidad de muestra posible, en este caso se llenaron los
pocillos con 40 ul de la reaccion de PCR + 5 ul de tampon de carga. En esta
electroforesis se utilizo un gel de agarosa al 2 % ya que es necesaria una mayor

resolucion y definicion de las bandas para una mejor extraccion de éstas.

Una vez tefiido el gel, el corte de las bandas se llevd a cabo sobre un
transiluminador de luz ultravioleta que permite su visualizacion. Este proceso se realizd

extremando las medidas de proteccion debido a la larga exposicion a la luz UV.

Tras la obtencion de dichos fragmentos, se recuperd el ADN a partir de los geles
de agarosa mediante un juego de productos de extraccion. Se utilizaron dos diferentes

siguiendo, en cada caso, las indicaciones del fabricante:
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- QIAquick Gel Extraction Kit, de Quiagen
- UltraClean GelSpin DNA Purification Kit, de Mo Bio.

Ambos protocolos se basan en el uso de membranas de silica-gel que retienen

las impurezas para obtener un ADN totalmente purificado.

Una vez extraidas las bandas se comprobé el éxito de la extraccion mediante

electroforesis en gel de agarosaal 1 % y 100 V.

3.7.  Clonacién y transformacion

Una vez obtenidos los fragmentos deseados, se llevd a cabo la clonacion de los
diferentes productos de amplificacion en el plasmido pGEM®-T (Promega) este vector
estd disefiado para la clonacion de productos de PCR, se suministra cortado y con
extremos 3’ T protuberantes, de modo que actian como extremos cohesivos con los
extremos 3’ de los amplificados por PCR que contienen adeninas (Promega, 2007). Se

utilizé para la ligacion la ligasa del fago T4 siguiendo el protocolo recomendado por

Promega:
ADN 3ul
Tampon de ligacion 5ul
Ligasa de T4 1ul
PGEM®-T 1 pl

La reaccion se deja incubar una hora a temperatura ambiente o toda la noche a
4°C. Se obtiene mayor niimero de colonias recombinantes dejando la reaccion durante

toda la noche.

Pasado este tiempo, se procedid a la transformacion en células competentes de
E. coli de la cepa DH5a obtenidas segtn el protocolo INOUE (Inoue et al., 1990). Una
de las principales diferencias que presenta esta técnica frente a otras es la temperatura
de incubacion de las células, ya que se utilizan a 18°C en lugar de los 37°C utilizados

generalmente, y que ha demostrado una mayor eficacia.
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El procedimiento para la transformacion se detalla a continuacion:

1- Se descongelan las células competentes en un bafio de hielo.

2- Se afaden 100ul de células competentes al tubo que contiene los 10ul de
mezcla de reaccion.

3- Se mantienen 20-30 minutos en hielo.

4- Se someten a un choque térmico a 42°C de 45-50 segundos.

5- Se mantienen en hielo 2 minutos.

6- Se aflade 1 ml de medio LB (Luria Bertani: 10 g bacto triptona, 5 g extracto
de levadura, 10 g NaCl; pH 7,3 ajustado con NaOH) (Miller, 1972).

7- Se mezcla suavemente y se incuba 1 hora a 37°C.

8- Se afiaden 100 pl de X-Gal 5 % y 100 ul de IPTG 100 mM al tubo de la
transformacion, para poder distinguir facilmente las colonias transformadas
de las que no lo estén.

9- Se extienden 500 pul de la mezcla de transformacion en una placa con medio
LB suplementado con agar y ampicilina (100 ug/ul), 300 ul en otra y el resto
en una tercera placa lo que permitird elegir aquella placa en la que las
colonias se encuentren mas separadas.

10- Se Incuban a 37°C durante 16 horas. No se debe incubar durante mas tiempo

ya que la ampicilina puede empezar a degradarse.

Al utilizar medio LB suplementado con ampicilina se permite sélo el
crecimiento de bacterias con el plasmido ya que éste presenta un gen de resistencia a
dicho antibiotico. Al crecer las bacterias en presencia de IPTG y X-Gal, las colonias
recombinantes se veran de color blanco porque tienen inactivado el gen LacZ que se
encuentra en la zona de insercion del plasmido (Figura 3.1), mientras que las bacterias

sin inserto apareceran de color azul y de menor tamafio.
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Figura 3.1: Vector pGEMO—T disefiado para la clonacion de productos de PCR.

Una vez crecidas, se seleccionan algunas colonias transformantes recombinantes
(blancas) y se pasan a una placa nueva. En este trabajo se pasaron 16 colonias blancas y
4 azules que se utilizaban como control. Para comprobar la presencia del inserto en las
colonias transformantes positivas se realizo la técnica de “minipreparacion” ultrarrapida

de colonias positivas que se describe a continuacion:

1

Se resuspende media colonia en 50 pl de EDTA 0,01 M, pH 8

2- Se afaden 50 ul de “cracking buffer” (0,2 g sacarosa; 40 pl NaOH 5 M; 50
pl SDS 10%; 900 ul H,0) recién hecho y se mezclan en un agitador en
vortice.

3- Seincuba a 70°C durante 5 minutos.

4- Se afiaden 1,5 pl de KCl 4 My 2 ul de bromofenol 0,4 %. Se mezclan con el
agitador en vortice.

5- Se mantienen en hielo 5 minutos.

6- Se centrifugan 4 minutos.

7- Se mantienen, al menos, 10 minutos en hielo.

8- Se carga un gel de agarosa al 1% con 15 pl del sobrenadante.
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Las colonias que presentan un inserto del tamafio esperado se preparan para su

secuenciacion.

3.8. Secuenciacion de ADN

Las colonias que presentan el inserto se resuspenden en 20 ml de medio LB
suplementado con 20 pl de ampicilina (100 pg/ul) y se incuban a 37°C y en agitacion
(300 r.p.m.) durante toda la noche. A continuacion se centrifugan las células a 3800
r.p.m., durante 5 minutos y se elimina el sobrenadante de manera que se recupera
unicamente el sedimento, la centrifugacion debe ser suave para evitar que se rompan las
células y se libere el ADN. Para la secuenciacién se utilizaron los cebadores
universales: T7  (5'-GTAATACGACTCACTATAGGGC-3") 'y SP6 (5
GCTATTTAGGTGACACTATAGAA-3').

La secuenciacion de ADN se realizd en el Servicio de Secuenciacion del
Laboratorio de Técnicas Instrumentales de la Universidad de Leon. Para la reaccion de
secuenciacion se utilizo DYEnamic ET Dye Terminator kit (MegaBACE, Amersham),
se trata de una modificacion del método de los didesoxinucledtidos (Sanger et al., 1977)
en el que cada didesoxinucledtido estd marcado con un sistema de fluorocromos
distinto. La amplificacion se llevo a cabo en un termociclador MJ Research PTC-200.
Los fragmentos de ADN se analizaron en un secuenciador MegaBACE 500 (Amersham

Biosciences).

3.9. Analisis de secuencias

Una vez obtenidas las secuencias, éstas se analizaron con la ayuda del editor de
alineamiento del programa MEGA5 (Tamura el al., 2011). EIl programa permite el
alineamiento manual e incluye los metodos Clustal y Muscle para obtener alineamientos
automaticos. Ademas, se usé la base de datos GeneBank del NCBI (“Nacional Center
for Biotechnology Information”) utilizando los algoritmos BLASTn (permite la
comparacion entre secuencias de nucledtidos) y BLASTp (comparacion entre
secuencias de aminoacidos) (Altschul et al, 1990) para comparar las secuencias

obtenidas con otras ya conocidas.
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Para la representacién de las secuencias en este trabajo se ha utilizado la

siguiente nomenclatura:

o CLc para secuencias obtenidas con los cebadores de Tyl-copia.
o GLc: para secuencias tipo Ty3-gypsy.
o TLc: para secuencias obtenidas a partir de las tres combinaciones de
cebadores de la secuencia Tnana de Lens culinaris.
A continuacion se indica el nimero de la banda seguido de un guion y el nimero

del clon correspondiente

Este programa también permite construir arboles filogenéticos para lo cual, una
vez alineadas las secuencias, se convierten al formato “mega” que permite la generacion

de los arboles.

Para elegir el mejor modelo se utiliz6 una opcién del mismo programa que
permite realizar comparaciones entre 24 modelos diferentes. En todos los casos se
escogid el modelo de Tamura con tres parametros, que tiene en cuenta el efecto del
contenido de G+C sobre las sustituciones de las secuencias, y una distribucién gamma
con cinco parametros, que valora la heterogeneidad de los cambios en los diferentes
sitios de la secuencia (Tamura, 1992). Con el modelo se obtuvieron matrices de
distancia y arboles filogenéticos del tipo Neighbor Joining (Saitou y Nei, 1987), que
permiten agrupar las secuencias segun la similitud existente entre las secuencias de
lenteja y otras secuencias obtenidas de las bases de datos. Para comprobar la fiabilidad
de los nodos, se ha utilizado el método “bootstrap” con 1000 repeticiones que permite

determinar los datos de distancia y la desviacion estandar de cada uno de ellos.

3.10. Diseno de cebadores

A partir de los extremos de las secuencias localizadas con los cebadores Copia,
Gypsy y Tnana se disefiaron nuevos cebadores para avanzar a lo largo de la secuencia y
poder alcanzar la region LTR. También se disefiaron cebadores a partir de las
secuencias de LTRs localizadas en el genoma de lenteja. Para ello se utilizo la

aplicacion Primer Quest de Integrated DNA Technologies (IDT).
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Los cebadores se diseflaron intentando que tuvieran una temperatura de
apareamiento de alrededor de 55-60°C y un contenido en CG del 40-60 %. (ver Tabla
4.2, pagina 109 y Tabla 4.5, pagina 129).

3.11. Técnicas para la busqueda de marcadores
moleculares

Los andlisis de marcadores se realizaron con 94 individuos y los parentales de
una poblacién RIL del cruzamiento intraespecifico entre Lens culinaris ssp. culinaris
cv. Lupa y Lens culinaris ssp. orientalis BG16880. Se utilizaron tres técnicas diferentes

para la busqueda de marcadores moleculares: SSAP, REMAP y PBS.

3.11.1. SSAP

Para llevar a cabo la técnica SSAP (Sequence-Specific Amplification
Polymorphism) se siguio el protocolo que se describe a continuacion (Syed y Flavell,

2006):

1- Digestion del ADN gendmico: se utiliz6 una combinacion de dos enzimas de
restriccion Msel (Biolabs) y Pstl (Biolabs). Msel es una enzima con una diana de corte

de 4 nucleétidos (T TAA) mientras que la de Pstl es de 6 nucleétidos (CTGCA'G).

ADN (40 ng/ul) 20 pl
Msel (10 U/ul) 0,5 pl
PstI (20 U/ul) 0,25 pl
Tampon 10X (NEB2) 3ul
H,O milli Q 6,25 ul

Incubacion a 37 °C de 3 horas a toda la noche. Se pard la reaccién incubando a

80°C durante 20 minutos.

Comprobacion de la digestion mediante electroforesis en gel de agarosaal 1 % y

100 V.
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2- Preparacion de adaptadores y ligacion: se utilizaron adaptadores
complementarios a la zona de corte de ambas enzimas (Msell: 5'-
GAGTCCTGAGTAGCAG, Msel2: 5-TACTCAGGACTCAT, Pstll: 5-
CTCGTAGACTGCGTACATGCA vy Pstl2 5-TGTACGCAGTCTAC). Se trata de
adaptadores que dejan extremos cohesivos 5° para Msel y 5” y 3’ para Pstl, en funcion
del corte de cada una de las enzimas. El adaptador Msel se utiliza a una concentracion
final de 50 pmol/ul, mientras que el adaptador Pstl se necesita a una concentracion final
de 25 pmol/ul. Antes de utilizarlos en la reaccién de ligacion se tienen que
desnaturalizar incubandolos a 95°C durante 3 minutos y dejar que renaturalicen a

temperatura ambiente durante 15 minutos. La reaccién de ligacion es la siguiente:

ADN digerido 25 ul
Adaptador Msel (50 pmol/ul) 1wl
Adaptador Pstl (25 pmol/ul) 0,5 ul
Tampon de ligacion 10X (NEB) 3ul
Ligasa de T4 400 U/ul (NEB) 0,5 ul

Se incuba a temperatura ambiente durante 3 horas o toda la noche a 4°C. A

continuacion se inactiva la ligasa por choque término a 65°C durante 10 minutos.

3- Pre-amplificacion: se realizé una primera amplificacion utilizando cebadores
para los adaptadores Msel (5-GATGAGTCCTGAGTAA) y Pstl (5-
GACTGCGTACATGCAG). La reaccion es la siguiente:

ADN ligado (dilucion 1/10) 4 ul
Cebador Msel (5 pmol/pul) 4 ul
Cebador PstI (5 pmol/ul) 4 ul
Tampon de amplificacion 10X (5prime) 2,5ul
dNTPmix (2 mM de cada uno de los 4 dNTPS) 2,5ul
Taq polimerasa (5prime) 0,2 ul
H,0 milli Q 7,8 ul
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El programa de PCR en este caso es el siguiente: 1min a 95°C, 30 ciclos (1 min

94°C, 1 min 60°C, 1 min 72°C) y 7 min a 72°C.
Las amplificaciones se observan en geles de agarosa al 1,5% y 80 V.

En este paso se podrian afiadir bases selectivas a los cebadores si se observan
demasiadas bandas en los geles. En este experimento no se afiadié ningun nucle6tido

selectivo a los cebadores.

4- Amplificacion SSAP: en esta reaccion se utilizd un cebador disefiado a partir
de una LTR y el cebador complementario al adaptador de una de las enzimas. Se

realizaron reacciones de 10 pl como se muestra a continuacion:

ADN preamplificado 1,5
Cebador enzima (5 pmol/pl) 0,6 ul
Cebador SSAP (5 pmol/ul) 1,5ul
Tampon de amplificacion 10X (Biotools) 1 ul

dNTPmix (2 mM de cada uno de los 4 dNTPs) 1 ul

Taq polimerasa Hot Split (Biotools) 0,5 ul
MgCl, 1 ul
H,O milli Q 2,9 ul

El programa de PCR consistio en una reaccion “touch-down” con las siguientes
caracteristicas: 5 min a 95°C, 13 ciclos (1 min 94°C, 1 min 65°C disminuyendo 0,7°C

por ciclo, 1 min 72°C), 22 ciclos (1 min 94°C, 1 min 56°C, 1 min 72°C) y 7 min a 72°C.

5- Electroforesis capilar: las muestras amplificadas se analizaron mediante
electroforesis capilar llevada a cabo en un ABI PRISM 310 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems) cuyo esquema se muestra en la (figura 3.2). Los cebadores deben estar
marcados con fluorocromos en el extremo 5 para permitir su visualizacion mediante
este tipo de electroforesis. Los fluorocromos utilizados fueron FAM para LTR1, LTR2
y LTR3 y JOE para LTR4. Los cebadores LTR1, 2 y 3 se pueden utilizar y analizar

simultaneamente con LTR4 por tener fluorocromos diferentes. Ademas, se utiliza un
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control de peso molecular marcado con un tercer fluorocromo, en este caso se utilizo

ROX-500 (Applied Biosystems).

Las muestras se preparan previamente:

ADN amplificado 2 ul
GeneScan-500 Rox Size Standard 0,5 ul
Formamida 12 ul

Se desnaturalizan las muestras incubando 5 minutos a 95°C y se introducen

inmediatamente en un bafio de hielo durante, al menos, cinco minutos antes del analisis.

La electroforesis se realizé con el polimero POP4 (Applied Biosystems) a una
temperatura de 60°C para evitar la renaturalizacion de las muestras y a 15 kV durante 27

minutos. La carga de muestras se realiza por ionizacion a 15 kV durante 18 segundos.

Seccion de
inyeccion del
polimero

—

—Tlag
1

B

Seccign del
detector
laser

Seccian del
cargador de
muestras
robotizado

Seccidn del bloque
de polimero

Figura 3.2: Analizador de fragmentos de ADN, ABI Prism 310.

El analizador ABI Prism esta controlado mediante ordenador por el software
especifico Data Collection v 3.1. Los datos se analizaron con el programa Gene Mapper

v 4.0 de Applied Biosystems.
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Con este programa se analizan los electroferogramas obtenidos por
electroforesis capilar y se obtienen matrices de genotipos para cada una de las

combinaciones de cebadores.

Los polimorfismos detectados deben ser comprobados de forma manual
comparando los electroferogramas de cada una de las muestras con los valores
asignados en las matrices, para ello se exportan éstas a una hoja de célculo donde,
mediante una serie de “macros”, se convierte la matriz de genotipos en una matriz de
presencia (1) - ausencia (0) que permite comprobar facilmente si los valores asignados

en las matrices son los correctos.
3.11.2. REMAP

Esta técnica (REtrotransposon-Microsatellite Amplified Polymorphisms)
consiste en una amplificacion por PCR utilizando como cebadores oligonucleotidos

disefiados a partir de las LTRs de los retrotransposones y microsatélites (SSR).

En este trabajo se han utilizado cebadores disefiados a partir de microsatélites de
dos, tres y cuatro repeticiones: (AC)1o, (GT)10, (CT)10, (GAA)s, (GCA)s, (GACA),, asi
como secuencias disefiadas a partir de zonas flanqueantes de microsatélites localizados

en el genoma de L. culinaris cv. ILL5588 (Hamwieh et al., 2005) (Tabla 3.2).

La reaccion de PCR es la siguiente:

ADN gen6mico (20 ng/ul) 4 ul
Cebador SSR (5 pmol/ul) 0,8 ul
Cebador LTR (5 pmol/ul) 0,8 ul
Tampon de amplificacion 10X (5Prime) 2 ul

dNTPmix (2 mM de cada uno de los 4 dNTPs) 2ul
Taq polimerasa (5Prime) 0,2 pl
H,O milli Q 10,2 pl

El programa de PCR en el termociclador es de 4 min a 95°C, 32 ciclos (40 s

94°C, 40 s 60°C, 2 min 72°C) y 5 min a 72°C. Debido a las diferentes temperaturas de
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apareamiento de los cebadores (Tabla 3.5) fue necesario modificar alguno de los

parametros de la PCR y, en algunos casos se realizaron reacciones “touch-down”.

Una vez terminadas las reacciones, se visualizaron en un gel de agasora al 1% y

80 V.
Tabla 3.2: Cebadores disefiados a partir de zonas flanqueantes de microsatélites (SSRs) de
lenteja.

Cebador Secuencia F SecuenciaR T 6ptima
SSR13 5’ GAAACAACACCGAAATACAC 3’ 5 CGAAGTCAGATGAAGITTG3’ 53°C
SSR 19 5’ GACTCATACTTTGTTCTTAGCAG3’ |5’ GAACGGAGCGGTCACATTAG3’ 58°C
SSR 33 5’ CAAGCATGACGCCTATGAAG 3° 5’ CTTTCACTCACTCAACTCTC 3’ 56 °C
SSR 48 5 CATGGTGGAATAGTGATGGC 3’ 5’ CTCCATACACCACTCATTCAC 3’ 57°C
SSR 59-2 5’ CCAAATACTGCAACACACCG3’ 5’ GTTCCCATCAGGCAGAAGG 3° 58°C
SSR 80 5 CCATGCATACGTGACTGC 3’ 5’ GTTGACTGTTGGTGTAAGTG 3’ 56 °C
SSR 96 5’ GTTATCTTCCAGCGTC 3° 5’ GATATACAATCAGAGATG3’ 49°C
SSR 99 5 GGGAATTTGTGGAGGGAAG 3’ 5’ CCTCAGAATGTCCCTGTC 3’ 57°C
SSR 107 5 GOGGGCGAGCAAATAAAT 3’ 5’ GGAGAATAAGAGTGAAATG3’ 51°C
SSR 113 5 CCGTAAGAATTAGGIGIC 3’ 5’ GGAAAATAGGGTGGAAAG3’ 51°C
SSR 124 5 GTATGTGACTGTATGCTTC 3° 5’ GCATTGCATTTCACAAACC 3’ 52°C
SSR 130 5’ CCACGTATGTGACTGTATG 3’ 5’ GAAAGAGAGGCTGAAACTTG3’ 55°C
SSR 151 5’ GGTAGGTGAGATAGITG3’ 5 GGAGCAAGAAGAAGCAG 3’ 51°C
SSR 154 5’ GGAATTTATCACACTATCTC 3 5’ GACTCCCAACTTGTATG3’ 51°C
SSR 156 5’ GTACATTGAACAGCATCATC 3 5’ CAAATGGGCATGAAAGGAG 3’ 53°C
SSR 167 5’ CACATATGAAGATTGGTCAC 3° 5 CATTTATGTCTCACACACAC 3’ 54°C
SSR 184 5’ GTGTGTACCTAAAGCCTTG3’ 5’ GTAAGTTGATCAAACGCCC 3’ 55°C
SSR 199 5’ GTGTGCATGGTGTGTG 3’ 5’ CCATCCCCCTCTATC 3’ 51°C
SSR 204 5’ CACGACTATCCCACTTG3’ 5’ CTTACTTTCTTAGTGCTATTAC 3’ 53°C
SSR 212-1 5 GACTCATTGTTGTACCC 3° 5 GCGAGAAGAATGGITG 3’ 50°C
SSR 213 5’ CACTCGCACCTCTTATG 3’ 5’ GGCCGA GGTTGTAACAC 3’ 51°C
SSR 215 5 CATTAATATTTCTTTGGTGC 3’ 5’ CTTTTCTTCTCTTCCCC 3’ 50°C
SSR 233 5’ CTTGGAGCTGTITGGIC 3’ 5 GCCGCCTACATTATGG 3° 52°C
SSR 302 5’ CAAGCCACCCATACACC 3’ 5’ GGGCATTAAGTGTGCTGG 3° 56 °C
SSR 309-2 5’ GTATGTCGTTAACTGTCGTG 3’ 5 GAGGAAGGAAGTATTCGIC 3’ 50°C
SSR 317-1 5° AGTGACAACAAAATGTGAGT 3’ 5’ GTAGCAATAATTACACCCAC 3’ 53°C
SSR 317-2 5’ CACGTAACATCTTGCTTATG 3’ 5’ GTATCAAACTTATGGTGAAATC 3’ 53°C
SSR 323 5’ GTGGGTGTAATTATTGCTAC 3’ 5 GTACCTAGTTTCATCATTG3’ 51°C
SSR 336 5 GTGTAACCCAACTGTTCC 3’ 5’ GAAATTGTCTCTTAGCAAG?’ 54°C

! Los nombres de los cebadores son los utilizados por Hamwieh et al., 2005

3.11.3. iPBS

Se trata de las mismas reacciones de PCR descritas en el apartado 3.5.2. En este

caso se analiza la presencia o ausencia de las bandas amplificadas en la poblacién RIL

del cruzamiento estudiado para generar marcadores.
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Algunos de estos cebadores PBS se probaron también en todas los parentales de

Lens que se han utilizado en este laboratorio para realizar cruzamientos.

3.12. Mapeo genético

Para realizar los mapas genéticos de ligamiento se tuvieron en cuenta los
marcadores moleculares polimérficos que presentaban una segregacion esperada para
las lineas RIL, es decir, una segregacion 1:1. Para comprobar el tipo de segregacion se
realizo una prueba y%, cuando el valor del y? observado mostré una probabilidad p >
0,05 se acepto la hipétesis nula y, por lo tanto, se incluyé en el estudio. Ademas de esta
segregacion, también se incluyeron los marcadores que presentaran una segregacion 3:1
la cual se corresponderia con dos bandas polimorficas del mismo tamafio con

segregacion 1:1.

Se utilizaron los programas informaticos MapMaker v 3.0b (Lander et al., 1987)
y CarthaGene v 1.3 (de Givry et al.,, 2005) para determinar las fracciones de
recombinacion entre parejas de marcadores y obtener los diferentes grupos de

ligamiento, asi como establecer el orden de los marcadores en los mismos.

3.12.1. Calculo de la fraccion de recombinaciéon

Para calcular la fraccion de recombinacién se calcula la proporcion de gametos
recombinantes que forma un heterocigoto, frente al niUmero de gametos totales bajo

criterios de maxima verosimilitud.

Se utiliz6 el método de puntuacién LOD (Logarithm of odds ratio) para medir la

probabilidad de ligamiento:

LOD =log R

(0,5)

siendo P, la probabilidad de obtener la poblacion segregante analizada considerando una
fraccion de recombinacion r y Pgs la misma probabilidad considerando r = 0,5,

situacion de independencia. Se admitira el ligamiento cuando la relacién sea de al
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menos 10000:1 (LOD = 4) y se rechazara cundo sea de menos de 100:1 (LOD = 2). La

fraccion de recombinacion se determina cuando el valor de LOD es méximo.
3.12.2. Construccién del mapa genético
Para obtener un mapa genético es necesario seguir los pasos que se detallan a

continuacion.

- Determinacién de los grupos de ligamiento

Los grupos de ligamiento se establecieron bajo los criterios de LOD superior a 4

y fraccion de recombinacién menor de 0,50.

- Ordenacion de los marcadores

La ordenacion lineal de los marcadores en cada uno de los grupos de ligamiento
debe ser la que permita obtener con mayor probabilidad los datos observados. Ya que el
namero de 6rdenes posibles para n marcadores es n!/2, no seria posible analizar todos
los o6rdenes posibles para los grupos de ligamiento que presenten un numero
relativamente alto de marcadores. Por ello, se han desarrollado algoritmos que permiten
determinar el orden mediante analisis mas sencillos (Tan y Fu, 2006). En este tipo de
algoritmos estan basados los programas informaticos que permiten la construccién de

mapas.

Para obtener los mejores mapas con el programa MapMaker es necesario seguir

una serie de pasos diferentes en funcion del tamafio del grupo de ligamiento:

- Cuando se trabaja con grupos de menos de siete marcadores, se utiliza el
comando COMPARE de manera que se obtienen los valores de maxima verosimilitud

para cada uno de los 6rdenes posibles de los marcadores

- Cuando se tienen grupos de méas de siete marcadores se realiza un analisis de
tres puntos. Este analisis consiste en comparar cada uno de los tripletes posibles de loci
ligados para establecer el orden mas probable y, a continuacion se utiliza el comando
ORDER varias veces para obtener un esqueleto alrededor del cual se colocan, uno a

uno, el resto de marcadores utilizando el comando TRY, que permite situar cada uno de
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ellos en el lugar més probable dentro del mapa obtenido anteriormente, finalmente el
comando COMPARE permite asegurar que se ha obtenido el orden de los marcadores

gue hace maxima la probabilidad de la descendencia.

En cuanto al programa CarthaGene, se utilizan diferentes algoritmos genéticos
con los que se obtiene el mapa mas probable incluyendo todos los marcadores de cada

grupo de ligamiento:

- Annealing: partiendo de un mapa inicial se va alterando el orden de los

marcadores hasta maximizar determinados parametros del programa.

- Taboo: se basa en realizar cambios en el orden entre marcadores adyacentes de
un mapa de partida evitando aquellos que el programa considera tabd, hasta alcanzar

valores de maxima verosimilitud.

- Genetic: es un algoritmo basado en una simulacién de un proceso de

reproduccion-mutacién-seleccion.

El Gltimo paso en la construccion del mapa, es la comprobacion del orden de los
marcadores de cada grupo. Para ello se utiliza el comando RIPPLE de MapMaker o la
opcién FLIP de CarthaGene. En ambos casos, el programa comprueba todas las
permutaciones posibles para cada grupo de cinco marcadores adyacentes e indica cuél

de ellas es la més probable.

- Calculo de las distancias genéticas

La fraccién de recombinacion no es aditiva por lo que se necesitan funciones de
mapa que relacionen la distancia de mapa con las fracciones de recombinacion que se

han calculado.

Las dos funciones de mapa mas utilizadas son:

- Funcion de Haldane (Haldane, 1919): esta funcidn se basa en la inexistencia de

interferencia y asume que los sobrecruzamientos suceden al azar a lo largo de todo el

genoma.
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1
D=2 log (1-2r)

donde D es la distancia de mapa y r la fraccioén de recombinacion.

- Funcién de Kosambi (Kosambi, 1944): esta funcidn tiene en cuenta la

presencia de cierto grado de interferencia, la probabilidad de que ocurra un
sobrecruzamiento en una zona determinada es menor si ya se ha producido otro en la

misma zona o en sus proximidades

donde D es la distancia de mapa y r la fraccién de recombinacion.

En este trabajo se han realizado los mapas utilizando la funcion de Kosambi ya

que los supuestos de esta funcion se acercan mas a la realidad.

3.13. Otros programas informaticos utilizados

- Total Lab: (Phoretix): se trata de un programa de analisis de electroforesis.
Permite detectar bandas en los geles para determinar de forma semiautomaética, su
presencia o ausencia y poder analizar la segregacion de los marcadores. Se utilizd para
analizar los geles en los que aparecian bandas con pequefias diferencias de tamafio y

que, simplemente por observacién, eran dificiles de distinguir.

- MapChart v 2.2: (Voorrips, 2002): este programa permite obtener los graficos

correspondientes a los mapas de ligamiento obtenidos con los marcadores analizados.
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4.  Resultados y discusion

4.1. Busqueda de marcadores derivados de
retrotransposones en el genoma de lenteja

Para la basqueda de retrotransposones en el genoma de lenteja se han utilizado
dos tipos de cebadores segun la secuencia que se ha utilizado para su disefio. Asi se
estudiaron cebadores derivados del gen de la retrotranscriptasa y cebadores derivados de

otras regiones internas de un retrotransposon de lenteja

La busqueda se ha realizado sobre el ADN genomico procedente de diferentes

individuos de la variedad cultivada Lupa de Lens culinaris.
4.1.1. Cebadores derivados del gen de la Retrotranscriptasa

El primer tipo de cebadores utilizado en este trabajo esta basado en la secuencia
del gen de la retrotranscriptasa o transcriptasa inversa. Este gen ha sido el elegido en
numerosos estudios debido a que es la proteina mas conservada tanto en retrovirus
como en retrotransposones, dada la presencia de dominios altamente conservados con

actividad enzimatica (Doolittle et al., 1989).

Para la amplificacion de retrotransposones del tipo Tyl-copia se han utilizado
cebadores degenerados derivados de dos de sus dominios conservados, como son
QMDVKT y YVDDM (Hirochika y Hirochika, 1993), y para los retrotransposones Ty3-
gypsy los dominios conservados a partir de los cuales se obtuvieron los cebadores

fueron RMCVDYR y YAKLSKC (Friedsen et al., 2001).

Las diferentes reacciones de PCR dieron como resultado un patron de bandas
caracteristico para cada uno de los tipos de retrotransposones (Figura 4.1), de manera
que cada una de las bandas obtenidas se pudo aislar para permitir su clonacion en
plasmidos, la transformacion de células de E. coli y, por ultimo, la secuenciacion de los
amplicones para su posterior andlisis. Se observé que los patrones de bandas obtenidos
con cada pareja de cebadores eran constantes entre los individuos de Lupa utilizados,

como se esperaba de individuos de un cultivar genéticamente uniforme.
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Para la representacion de las secuencias se ha utilizado la siguiente
nomenclatura:

o CLc para secuencias obtenidas con los cebadores de Tyl-copia.
o GLc para secuencias obtenidas con los cebadores de Ty3-gypsy.
A continuacion se indica el nimero de la banda seguido de un guion y el nimero

del clon correspondiente.
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Figura 4.1: Bandas obtenidas con los cebadores disefiados para Tyl-copia, a
la izquierda, y Ty3-gypsy, a la derecha. Se indican las bandas aisladas para su
clonacién y secuenciacién. Cada uno de los carriles se corresponde con un
individuo diferente de Lupa. A la izquierda se indica el tamafio de cada una
de las bandas de un marcador de peso molecular utilizado como control.

4.1.1.1. Retrotranscriptasa de retrotransposones Tyl-copia

El fragmento de la retrotranscriptasa esperado tras la amplificacion con los
cebadores para el tipo de retrotransposon Tyl-copia tiene unas 270 pb, lo que
corresponderia con la banda de menor peso molecular (banda 3); sin embargo se
procedid al aislamiento de las tres bandas visualizadas para comprobar el resultado de la

amplificacion.

Tras el aislamiento de las bandas se procedi6 a su transformacién y clonacion,
de manera que, en placas de medio LB con ampicilina, se obtuvieron dos tipos de

colonias: transformantes recombinantes (blancas), que incluyen la secuencia aislada, y
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no recombinantes (azules), que carecen de la misma. De esta manera se puede observar
la diferencia de tamafio de las bandas entre las colonias recombinantes y las no

recombinantes que se utilizan como control (Figura 4.2).

Figura 4.2: Minipreparacion ultrarrdpida de las colonias positivas. Con la letra A se
indican las colonias azules que se utilizaron como control. Se puede observar el menor
peso molecular de la banda sin inserto frente al resto de bandas correspondientes a
colonias transformadas.

En el caso de la banda 1, tras la realizacion de la transformacion y la clonacion,
se llevaron a cabo minipreparaciones de 48 de las colonias crecidas en las placas, sin
embargo no se observaron diferencias de tamafio entre las colonias recombinantes y las
control, a pesar de que debian presentar una diferencia de aproximadamente 1500 pares

de bases, de manera que no se procedid a la secuenciacion de dichos clones.

A partir de la banda 2 se obtuvieron clones que se pudieron secuenciar sin
problemas, sin embargo, al comparar estas secuencias con otras publicadas en las bases
de datos, se observé que presentaba similitudes con secuencias de retrotranscriptasas
correspondientes a retrotransposones tipo Ty3-gypsy por lo que se estudiaran con las
secuencias amplificadas para Ty3-gypsy (ver pagina 91). En este caso se secuenciaron
12 colonias, tras su comprobacion mediante una minipreparacion y, a partir de éstas, se

obtuvieron siete secuencias diferentes.

Tras la realizacion de las minipreparaciones de las colonias obtenidas a partir del

aislamiento de la banda 3, se escogieron 23 colonias al azar para su secuenciacion. Una
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vez obtenidas las secuencias, se alinearon utilizando el método ClustalW (Thompson et
al., 1994) incluido en el programa Mega5 (Tamura et al., 2011), de esta manera, se
observo que los fragmentos amplificados no estaban formados por una secuencia unica
si no que aparecian diferencias entre unas y otras de manera que se pueden distinguir 21

elementos diferentes.

Para obtener mayor informacion de las secuencias nucleotidicas de los diferentes
clones, se dedujeron las secuencias aminoacidicas y todas ellas se compararon entre si y
con secuencias de otros retrotransposones tipo copia ya descritos en diferentes especies
y presentes en la base de datos GeneBank del NCBI (“Nacional Center for
Biotechnology Information”) utilizando los algoritmos BLASTn (permite la
comparacion entre secuencias de nucledtidos) y BLASTp (comparacion entre
secuencias de aminoacidos) (Altschul et al, 1990), de manera que se obtuvieron
homologias con fragmentos de retrotransposones de diversas especies vegetales (Tabla
4.1: ver apartado 4.1.3.) y se pudieron definir siete grupos en funcion del nivel de

identidad, mas del 90% de aminoacidos comunes entre las 21 secuencias analizadas.

Como se puede observar en la Figura 4.3, diez de las secuencias obtenidas
(CLc3-20, CLc3-02, CLc3-22, CLc3-14, CLc3-04, CLc3-07, CLc3-16, CLc3-11, CLc3-
6, CLc3-23) presentan codones de stop internos y ademas se pueden observar
deleciones en las secuencias CLc3-22, CLc3-14 y CLc3-19, lo que implicaria cambios
en los marcos de lectura. Estas modificaciones en las secuencias conllevan la pérdida de

funcién de las proteinas codificadas.

El 50% de las secuencias observadas presenta un marco de lectura continuo lo
que indicaria un alto grado de conservacion de la retrotranscriptasa de estos elementos
en el genoma de Lens culinaris y la posibilidad de que puedan ser activos de forma

independiente.

82



Resultados y discusion

Grupol

CLc3-10 IAFLNGNLLEDVYMTQPEGFDIPQDAQKICKLQR| SRSWNLRFDETVKQYGFIKSEDEPCVYKKVSGSM--IVFLVL]
CLc3-12 IAFLNGNLLEDVYMTQSEGFDIPQDAQKICKLQR| SRSWNLRFDETVKQYGFIKNEDEPCVYKKVSGSM--IVFLVL
CLc3-05 IAFLNGNLLEDVYMTQPEGFDIPQDAQKICKLQR| SRSWNLRFDETVKQYGFIKNEDEPCVYKKVSGSM--IVFLVL
CLc3-08 IAFLNGNLLEDVYMTQPEGFDIPQDAQKICKLQR| RSWNLRFDETVKQYGFIKNEDEPCVYKKVSGSM--IVFLVL
AAL36473.1 IAFLNGNLAEDVYMIQPEGFVDPKNAGKVCKLQR] SRSWNIRFDEVVKGFDFTKNEEESCVYKKVSGSS--VVFLIL|
ADE44145.1 IAFLHGNLHKDVYMTQPEGFVTPQNAGKVCKLQR] SRSWNLRFNDAVKEFGFIKNEDEPCVYKKISGST--IVFLVL|
CAA99754.1  TFLNGNLDEDVYMTQPKGFVDPQSAKKICKLQK| SRSWNIRFDKVVKALGFVKNEEEPCVYKKISLSE--LVFLIL|
Grupo2

CLc3-01 IAFSNGDLEEEVYMKQPEGFVMPGNEHKVCKL VK] PKQWHQKFDEVVLSNGFILNQADKCVYSKFDTSGK-GVFICL]
CLc3-20 TFLNGDLEE*VYMKQPEGFVMPGNEHKVCKLVE] PKQWHQKFNEVVLSNGFILNQADKCVYRKFDTSGK-GVFICL]
CLc3-15 IAFLNGDL EEEVYMKQPEGFVMPSNEHKVCKLVK] PKQWHQKFDEVVLSNGFILNQADKCVYSKFDTSGK-GVFICL]
CLc3-18 IAFLNGDL EEEVYMKQPEGFVMPGNEHKVCKLVK] PKQWHQKFDEVVLSNGFILNQADKCVYSKFDTSGK-GVFICL]
ABW81017.1 IAFLNGVLEEEVYMKQPEGFVMPGNEHKVCKLVK] PKQWHQRFDEAVLSNGFELNQSDKCLYSKFDDSGN-GVIICL]
AAD42969.1 AFLHGELEEEIYITQPEGFVIPGCEHKVCKLLK] PKQWHQKFDDIVLSKGFVLNQADKCVYSKFDTSGK-GVIICL]
ABD18991.1 AFLHGELEEEIYIKQPEGFFIPGCEHKVCKLIK] PKDWHQKFDDIVLSNGFVLNQADKCVYIKFDTSGK-GVIICL]
Grupo3

CLc3-02 AFLHGDLEEEIYMK* PDGFLDKGKEDYVCRLRK] PRQWYKKFESVMCENDYKKTTSDNCIFVKFFTNDD-IIILLL]
CLc3-03 AFLHGDLEEEIYMKQPDDFLAKGKEDYVCRLRK] PRQWYEKFESVIYEQDYKKATSDHCVFIKFFTNDD-IIILLL]
CAD59770.1 AFLHGDLEEEIYMKQPDGFLVKGKEDYVCRLRK] PRQWYKKFESVMCEQGYRKTTSDHCVFVKKFADDD-FLILLL]
AAT90460.1 TFLHGDLEEEIYMKQPDGFLVKGKEDYVCRLRK] PRQWYKKFESVMCEQGYKKTTSDHCVFVRKFSEID-FIILLL]
AER13172.1 AFLHGDLEEEIYMKQPDGFLVEGKEDHVCRLRK] PRQWYKKFESVMCEQGYKKTTSDHCVFVKKFANDD-FIILLL]
Grupo4

CLc3-22  TFLNGDLDEEIYMEQPEGYVLPGNE*KACKLVK| PKQWH*NFESVIISNGFIPNSCGKCSYTKDW-K?I-IIFMCL]
CLc3-17 TFLKGDLEEEIYMEQLEGYVLPGNEQKVCKLVK| PKQWHQKFDSYVLSNGFIPNSCDKFLYTKDC-KTT-VIFLCL]
CLc3-14 TFLYGDLKEEI*ME*PKGYVLPGNEQKV*KLVK| PK----?FDSVVLSDGFIPNSCDKCLYTKDW-K-F-LIFMCL]
CAN83010.1 IAFLNGDLNEEVYMEQPEGFVQLGNENKVCKL VK| PKKWHEKFDHVILSDGFRHNNVDKCLYSKTCDNYM-VIV-CL]
CAN66710.1 AFLNGDLNEEVYMEQPEGFVLPGNENKVCKLVK| PKQWHEKFDHAILSBGFRHNNADKCLYSKTCBDYM-IIV-CL]
Grupo5

CLc3-04 IAFLNGELDEEVYMKQPEGFVIKVQEHKVCKLTK] LKQWHQKFNQVMLANGYKINESDKCI*SKF-INGE-GVMI*L] M
CLc3-21 TFLNGELDEDVYMKQPKGLVIKGQEHKVCKLTK] PKQWHQKFDQVMFANGYKINESDKCIYSKF-NNKK-GVMICL] M
CLc3-07 AFLNGELDEEVYMKQPEVFVIKGQEHKVCKLTK] LKQWHQKFDQVMLANGYKINESDKCIYSKF-INGK-GVMI*L] M
CLc3-16 AFLNGELDEEVHMKQPEGFVIKGQEHKVCKLTK] PKQ*HQKFDQVMLANGYKINESDKCIYSKF-NNEK-GVMICL] M
CLc3-11 IAFLNGDLDEEVYMKQPEGFVVKGQEHKVCKLTK] PKQ*HQKFDQVMLANGYKINESDKCIYSKF-ISGK-GVMICL] M
CLc3-06 AFLNGELDEEVHMKQPEGFVIKGQEHKVCKLTK] PKQ*HQKFDQVMLANGYKINESDKCIYSKF-NNEK-GVMICL] M
AAT90441.1 TFLNGELEEEVYMTQPEGFVVKNQEHKVCKLIK| PKQWHQKFDDVVLSNGFKINNSDKCVYRKFDDNGD-GVIICL] M
AAT90480.1 TFLNEELEEEVYMTQPEGFVVKNQEHKVCKLIK| PKQWHQKFDGVVLSNGFKINNSDKCVYIKFDDSGN-GIIICL] M
BAB83572.1 AFLNGELKEEIYMSQPEGFVVKGQENKVCKLNK| PKQWYEKFNTTLMSNGFMINNSDSCVYSKV-IESD-CVIICL] M
Grupob6b

CLc3-19 TFLNGVLEEEVYVEQP?WYMKVGEEKKVLKL?K]| PRAWNTRIDTYFKDNGFRQCPYEHALYVKK-NQGN-LLLV?L]
AGW47867.1 AFLNGVLEEEVYIEQPPGYMKIGEEKKVLKLKK] PRAWNTRIDTYFKENGFKQCPYEHALYAKN-NGGN-MIFVAL]
AFK88549.1 TFLNGDLEEEVYIEQPQGYIVKGEEDKVLRLKK] PRAWNTRIDKYFKEKDFIKCPYEHALYIKI-QKDD-ILIACL]
CAB75469.1 AFLNGDLEEEVYIEQPQGYIVKGEEDKVLRLKK] PRAWNTRIDKYFKEKDFIKCPYEHALYIKI-QKED-ILIACL]
Grupo?

CLc3-23 TFLNGGLEEEVYMKQPEGFSSNNGEHLACKLKK] SRQWYLKFHGTISSFGFIENPMDQCI*PEGQWE* --ICFLIL] M
CAN79192.1 TFLNGNLEEEVYMKQPKGFSSSGDEHLACKLKK] SRQWYLKFHDVISSFGFMENIMDQCIYQKVSGSK--ICFLIL] I
AAT90470.1 TFLNGDLEEEVYMKQPEGFSSKDSEHLVCKLNK| SRQWYLKFHDVITSFGFEENVMDQCIYQKVSGSK--ICFLVL] M
BAB83551.1 VFLNGDLEEEVYMKQPEGFSSKDGEHLGCKLNK| SRQWYKKFHKVISSFGFEENIMDQCIYLKVSGSK--ICFLVL| M
Copia QMDVKTAFLNGTLKEEIYMRLPQGISC--NSDNVCKLNKATYGLKQAARCWFEVFEQALKECEFVNSSVDRCIXXXXXXXXNENIYVLLYVDDV

Figura 4.3: Secuencias de aminoacidos obtenidas con los cebadores disefiados a partir del gen
de la retrotranscriptasa de retrotransposones Tyl-copia. Estas secuencias se comparan con
otras secuencias publicadas en la base de datos del NCBI (AAL36473.1: Setaria faberi;
ADE44145.1: Corchorus olitorius; CAAS9754.1: Oryza sativa;, ABW81017.1: Arabodopsis lyrata;
AAD42969.1: Orobanche ramosa; ABD18991.1: Orobanche cernua; CAD59770.1: Cicer
arietinum; AAT90460.1: Vigna radiata; AER13172.1: Phaseolus vulgaris; CAN83010.1: Vitis
vinifera; CAN66710.1: Vitis vinifera; AAT90441.1: Vigna radiata; AAT90480.1: Vigna radiata;
BAB83572.1: Silene latifolia; AGW47867.1: Phaseolus vulgaris; AFK88549.1: Arabidopsis halleri;
CAB75469.1: Arabidopsis thaliana; CAN79192.1: Vitis vinifera; AAT90470.1: Vigna radiata;
BAB83551.1: Silena gallica). Con el fondo rojo se indican los motivos conservados de la
proteina. La Ultima secuencia se corresponde con la secuencia consenso descrita para copia por
Xiong y Eickbush (1990).

Estas polimerasas se descubrieron en retrovirus en 1970 (Baltimore; Temin y
Mizutani) y desde entonces se han localizado en retrovirus tanto animales como
vegetales (Toh et al., 1983), en retrotransposones LTR (Saigo et al., 1984) y no LTR
(Fawcett et al., 1986) y en diferentes grupos de mitocondrias (Michel y Lang, 1985) vy,
aunque se han localizado otras regiones codificantes conservadas entre algunos de estos

elementos, la retrotranscriptasa es la Unica proteina que presenta dominios conservados
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en todos ellos (Xiong y Eickbush, 1990). Por ello, los cebadores utilizados en el
presente trabajo también se hayan usado para identificar retrotransposones tipo Tyl-
copia en plantas como tomate (Lycopersicum chilense) (Yafez et al., 1998), cebada
(Hordeum vulgare), trigo (Triticum aestivum) (Gribbon et al., 1999), en coniferas

(Friedsen et al., 2001) o judia mungo (Vigna radiata) (Dixit et al., 2006).

A pesar de las numerosas diferencias presentes entre las distintas secuencias,
todas ellas presentan motivos funcionales conservados, como son la secuencia
SLYGLKQA propia de retrotransposones tipo copia (Flavell et al., 1992; Hirochika y
Hirochica, 1993; Rico, 2005) y, légicamente, las secuencias utilizadas para disefiar los

cebadores.

La amplificacion de secuencias del genoma de lenteja con los cebadores
degenerados para copia, produce resultados que se corresponden con los obtenidos por
otros autores. Asi, Friedsen (2001), realiz6 el estudio de diversas especies de diferentes
familias de coniferas y, al igual que en el presente estudio, obtuvo una banda de 270 pb
correspondiente a dicha familia de retrotransposones (el 95% de las secuencias
analizadas presentaba homologia con retrotransposones Tyl-copia) y, en alguna de las
especies estudiadas, otra de 420 pb que se correspondia con retrotransposones del tipo

Ty3-gypsy, como ha ocurrido con algunas de las secuencias amplificadas en lenteja.

Ademas, el uso de estos cebadores para amplificar fragmentos del gen de la
retrotranscriptasa ha permitido describir diversas familias de retrotransposones tipo Tyl-
copia en muchas especies de plantas, lo que demuestra su naturaleza universal y la
conservacién de dichos elementos a lo largo del reino vegetal (Flavell et al., 1992;

Voytas et al, 1992.).

Para poder analizar las relaciones evolutivas entre los diferentes tipos de
secuencias se utilizo el programa Megab5 que permite realizar mediante un analisis de
méaxima verosimilitud comparaciones entre 24 modelos de evolucion diferentes. De esta
manera, se puede estimar la distancia entre parejas de secuencias segun el modelo que
se ajuste mejor a los datos y, por lo tanto, los explique mejor. Asi, se eligio el modelo
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de Tamura con tres parametros, que considera la diferencia de probabilidad con la que
se producen transiciones y transversiones asi como el efecto del contenido de G+C
sobre las sustituciones nucleotidicas, y una distribucibn gamma, que valora la
heterogeneidad de los cambios en los diferentes sitios de la secuencia (Tamura, 1992).
Con este modelo se obtuvo una matriz de distancias a partir de la cual se disefié un arbol
filogenético basado en el algoritmo Neighbor Joining (Saitou y Nei, 1987), que permite
agrupar las secuencias sin asumir la hipotesis de reloj molecular en su evolucion. Para
comprobar la fiabilidad de los nodos del arbol se ha utilizado un anélisis “bootstrap”

realizando 1000 remuestreos.

Aunque el gen de la retrotranscriptasa estd muy conservado y es semejante en
todas las secuencias, en el arbol se pueden observar claramente los siete grupos
determinados por identidad en las busquedas BLAST los cuales se indican con

diferentes colores en la Figura 4.4.

En el arbol, se puede ver como cada uno de los grupos de secuencias se une de
forma monofilética con una fiabilidad en el “bootstrap”, que varia del 85% en el caso

del grupo 3 (amarillo) al 100% en el resto.

Asimismo, se puede observar que los grupos 2 (azul) y 5 (marrén) son clados
hermanos unidos con una confianza del 82%. Estos dos clados presentan homologia
tanto con retrotransposones de leguminosas como con los de otras especies como

Arabidopsis lyrata u Orobanche ramosa.

El grupo 4 (verde) presenta homologia con retrotransposones de diferentes

individuos de Vitis vinifera con una confianza del 84%.

El grupo 3 (amarillo) es caracteristico de leguminosas, se une con diferentes
especies de éstas como Cicer arietinum y Phaseolus vulgaris con una fiabilidad del

100%.

El grupo 7 (gris) esta formado por una Unica secuencia que se une con diferentes

especies (Vitis vinifera y Silene gallica) con una confianza del 100%.
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Figura 4.4: Arbol de la retrotranscriptasa de retrotransposones tipo copia. La divergencia entre
las secuencias estd definida por la longitud de las ramas y expresado en unidades de distancia
genética. En cada nodo se indican los valores de “bootstrap”. Se han recuadrado con diferentes
colores los distintos grupos de secuencias obtenidos.
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En cuanto al grupo 1 (naranja), se puede observar que aparecio antes del origen
de las monocotileddneas ya que presenta homologia con especies de este grupo (Oryza
sativa) y con eudicotiledoneas (Corchuros olitorius) con las que se une con una
fiabilidad del 99% y se une con el grupo 7 con un valor muy bajo de “bootstrap” (61%).
El origen anterior de determinados transposones a la aparicion de las monocotileddneas,
también se ha observado en otros trabajos que describen retrotransposones tipo copia en

diferentes especies de angiospermas (Flavell et al., 1997; Woodrow et al., 2012).

Por ultimo, el grupo 6 (morado), presenta homologia tanto con
retrotransposones de leguminosas como de Arabidopsis, con la que se une con una

fiabilidad en el “bootstrap” del 96%.

Dentro de cada grupo, las diferentes secuencias de lenteja parecen copias
parélogas de origen reciente como en los grupos uno, dos y seis, 0 mas antiguas como

en los grupos tres y cuatro.

Se han realizado numerosos estudios filogenéticos basados en la secuencia de la
retrotranscriptasa de retrotransposones del tipo Tyl-copia. Uno de los trabajos mas
importantes es el realizado por Flavell et al. (1992) en el que se identificaron
retrotransposones tipo copia en especies representativas de todos los grupos de plantas
superiores y se encontraron secuencias similares en algunas de las especies estudiadas,
lo que podria indicar un origen remoto de dichos elementos y su transmision a las lineas
germinales de las especies divergentes. Lo mismo ocurre en el trabajo de Dixit et al.
(2006) el en que se obtuvieron seis grupos de secuencias que mostraban similitudes
tanto con especies relacionadas como con otras muy alejadas evolutivamente. Por otra
parte, el hecho de que en algunos grupos no haya secuencias de leguminosas similares a
las de lenteja pero si otras de especies mas alejadas evolutivamente es probablemente el
resultado de lo fragmentario, incompleto y desigual de la representacion de secuencias

de retrotransposones en las bases de datos.
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4.1.1.2. Retrotranscriptasa de retrotransposones Ty3-gypsy

Las secuencias esperadas tras la amplificacion con los cebadores para la
retrotranscriptasa de los retrotransposones del tipo Ty3-gypsy deberian tener unos 420
pb; sin embargo, todas las bandas obtenidas son mayores de lo esperado, asi que se
procedio al aislamiento de todas ellas (Figura 4.1) para determinar las secuencias de los

diferentes fragmentos amplificados.

Tras el aislamiento de las bandas se sigui6 con la transformacion y clonacion de
la misma forma que con los amplificados de copia. A continuacion se seleccionaron 16
colonias procedentes de cada una de las bandas y se comprobo la presencia de inserto
mediante minipreparaciones de colonias transformantes y recombinantes. Algunas de
las colonias seleccionadas carecian de inserto de tamafio apreciable, de manera que se
secuenciaron 14 colonias de la banda 1, 10 de la banda 2, 11 de la banda 3, 9 de la

banda 4 y 11 de la banda 5.

A continuacién, se comprobé que muchas de los fragmentos analizados
presentaban el cebador GypsyF en ambos extremos lo que podria deberse al alto nivel
de degeneracion que presentan los cebadores utilizados (casi el 50% de las posiciones
de dichos cebadores estdn degeneradas), aunque también podria deberse a una delecion
en la parte interna del retrotransposén, de manera que se hubiese perdido la zona de
union al cebador inverso o a una mutacion en la secuencia de dicha region, lo que habria
provocado la union inespecifica del cebador directo por falta de la region
complementaria al inverso. Esto ha complicado el analisis de las secuencias ya que,
unicamente, uno de los extremos de la mayoria de las secuencias presenta homologia
con retrotransposones, mientras que el otro no coincide con dichos elementos, de hecho,
en algunos casos, ni siquiera se encuentran homologias en las bases de datos. Aun asi, la
mayor parte de estas secuencias se corresponden con el gen de la retrotranscriptasa y, en
algunos casos, se ha llegado a amplificar un fragmento de la RNasaH. Ademas, una vez
alineadas, se observo que el nivel de identidad entre alguna de las secuencias obtenidas

a partir de diferentes bandas, era muy alto.
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Tras el alineamiento de todas las secuencias obtenidas se han definido tres
grupos de secuencias, en funcién de su nivel de identidad (mas del 90% de aminoacidos
comunes). Posteriormente, se compararon con diversas especies publicadas en la base
de datos GeneBank del NCBI mediante BLASTn y BLASTp (Tabla 4.1: ver apartado

4.1.3.) y se encontraron homologias de todas ellas con retrotranscriptasas de Ty3-gypsy.

Utilizando la base de datos CDD (Conserved Domain Database) del NCBI
(Marchler-Bauer et al., 2010) se han podido localizar diferentes motivos conservados en
la secuencia de aminoacidos de la retrotranscriptasa. Algunas de las secuencias eran
exactamente iguales asi que, de las 55 obtenidas a partir de las colonias que presentaban
inserto, se han incluido en el estudio las 22 secuencias que incluian alguna diferencia

entre ellas (Figura 4.5).

Entre las secuencias del primer grupo (Figura 4.5), tres (GLc4-16, GLc3-05 y
GLc4-08) presentan los dos cebadores utilizados en esta amplificacién mientras que el
resto de las secuencias presentan el cebador GypsyF en ambos extremos, observandose
que una de las secuencias obtenidas (GLc4-08) presenta un coddn de stop interno. En el
alineamiento de todas ellas se observa la presencia de los motivos PRID y FXDD (en
este caso FIDD) que se encuentran conservados en retrotransposones del tipo Ty3-gypsy
de diversas especies vegetales (Rajput y Upadhyaya, 2009). Ademas, presentan 11 de
los 13 sitios activos descritos en las retrotranscriptasas de Ty3-gypsy (Huang et al,
1998), los dos sitios que faltan se encontrarian en posiciones no secuenciadas. La
secuencia GLc2-01 es més larga pero se ha eliminado el extremo 3" por no presentar

homologia con el gen de la retrotranscriptasa ni con otras secuencias conocidas.
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Grupo 1

GLc4-16 QLNKVTIKNRYPL] DLMDHLVGASVFSKIYLRSGYHQIRVKTEDIHKTAFRTRYGHYEYFVISFGVTNAPGVFMEYMNRIFHPYLDKFVV ILIYSKNEEEHVEHLRMVFEVLREKKLFAKL]

GLc2-01 QLNKVTIKNRYPL| DLMDQLVGASVFSKIDLRSGYHQIRVNTEDIQKTAFRTRYGHYEYSVMPFGVTNAPGVFMEYMNRIFHPYLDMFVV TLVYSKSEEEHAEHLRAVLVPL.........

GLc3-05 QLNKVTIKNRYPL| DLMDQLVDASVFSKIDLRSGYHQIRVKTKDIQKTAFRTRYGHYEYSVMPFGVTNAPGVFMEYMNRIFHPYLDKFVV ILVYSKSEEEHAEHLRVVLEVLREKKLFAKL]|

GLc4-08 QLNKVTIKNKYPL| DLMDQL IGASVFSKIDLRSGYHQIKVKDEDV*KTTFRTRYGHYEYFVMPFGVTNAPGIFMEYMNRIFHEYLDRFVV TLVYSKSVAEHAEHLRIVLEVLKERKLYAKL]

GLc5-01 QLNKVTIKNQYPL| DLMDQLVGASVFSKIDLRSGYHQIRVKTEDIQKNALRTRYGHYEYFVMPFGVTNCNTLIFTPI?NTHI. .. ... ...

GLc2-03 QUNKVTIKNRYPL| DLMDQLVGASVLSKIDLRSGYHQIRVKTEDIQKTAFKTRYGHYEY . v v vt vn e nnnenennnnnnenns

GLc5-12 QLNKVTIKNQYPL| DLMDQLVGASIFSKIDLMCGYHQIRVKAEDIQKTAFRTRYGHYEY . v v vt vnnsnnnnnnnnnenenns

AAT85845.1 QLNKLTIKNKYPL| DLMDQLHGAAIFSKIDLRSGYHQILVKADDIQKTAFRSRYGHYEYVIMPFGVTNAPAIFMDYMNRIFRPFLDKFVV ILIYSKTREEHADHLRTVLEVLRERKLYAKL|

ABD28305.1 QLNKVTIKNRYPL| DLMDQLVGARVFSKIDLRSGYHQIKVKDEDMQKTAFRTRYGHYEYKVMPFGVTNAPGVFMEYMNRIFHAFLDRFVV ILIYSKTEEEHAEHLKIVLQVLKEKKLYAKL]

XP006574052 QLNKVTIKNKYPL| DLMDQLVGACVFSKIDLRSGYHQIQVKSEDIPKTTFRTRYGHYEYLVMPFGVTNAPGYFMDYMNRVFHPYLDNFVV ILVYSKTREEHEEHLRIMLHTLKDRQLYAKL]|
Grupo 2

GLc3-04 DLNRASPKDDFLL| VLVDNTTHAKVFSFMDGFSGYNQIKMAPEDMEKTAFITPWGTFYYKVMPFGLKNAGATYQRVMVTLFHDMIHKEIE MIAKSQTKEEHLVNLQKLFERLRKFQLRLNP|

GLc1-04 DLNRASPKDDFLL| VLVDNTTHAKVFSFMDGFSGYNQIKMAPEDMEKTAFITPWGTFYYKVMPFGLKNAGATYQRVMVTLFHDMIHKEIE MIAKSQTEEEHLVNLQKLFKRLRKFQLRLNP|

GLc4-15 DLNRASPKDDFPL| MFVDNTTKFSVFSFMDGFSGYNQIRMAPEDMEKTTFITPWGTFCYRVMPFGLKNAGAT *QRAMTTLFHDTMHKEIK MIAKSHSEEGHLIDLLKLFQRLRKFRLRLNP|

GLc4-12 DLNRASPKDDFPL| MLVDNTTKFSVFSCMDGLSGYNQIKMAPEDMEKTTFITPWGTFCYRVMPFGLKNVGATYQRAMTTLFHGMMHKEIE MIAKSHSEEDHL

CLc2-01 DLNRASPKDDFPL| TLVDNTAKFDIFSFMDGFSGYNQIKTAPEDMEKTTFITPWGTFCYQVMPFGLKNAGATYQRAMTMLFHDMMHKEIE

CLc2-03 DLNRASPKDDFPL| MLVDNTTKFDIFSFMDGFSGYNQIKMAPEDMENTTFITPWGTFCYQVMPFGLKNAGATYQRAMTTLFHDMMHKEIK

CLc2-07 DLNRASPKDDFPL| MLVDNTTKFDIFSFMDGSSGYNQIKMAPEDMEKTTFITPWGTFCYQVMPFGLKNAGATYQRAMTTLFHDMMHKEIE

CLc2-08 DLNRASPKDDFSL| MLVDNTAKFDIFSFMDGFSGYNQIKMAPEDMDKTTFITPWGTFCYQVMPFGLKNAGATYQRAMTTLFHDMMHKEIL*

CLc2-10 DLNRASPNDDFPL| MWVDNTTKFDIFSFMDGFSGYNQIKMAPEDMEKTTFITPWGTFCYQVMPFGLKNAGATYQRAMTML FHDMMHKEIE

CLc2-12 POl - ----—--—-- VLVDNTAQFSVFSFMDGFSGYNQIKMSPEDMEKTTFITPWGTFCYQVMPFDLKNAGETYQRAMVTLFHDMMHKEVE

GLc3-14 DLNRASPKDDFML| VLVDNTAHAKVFSFMDGFSGYNQIKMAPEDMEKITFITPWGTFCYKVMPFGLKNAGATYQ

GLc3-07 DLNRVSPKDDFML| VLVDNTAHAKVFSFMDGFSGYNQIKMAPEDMEKIAFITPWGTFCYKVMPFGLKNAGATYQ

GLc3-13 DLNKASLKDDFPL| VLVDNTAQFSVFSFMDGFSGYNQIKMSLEDMEKTTFITPWGTFCYKVMPFGLKNAGATYQRAMVTLFHDMIHKEIE MIAKSQTEEVHLVHLKKLFERLREFKLRLNP|

GLc1-05 DLNKASLKDDFPL| VLVDNTAQYSVFSFMDGFSGYNQIKMSLEDMEKTTFITPWGTFCYKVMPFGLKNAGATYQRAMVTLFHDMIHKEIE MIAKSQTEEVHLVHLKKLFERLREFKLRLNP|

GLc3-08 DLNRSIPKDDFPL| MLVDNTAKFSIFSFMDGFSGYNQIKMAPEDMEKTTFITPWGTFCYKVMPFGLKNAGATYQRAMVTLFHDMIHKEIE MIAKSQTEEVHLVHLKKLFERLREFKLRLNP|

GLc4-05 DLNRASPKDDFPL| MFVDNTTKFSVFSFMDGFSGYNQIKMAPEDMEKTTFITPW?TFCYRVMPFGLKNAGAT *QRAMTTLFHDMMHKE IK MIAKSHSEEGHLIDLLKLFQRLRKLRLRLNP|

GLc4-07 DLNKASPKDDFP?| MLVDNTTKFDIFSFMDGFSGYNQIKMAPEDMEKTTFITPWGTFCYQVMPFGLKNACAAYQRAMTML FHDMMHKEIE MIAKSRSEEGHLVDLLKLFQRLRKFCLRLNP|

GLc3-06 DLNKASPKDDFPL| VMVDNTAQHKVFSFMDGFSGYNQIKMAPEDMEKTTFVTQWGTFCYKVMPFGLKNAGGNIQRAMVVLFHDMIHHEIE MIARSQTEEEHLDHLYKLFERLKKYKLRLNP|

GLc4-01 DLNKASPKDDFPL| VMVDNTAQHKVFSFMDGFSGYNQIKMAPEDMEKTTFVTQWGTFCYKVMPFGLKNAGATYQRAMVVLFHDMIHHEIE MIARSQTEEEHLDHLYKLFERLKKYKLRLNP|

GLc4-02 DLNRAIPKDDFSL| VLVDNIAHAKVFSFMDGFSGYNQIKMASYDMEKTAFITPWGTFCYKVMPFGLKNAGATYQHAMV . ... ... ...... . .. . ... ... ... i

AAQ82033.1 DLNRASPKDDFPL| VLVDNTAQSSVFSFMDGFSGYNQIKMAPEDMEKTTFITPWGTFYYKVMPFGLKNAGATYQRAMTTLFHDMMHKEIE MIAKSQTEEEHLVNLQKLFDRLRKFKLRLNP|

XP006584201 DLNKASPKDDFPL| VLVDSAAKSKVFSFMDGFSGYNQIKMAVEDREKTSFITPWGTFCYRVMPFGLINAGATYQRGMTTLFHDMMHKEIE MIVKSGTEEEHVEYLLKMFQRLRKYQLRLNP|

XP004506193 DLNKASPKDDFPL| VLVDSTAQYSLFSFMDGFSGYNQIKMAPEDMEKTTFITQWGTFCYKVMPFGLKNAGATYQRAMVTLFHDMMHKEIE MIAKSRTEEDHVVNLQKLFERLRKFKLRLNP|

Gypsy LNEKTIP-DRYPM| MILANLGKAKFFTTLDLKSGYHQIYLAEHDREKTSFSVNGGKYEFCRLPFGRLNASSIFQRADDVLREQIGKICYV IIFSENESDHVRHIDTVLKCLIDANMRVSQ)
Grupo 3

GLc4-09 -KLNKATRNDHFPL-QMLERL?KHSHFCYLDGYSGFFQIPIHHDDQ?KTTFTCPYGTFAYKRMPFGLCNAPAN FQRCMM—IFADFLDNIME“FSICGKSFEGCLSNLEMVLERCVKVN LVLNW-

BAB02630.1 KLNAASRKDHFPL| QML ERLANHPYYCFLDGYSGFFQIPIHPNDQEKTTFTCPYGTFAYKRMPFGLCNAPATFQRCMTSIFSDLIEEMVE FSGYGPSFSSCLLNLGRVLTRCEETNLVLNW|

Figura 4.5: Secuencias de aminoacidos obtenidas con los cebadores disefiados a partir del gen de la retrotranscriptasa de retrotransposones Ty3-gypsy. Los
alineamientos de dichas secuencias se comparan con otras secuencias publicadas en la base de datos del NCBI (AAT85845.1: Vigna radiata; ABD28305.1:
Medicago truncatula; XPO06574052: Glycine max; AAQ82033.1: Pisum sativum; XP006584201: Glycine max; XP004506193: Cicer arietinum). Con el fondo
rojo se indican los motivos conservados de la proteina y, en negrita, los aminoacidos que forman el centro activo de la misma. La secuencia denominada
gypsy es la secuencia consenso descrita por Xiong y Eickbush (1990).



Resultados y discusion

El segundo grupo esta formado por las secuencias obtenidas a partir de la banda
2 (CLc2) recuperada tras la amplificacion con los cebadores para Tyl-copia y por
secuencias correspondientes a la amplificacion de Ty3-gypsy, estas Ultimas presentan el
cebador GypsyF en ambos extremos, (Figura 4.5). La traduccion de estas secuencias
contiene los 13 sitios activos descritos para estas retrotranscriptasas. Se ha eliminado la
parte final de la mayoria de las secuencias por no presentar homologia con secuencias
descritas en las bases de datos, de manera que podrian afectar a los estudios de filogenia
y evolucién. Ademas, se ha eliminado la parte inicial de las secuencias obtenidas con
los cebadores Copia que se corresponderia con la region delimitada por los cebadores
CopiaF y GypsyF, estas secuencias podrian ser el resultado de una quimera formada por

un retrotransposon Ty3-gypsy incluido dentro de otro de tipo Tyl-copia.

En las secuencias de aminoacidos se puede observar el motivo PRID aunque, en
este caso, la arginina (R) ha sido sustituida por histidina (H) en todas las secuencias.
Ademas, presenta el motivo YVDD en el que se encuentra el centro activo de la
retrotranscriptasa y, a continuacion, el motivo SKCEF algo menos conservado aunque si
que presenta el residuo de lisina (K) imprescindible en las polimerasas ARN-
dependientes (Suoniemi et al., 1998). Este Gltimo motivo se corresponde con parte de la
secuencia del cebador GypsyR (F/YAKLSKC) sin embargo, la presencia de cambios en
la secuencia del retrotransposon, ha impedido la union de dicho cebador por falta de
complementariedad de las bases produciéndose una unién inespecifica del cebador

GypsyF en una posicion mas alejada. (Figura 4.5).

Los ultimos 35 aminoacidos codificados por las secuencias GLc4-12 y GLc4-15
se corresponden con la RNasaH en la que se ha podido localizar el primer residuo del
centro activo (DEDD) descrito para este gen (Goedken y Marqusee, 2001; Nowotny et
al., 2005) aunque no esté conservado, en todas las secuencias se ha sustituido el acido

aspartico (D) por una leucina (L) (ver descripcion RNasaH en la pagina 107).

El tercer grupo esta formado por una Unica secuencia (GLc4-09), con el cebador

GypsyF duplicado, también debido a mutaciones en la zona de unién del cebador
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GypsyR. Presenta los 13 sitios conservados del centro activo de la retrotranscriptasa de
Ty3-gypsy ademas de los motivos conservados PRID, FIDD y SKCEF. Este dltimo
presenta diversos cambios de secuencia pero incluye la lisina (K) caracteristica de este
tipo de proteinas. Ademas, presenta el fragmento inicial de la RNasaH de Ty3-gypsy en
la que se encuentran los dos primeros residuos conservados de los cuatro descritos

(DE). En el siguiente apartado se describe con mas detalle la estructura de la RNasaH.

También, se puede destacar la presencia de codones de fin internos en las
secuencias GLc4-15, Clc2-08, GLc4-05 asi como deleciones y/o mutaciones en la
secuencia de la retrotranscriptasa en 17 de las 28 secuencias descritas de manera que

solo el 32% de los retrotransposones amplificados podrian ser funcionales.

Estos cebadores degenerados han sido utilizados por distintos autores para
buscar retrotransposones tipo Ty3-gypsy en diferentes plantas, incluyendo coniferas
(Friedsen et al., 2001), judia mungo (Vigna radiata) (Dixit et al., 2006) o quinoa

(Chenopodium quinoa) (Kolano et al., 2013), entre otras.

Muchas de las secuencias de retrotransposones encontradas en genomas
vegetales presentan mutaciones similares a las detectadas en el presente estudio de
manera que es necesario incluir huecos que supongan cambios en el marco de lectura
para poder obtener las secuencias aminoacidicas de los retrotransposones publicadas en
las bases de datos (Flavell et al., 1992; Hirochika y Hirochika, 1993; Gribbon et al.,
1999).

Diferentes estudios sugieren que la gran mayoria de los retrotransposones de
plantas se encuentran inactivos tanto por mutaciones como por silenciamiento
epigenético (Hirochika et al., 2000; Devos et al., 2002; Wright y Voytas, 2002). En
arroz, por ejemplo, solo tres entre veinte familias de retrotransposones identificadas

pudieron expresarse en cultivos celulares (Hirochika et al., 1996B).

Algunas de las secuencias amplificadas se extienden mas alla de la region de la

retrotranscriptasa esperada (Figura 4.5). Estas secuencias, pertenecientes a los grupos 2
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y 3, se muestran en la Figura 4.6. En el grupo 2 se mantiene una alta identidad entre las
diferentes secuencias y se puede observar que los fragmentos obtenidos con los
cebadores de copia no llegan hasta estas posiciones. Las secuencias GLc3-04, GLc1-04,
GLc4-15, GLc4-05 del grupo 2 y GLc4-09 (Grupo 3) incluyen el principio del gen de la
RNasaH y presentan el primer amino&cido conservado del dominio (DEDD) aunque en

el grupo 2 se ha sustituido por una leucina (L).

Los resultados obtenidos con los cebadores para gypsy demuestran que éstos son
menos eficaces que los de copia, esto coincide con los resultados descritos por otros
autores al utilizar estos mismos cebadores con diferentes especies vegetales. La
variedad de retrotransposones identificados del tipo Ty3-gypsy es mucho menor que el
obtenido con los cebadores para Tyl-copia lo que demostraria que la retrotranscriptasa
estd menos conservada en los retrotransposones gypsy, de manera que dificulta el disefio
de cebadores degenerados y su uso generalizado en especies diferentes (Su y Brown,

1997; Friedsen et al, 2001).

Los fragmentos de retrotransposones obtenidos a partir del genoma de lenteja
presentan los motivos estructurales conservados esperados en los retrotransposones
LTR tipicos y presentan elevadas similitudes con secuencias de dichos elementos
descritos en otras especies e incluidos en las bases de datos tanto en el caso de los
retrotransposones tipo Tyl-copia como en los Ty3-gypsy. En las secuencias tipo gypsy
se observa una menor heterogeneidad en comparacion con las secuencias de tipo copia
ya que Unicamente se han detectado tres grupos frente a los siete de copia, o mismo que
ocurre con Vigna radiata en la que se han descrito tres grupos de gypsy frente a seis de
copia utilizando los mismos cebadores (Dixit et al., 2006). Esta menor heterogeneidad
también ha sido descrita por otros autores utilizando cebadores diferentes (Muthukumar

y Bennetzen, 2004).
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Grupo 2
GLc3-04 GVQSGKLFGFIVSHRGIEVDPAKVKAIQEMPFPETEKQVRGFLGRLNYIASFISHLTSTCEPLFKFLRKDQAIVWNDDCQQAFDKIKEYLQESPILMPPVPGRPL-IMYLTVLDNSMGCVLWQHDESGRKCH
GLc1-04 GVQSGKLFGFIVSHRGIEVDPAKIKAIQEMPFPETEKQVRGFLGRLNYIASFISHLTYTCEPLFKFLRKDQAIVWNDDCHQAFDKIKEYLQESPILMPPVPGRPL-IMYLTVLAHSMGCVLWQPDKSCRKCH
GLc4-15 GVRSGKLLGFVVSQKGIEVDPDKVRAIQEMPAPKTEKQVRGFLGRLNYISRFISHMTATCEPTFKLLKKSQSCVWTADFQKAFDSIKEYLLEPPILLPPVEGRPL-IMYLTVLETSMGCILGQQDETGRKEYAIYYLSKKFTDCESR
GLc3-13 GVRSGKLFGFIVSQRGIEVDPDKVKAIQNMPPPRTEKEVR
GLc1-05 GVRSGKLFGFIVSQRGIEVDPDKVKAIQNMPPPRTEKEVR
GLc3-08 GVRSGKLFGFIVSQRGIEVDPDKVKAIQNMPPPRTEKEVR
GLc4-05 GVRSGKLLGFVVSQKGIEVDPDKVRAIQEMPAPKTEKQVRGFLGRLNYISRFISHMTATCEPTF?LLKKSQSCVWTADFQKAFDSIKEYLLEPPILLPPVEGRPL-IVYLTVLETSMGCILGQQDETGRKEYAIYYLSKKFTDCESR
GLc4-07 GVRSGKLLGFIVSQKGIEVDPDKVKAIQEMPAPKTEKKVRGFLGRLNY ISRFISHMT AT CEP TN . &t vttt et a e e et e e s e s a e e s s e s e e e e a e s s et e n e s e e a s a e e e s e ae e s en it e s ennnnnnes
AAQ82033.1 GVRSGKLLGFIVSEKGIEVDPAKVKAIQEMPEPKTEKQVRGFLGRLNYIARFISHLTATCEPIFKLLRKNQAIKWNDDCQKAFDKIKEYLQKPPILTPPVPGRPL-IMYLSVTENSMGCVLGQHDESGRKEHATIYYLSKKFTDCETR
XP6584201 GVRSGKLLGFIVSQKGIEVDPDKVKAIREMPVPQTEKQVRGFLGRLNYISRFISHMTATCGPIFKLLRKDQGVVWTKDCQKAFDSIKNYLLEPPILIPPVEGRPL-IMYLTVLEDSMGCVLGQQDETGRKEHAIYYLSKKFTDCESR
XP4506193 GVRSGKLLGFIVSQKGIEVDPDKVRAIQEMPAPRTEKEVRGFLGRLNYIARFISHLTATCEPIFKLLRKDQKVEWNENCQKAFEKIKQYLSKPPILVPPVPGKPL-IMYLTVLDESMGCVLGQHDESGRKEHATIYYLSKKFTSCETR
Gypsy FKESVEYLGFIV

Grupo 3
GLc4-09 MVRQGIVLGHIVSERGLEVDKAKIEVIENLQPPKTVREVRSFLGHTDFYRHVIKDFSKITKPLNGLLMKDAEFVFDEKFLKAFELLKQSLISAPIMQPPDWSKPFEIMCDAGDYAVGAMLGQRTDK-~~KLHATIYYASRTLDKAQINYATTEKELLAIL
BAB02630.1 MVKEGIVLGHKISEKGIEVDKGKVEVMMQLQPPKTVKEIRSFLGHAGFYRRFIKDFSKIVRPLTRLLCKETEFEFDEDCLKSFQTIKDALVSAPVVRAPNWDYPFEIMCDASDYVVGAVLGQKIDK-~~KLHVIYYASRTLDDAQGRYATTEKELLAVV

Figura 4.6: Ampliacién de las secuencias de aminoacidos obtenidas con los cebadores disefiados para la retrotrancriptasa de retrotransposones del tipo Ty3-
gypsy. En negrita se indican los aminoacidos que forman el centro activo de la retrotranscriptasa y en rojo el fragmento correspondiente a la RNasaH.



Resultados y discusion

Al igual que con las secuencias obtenidas con los cebadores copia, se ha
realizado un estudio filogenético con las secuencias nucleotidicas correspondientes a los
cebadores tipo Ty3-gypsy. En este caso s6lo se han analizado las secuencias que se

corresponden con fragmentos del gen de la retrotranscriptasa.

El arbol se ha obtenido siguiendo el mismo procedimiento descrito para copia,
de manera que se ha seleccionado como el modelo més adecuado, mediante un analisis
de méaxima verosimilitud utilizando el programa Megab, el de Tamura con tres
parametros con una distribucién gamma de cinco categorias, modelo que coincide con
el utilizado con las secuencias de Tyl-copia (Tamura, 1992). Con este modelo se obtuvo
una matriz de distancias a partir de la cual se disefié un arbol filogenético basado en el
algoritmo Neighbor Joining (Saitou y Nei, 1987). Para comprobar la fiabilidad de los
nodos del arbol se ha utilizado un analisis “bootstrap” realizando 1000 remuestreos

(Figura 4.7).

Se pueden observar claramente los tres grupos descritos anteriormente en
funcién de su identidad, aunque uno de ellos presenta varios subgrupos o
ramificaciones, indicados en el arbol mediante diferentes recuadros. Cada una de estas
ramificaciones constituye un clado monofilético que presenta, en todos los casos,
valores de “bootstrap” mayores del 97%. Todos estos clados hermanos se unen entre
ellos con una fiabilidad del 80% Yy se puede observar que todas las secuencias obtenidas
con los cebadores para copia pertenecen al mismo clado hermano, excepto CLc2-12.
Este grupo, definido por el color azul, parece ser propio de leguminosas ya que s6lo se
han encontrado homologias con retrotransposones de especies de dicha familia (Figura

4.7).

El grupo 3, marcado en la figura con el color verde, esta formado por una Unica
secuencia de lenteja que se une con una fiabilidad del 100% en el “bootstrap” con una

secuencia de Arabidopsis thaliana.
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09|GLc3-04 )
55| |GLe1-04
100 GLc4-02
33 GLc3-14
] [ s L GLea-07 )
6] ———— Glycine max XP_006584201.1
Cicer arietinum XP_004506193.1
2|36 | GLc3-06
100 GLc4-01
f CLc2-12
| GLc3-13
a0 * 99| GLc1-05 Gr 2
Pisum sativum AAQ82033.1
g2 [ GLc4-15
85| | GLca-05
17 2 Glc4-12
|— GLc3-08
8| ( ——CLe2-01 )
2H CLc2-07
100 J-ECch-oa
37 “* CLc2-10
ag |~ CLc2-03
sloloa07
Gr3
100 l Arabidopsis thaliana AP002054.1
Phelipanche hirtiflora
s Glicine max XP_006574052.1
Z Vigna radiata AAT85845.1
— l——octu8 |
” Medicago truncatula ABD28305.1
[ GLc5-12 )
” Gles-16 | Gr 1
55—|—[IELC2-O1
57| [~ GLc3-05
20| [ GLc5-01
a5 GLe2-03
N _/
0.1

Figura 4.7: Arbol filogenético de retrotransposones tipo gypsy. La divergencia entre las secuencias esta
definida por la longitud de las ramas y expresado en unidades de distancia genética. En cada nodo se
indican los valores de “bootstrap”. Se han recuadrado con diferentes colores los distintos grupos de
secuencias obtenidos.
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En cuanto al ultimo grupo 1, rojo, se puede observar que todas las secuencias de
lenteja analizadas, excepto GLc4-08, se encuentran unidas formando un grupo
monofilético con un valor de “bootstrap” del 84% vy, a su vez, se unen con otras
secuencias de lenteja u otras plantas formando un grupo mayor con una fiabilidad del
100%. En este grupo, las secuencias de lenteja presentan homologia con
retrotransposones de diferentes leguminosas y con Phelipanche hirtiflora. El conjunto
de las leguminosas formaria un grupo monofilético pero con una fiabilidad “bootstrap”

muy baja (45%).

A partir de los cebadores degenerados disefiados para gypsy y copia, se han
amplificado miembros de distintos tipos de retrotransposones y sus secuencias
presentan importantes similitudes entre distintas especies de plantas, esto sugeriria que
los genes de la retrotranscriptasa de todos estos retrotransposones estan relacionados por
un origen monofilético comdn (Xiong y Eiskbush, 1990; Flavell et al., 1992; Friedsen,

2001).

Los estudios realizados por Xiong y Eiskbush (1990) sugieren, ademas, un
origen comun de todos los elementos que presentan esta polimerasa, desde retrovirus
hasta retrotransposones y mitocondrias, debido a las similitudes que presentan en sus

secuencias de aminoacidos.
4.1.2. Cebadores derivados de un retrotransposon de lenteja

A partir de una secuencia de Lens culinaris correspondiente a un retrotransposon
de tipo desconocido secuenciado en el laboratorio por Llorente (2001), se han disefiado
3 cebadores en un sentido (TnanaFl, TnanaF2 y TnanaF3) y uno en sentido contrario
(TnanaR) con los que se han obtenido secuencias correspondientes a diferentes zonas de

distintos retrotransposones tanto del tipo Ty3-gypsy como del tipo Tyl-copia.

Estos cebadores han sido disefiados en el propio laboratorio por lo que no se
habian utilizado hasta el momento, esto impedia conocer a priori el nimero y el tamafio

de las bandas que se van a amplificar.
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Los amplicones obtenidos con estos cebadores a partir del genoma de Lens

mostraron el patron de bandas caracteristico que se muestra en la Figura 4.8.

pb

5000
2000

1650

1000

Figura 4.8: Bandas obtenidas con los cebadores disefiados para un
retrotransposon de tipo desconocido de Lens culinaris. Se indican
las bandas aisladas para su clonacion y secuenciacion. A la
izquierda se indica el peso molecular de cada una de las bandas
del marcador de peso molecular utilizado como control.

Para nombrar estas secuencias se ha utilizado la denominacion TLc afiadiendo el
numero del cebador correspondiente, el nimero de la banda y, precedido por un guion,

el nimero de la colonia.

Tras el aislamiento de las bandas se realizd su transformacion y clonacion. A
continuacion se seleccionaron 16 colonias de cada una de las bandas y se comprobo la
presencia del inserto mediante minipreparaciones de colonias recombinantes. En alguno
de los casos no se obtuvo ninguna colonia recombinante 0 muy pocas de manera que de

las 16 colonias estudiadas para cada una de las bandas se enviaron a secuenciar las

siguientes colonias:

Cebador TnanaF1: 4 colonias de la banda 1 y 8 de la banda 2.
Cebador TnanaF2: 6 colonias de las bandas 1 y 2, 9 de labanda 3y 5 de la 4.
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Cebador TnanaF3: no se consiguieron colonias recombinantes de la banda 2 y
del resto de las bandas se secuenciaron, 6 colonias de la banda 1, 4 de la banda 3, 5 de la

banda 4, 15 de la banda 5 y 8 de la banda mas pequefia.

Una vez obtenidas las secuencias, se analizaron mediante BLAST (BLASTn y
BLASTp) para compararlas con secuencias de nucleotidos y aminoacidos publicadas en
la bases de datos del NCBI (tabla 4.1: ver apartado 4.1.3.). Ademas, la base de datos
CDD (Conserved Domain Database) del NCBI (Marchler-Bauer et al., 2010) ha
permitido determinar la presencia de diferentes motivos conservados en las diferentes
proteinas localizadas. En la Figura 4.9 se muestran, Unicamente, las secuencias de
aminoacidos que presentan diferencias entre si divididas en tres grupos en funcion de

sus identidades.

El primer grupo estd formado por secuencias obtenidas a partir de los tres
cebadores (TnanaF1, TnanaF2 y TnanaF3) aunque en tres de ellas (TLc33-4, TLc31-2 y
TLc31-1) no se observa el cebador F ya que el electroferograma obtenido tras la
secuenciacion contenia interferencias en la zona inicial, todas las secuencias del grupo
presentan el cebador TnanaR en el extremo contrario. Las secuencias de este grupo
muestran una identidad superior al 90% con un retrotransposon Tyl-copia, mas
concretamente con una region interna que incluye la integrasa, la retrotranscriptasa y la
RNasaH de manera que se ha podido secuenciar el gen pol practicamente en su

totalidad.

Se puede observar una secuencia mucho mas larga que el resto (TLcl1-2),
obtenida con el cebador TnanaF1, mientras que el resto de las secuencias sélo presentan
parte de ella, en alguno de los casos se trata de secuencias que han perdido la parte
interna del retrotransposon lo que implicaria la pérdida de capacidad de
retrotransposicion autonoma del mismo. También, cabe destacar la secuencia TLc22-4
gue presenta el cebador TnanaF2 en una situacion mas adelantada que en el resto de las

secuencias amplificadas con dicho cebador.
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A) Grupo 1
TLc34-3
TLc34-5
TLc35-2
TLc35-6
TLC35-7
TLC35-9
TLc24-5
TLc24-4
TLc24-2
TLc24-1
TLcll-2
TLc31-2
TLc31-1
TLc22-4
TLC33-4
AC174305.34

VHNLSPGLDKLSARSLKCVFLGYHRTKR
VHDLSPGLDKLSARSLKCVFLGYHRSKR
VHDLSPGLDKLSARSLKCVFLGYHRSKR
VHDLSPGLDKLSARSLKCVFLGYHRSKR

LLETTQTLLLHGNVSLRFWGDDLLTACYLINRMPSSVLNNKIIQSIIFPHS7LHRIPPRVFRYTCFVHNLSPGLDKLSARSLKRVLFGYHRS”

LIETTRTLLLHGNVSSQFWGDAVLTACYLINHMSSSVLDDKIPHSIIFPHS?LHPLPPRVFGSTCFVHNLSPGLDKLSARSLKCVFLGYHRSQK

TLC34-3 YRCYSHTLQRYLVSADVTFFE?CS FESNQVTPEPLQSKDGLVISQRKYAMDILE
TLC34-5 YRCYSHTLQRYLVSADVTFFE?CS . . FESNQVTPEPLQSKDGLVISQRKYAMDILE
TLC35-2 YRCYSHTLQRYLVSADVTFFE?CS . . FESNQVTPEPLQSKDGLVISQRKYAMDILE
TLC35-6 YRCYSHTLQRYLVSADVTFFE?CS . . FESNQVTPEPLQSKDGLVISQRKYAMDILE
TLC35-7 YRCYSHTLQRYLVSADVTFFE?CS . . FESNQVTPEPLQSKDGLVISQRKYAMDILE
TLC35-9 YRCYSHTLQRYLVSADVTFFE?CS . . FESNQVTPEPLQSKDGLVISQRKYAMDILE
TLC24-5 YRCYSHTLQRYLVSADVTFFE?CS . . FESNQVTPEPLRSKDGLVISQRKYAMDILE
TLC24-4 YRCYSHTLQRYLVSADVTFFE?CS . . FESNQVTPEPLQSKDGLVISQRKYAMDILE
TLC24-2 YRCYSHTLQRYLVSADVTFFE?CS . FESNQVTPEPLQSKDGLVISQRKYAMDILE
TLC24-1 YRCYSHTLQRYLVSADVTFFE?CS FESNQVTPEPLQSKDGLVISQRKYAMDILE
TLc1l-2 YRCYSHIRQRYLVSADITFFG?CS?VPNPAEVTLSPFKKYSHPFSGSPSALSLTFVRWSMVRLVDLAAWSQDPPFVWIYTSAVP*SVTLLFYRHSAPRGINLIV TVITGSNQQGILQLK??LSN*L*KKDFGKL*YFLGI*VAQSKDGLMISQRKNAMDILE
TLC31-2 IVITGSDQQGILRLKHLSNQFQTK-DLGKLRYFLGIEVAQSKYGLVISQRKYAMDILE
TLc31-1 .IVTQLNGYLS IVITGSDQQGILQ KHLSNQFQTK-DLGKLRYFLGIEVAQSKDGLVISQRKYAMDILE
TLc22-4 .

TLC33-4 e e - GSDQQETLQLK?HLSNQLQTKDLRKLRYFLGIEVAQSKYGLV-SQRKYAMDILE
AC174305.34 .RHSTQGCIYLI IVITGSDEQGIHQLKQHLSTQF *TKDLGKLRYFLGIEVAQSKDGLVISQRKYAMDILE
TLC34-3 ETGLLNAKPADTPMDPSVKLLPNQGEPLSDPGRYRRLVGKLNYLTVTRPDISFAVSVVSQFLNSPCQEHMDAVIRILRYIKSAPGKGLVYEDKGHTQIVGYSPADWAGSPIDRQSTSGYCVLVGGNLISWKSKKQNVVARSSAEAEYRVLALVTCE

TLC34-5 ETGLLNAKPADTPMDPSVKLLPNQGEPLSDPGRYRRLVGKLNYLTVTRPDISFAVSVVSQFLNSPCQEHMDAVIRILRYIKSAPGKGLVYEDKGHTQIVGYSBADWAGSPIDRQSTSGYCVLVGGNLISWKSKKQNVVARSSAEARYRVLALVTCE

TLC35-2 ETGLLNAKPADTPMDPSVKLLPNQGEPLSDPGRYRRLVGKLNYLTVTRPDISFAVSVVSQFLDSPCQEHMDAVIRILRYIKSAPGKGLVYEDKGHTQIVGYSBADWAGSPIDRQSTSGYCVLVGGNLISWKSKKQNVVARSSAEARYRVLALVTCE

TLC35-6 ETGLLNAKPADTPMDPSVKLLPNQGEPLSDPGRYRRLVGKLNYLTVTRPDISFAVSVVSQFLNSPCQEHMDAVIRILRYIKSAPGKGLVYEDKGHTQIVGYSBADWAGSPIDRQSTSGYCVLVGGNLISWKSKKQNVVARSSAEARYRVLALVTCE

TLC35-7 ETGLLNAKPADTPMDPSVKLLPNQGEPLSDPGRYRRLVGKLNYLTVTRPDISFAVSVVSQFLNSPCQEHMDAVIRILRYIKSAPGKGLVYEDKGHTQIVGYSBADWAGSPIDRQSTSGYCVLVGGNLISWKSKKQNVVARSSAEAEYRVMATATCE

TLC35-9 ETGLLNAKPADTPMDPSVKLLPNQGEPLSDPGRYRRLVGKLNYLTVTRPDISFAVSVVSQFLNSPCQEHMDAVIRILRYIKSAPGKGLVCEDKGHTQIVGYSBADWAGSPIDRQSTSGYCVLVGGNLISWKSKKQNVVARSSAEARYRVMATATCE

TLC24-5 ETGLLNAKPADTPMDPSVKLLPNQGEPLSDPGRYRRLVGKLNYLTVTRPDISFAVSVVSQFLNSPCQEHMDAVIRILRYIKSAPGKGLVYEDKGHTQIVGYSBADWAGSPIDRQSTSGYCVLVGGNLISWKSKKQNVVARSSAEARYRVMALVTCE

TLC24-4 ETGLLNAKPADTPMDPSVKLLPNQGEPLSDPGRYRRLVGKLNYLTVTRPDISFAVSVVSQFLNSPCQEHMDAVIRILRYIKSAPGKGLVYEDKGHTQIVGYSBADWAGSPIDRQSTSGYCVLVGGNLISWKSKKQNVVARSSAEAEYRVMAMATCE

TLC24-2 ETGLLNAKPADTPMDPSVKLLPNQGEPLSDPGRYRRLVGKLNYLTVTRPDISFAVSVVSQFLNSPCQEHMDAVIRILRYIKSAPGKGLVYEDKGHTQIVGYSBADWAGSPIDRQSTSGYCVLVGGNLISWKSKKQNVVARSSAVARYRVMALVTCE

TLC24-1 ETGLLNAKPADTPMDPSVKLLPNQGEPLSDPGRYRRLVGKLNYLTVTRPDISFAVSVVSQFLNSPCQEHMDAVTRILRYIKSAPGKGLVYEDKGHTQIVGYSBADWAGSPIDRQSTSGYCVLVGGNLISWKSKKQNVVARSSAEARYRVMAMATCE

TLc1l-2 E?GLLNAKPADTPMDPSVKVLLNQGEPLSDSGRYRRLVGKLNYLTVTRLDFSFAVSVVSHFLNSPCQEHMDVAIRILRYIKYAPGEGPVYDDKGHTQIVGYSB--WAGSPIVRRSTSGCCVLVGGNHIAWKSKKQNEVARSRVEARYRVMAIVTCE

TLC31-2 ETRLLNAKPADTPMDPSVKLLSNQGEPLSDQGRYRRLVGKLNYFTVTRPDISFAVSVVSQFLNSLCQEHMDAVIRILRYIKCAPGKGLVYKNKRHTP? ----BVDWARSPIDRRSTSGYCVLVGGNLISWKSKKQNVVARLSAEAEYRVMAIVTCE

TLc31-1 ETCLLNDKPADTPMNPSVKLLPNQGEHISDSVRYMRLVGKLNYLTVTRPDISFVVSVVSQFLSSPCQEHMDVVIQILRYIKSAPRKGLVYGDKGHTQIVGYSBVERAGSPIDRRSISGDCVLVGGNLISWKS*KQNEVARSNNEVEYRFMALVTCE

TLC22-4 | e s YTI?SPGISFAVSVVSQFLNSPCQEHMDAATIRILSYIKCAPGKGLVYEIKGHTQIVGYSPADWAGSPIDRRSTSGYCVLVGGNLIS*KSKK*NVVARSSAEAEYRAMALATCE

TLC33-4 ET?LLN?KPTDTLMDLSVKLLPNQGEPLSDQGRYRRLVGKLNYLTVTCPDISFAVSVVSQFLNSPCQEHMDVVIRILRYIKCAPGKGLVYDNKGHTQMDRYSBADWAGSPIDRQSTSGYCVLVGGNLISWKSKKQNVVARSSVEARYRVMALVTCE
AC174305.34 |[ETGLLNAKPVDTPIVPNVKLLPNQGEPLSDSGRYRRVVGKLNYLTVTRPEISFAVSVVSQFLNSPCQEHMDAVIRILKYIKGAPGKGLIYEDKGHTRIVGYSBP--WAGSPIDRRSTSRYCVLVGGNLVSWKSKKQNVVARSSAEAEYRAMALVTCE




B) Grupo 2

TLcl2-1 . . VHMLPLPER-PLIMYLMVLDNSMGCVLGQHDEFGRKEYAIYYLSKKFTDCET*YSLLERMCCALVWAARRLR*YMLAHTT
TLC35-8 . VHMLPLPGG-PLIMYLEMVLDNSMGCVLGQHDESGRKEYAIYYLSKKFTDCETRYSLLERBMCCALVWAARRLRQYMLAHTT
TLC36-7 . VHMLLVPGR-PLIMYLE@VLDNSMGCVLGQHDESGRKEYVIYYLSKKFTDCETRYSLLERBMCCALVWAARRLRQYMLAHTT
TLc35-3 . VHMLPLPGRDPLIMYLMVLDNSNGGV?GQHDESGRKEYAIYYLSKKFTDCETRYSLLERWCCALVWAARRLRQYMLAHTT
TLC23-5 . VHRLLLPGR-PLIMYLE@VLDKSMGCVLGQHDESGRKEYAIYYLSKKFPDCETRYSLLERBMCCALVWAARRLRQYMLAHTT
TLc34-1 . VHMLLLPGR-PLIMYLE@VLDNSMGCVLGKHDDSGRKEYAIYYLSKKFTDCETRYSLLERBMCCALVWAARRLRQYMLDHTT
TLcl2-3 . VHMLLVPGR-PLIMYLE@VLDNSMGCVLGQHDESGRKEYVIYYLSKKFTDCETRYSLLERMCCALVWAARRLRQYMLAHTT
TLcl2-5 . VHMLPLPGR-PLVMYLBVLDNSMGCVLGQHDESGRKEYAIYYLSKNFTDCETRYSLLERBMCCALVWAARRLRQYMLAHTT
AAQ82037.1 . PILTPPVPGRPLIMYL| ENSMGCVLGQHDESGRKEHATIYYLSKKFTDCETRYSLLEKWCCALAWAARRLRQYMLNHTT
Y= 2 < PN VEGR-PLILYLEVFDESVGCVLGQQDETGKKEHAIYYLSKKFTDCETRYTMFERBCCALAWAAKRLRHYLVNHTT
TLcl2-1 LLISEMDPVKYIFEKPALTGRVARWQIILTEYDIQYV?*KAIKGSVLSPYLAHQPVDDYQPMKFEFPDEDIMH-~~-~ CETLVLEEGPEPGARWTLVFDGASNSLGHGIGAVITSPAGFHIPFTARLCFDCTNNTAEYEACIFGLEAAIDMKIKFLEVYGDSAIAT
TLc35-8 LLISEMGPVKYIFEKPALTGRVARWQMILTEYDIQYV?QKAIKGSVLSEYLAHQPVDDYQPMKFEFPDEDIMN-~-~-~ CETPVLEEGPEPGARWTLVFDGASNSLGHGIGAVITSPAGFHIPFTA?LCFDCMNNTAEYEACIFGLEAAIDLKIKFLEVYGDSAIVT
TLC36-7 LLISEMDPVKYIFEKPALTGRVARWQMILTEYDIQYV?QKAIKGSVLSBYLAHQPVDDYQPMKFEFPDEDIMH-~~-~ CETPVLEEGPEPGARWTLVFDGASNSLGHGIGAVITSPAGFHIPFTARLCFDCTNNTTEYEACIFGLEAAIDLKIKFLEVYGDSAMVT
TLc35-3 LLISEMDPVKYIFEKPALTGRVARWQMILTEYDIQYV?QKAIKGSVLSBYLAHQPVDDYQPMKFEFPDEDIMH-~~-~ CETLVLEEGPEPGARWTLVFDGASNSLGHGIGAVITSPAGFHIPFTARLCFDCTNNTAEYEACIFGLEAAIDMKIKFLEVYGDSAIVT
TLC23-5 LLISEMDPVKYIFEKPALTGRVARWRMILTEYDIQYV?QKAIKGSILSBYLAH*PVDDYQPMKFEFQDEDIMN-~-~-~ CGIPVTEEGPEPGARWTLVFDGASNSLGHGIGAVITSPAGFHIPFTARLCFDCTNNTAEYEACIFGLEAAIDLKIKFHEVCGDSAMAT
TLc34-1 LLISEMDPVKYIFEKPALTGRVARW*MILTEYDIQDS ? == === === === == m = m o oo e e e e e LGHGIAAVITSPAGFHIPFTARLCFDCTTNTAEYEACIFGLEAAIDLKIKFLVVYGDSALAT
TLcl2-3 LLISEMDPVKYIFEKPALTGRVARWQMILTEYDIQYVTQKAIKGSVLSBYLAHQPVASYQPMKFEFPDEDIMH-~-~-~-~ CETPVLEEGPEPGARWTLVFDGASNSLGHGIGAVITSPAGFHIPFTARLCFDCTNNTTEYEACIFGLEAAIDLKIKFLEVYGDSAMVT
TLcl2-5 LLISEMDPVKYIFEKPALTGRVARWQMILMEYDIQYVTQKAIKGSVLSEYLAHQPV?DYQPMKFEFPDEDIMN-~-~-~ CETPVVEEGPEPGARCTLVFDGASNSLGHGIGAAITSPAGFHIPFTARLCFDCTNNTAEYEACIFGLEAAIDLRIKFL*VYGDSALVT

AAQ82037.1 LLISEMDPVKYIFEKPALTGRVARWQMILTEYDIQYTSQKAIKGSILSBYLAEQPIEDYQPMMFEFPDEDIMYLKVKDCEEPLVEEGPDPDDKWTLMFDGAVNMNGNGVGAVLINPKGAHIPFSARLTFDVTNNEAEYEACIMGIEEAIDLRIKTLDIYGDSALV.
ABE88103.1 WLISEMDPIKYIFEKAAVTGKIARWQMLLSEYDIVFKTQKAIKGSILABHLAYQPLDDYQPIEFDFPDEEIMYLKSKDCEEPLIDEGPDPNSKWGLVFDGAVNAYGKGIGAVIVSPQGHHIPFTARILFECTNNMAEYEACIFGIEEAIDMRIKHLDIYGDSALV.

Figura 4.9: Secuencias obtenidas con los cebadores disefiados a partir de un retrotransposén de tipo desconocido de Lens culinaris. A) Secuencias de
aminodcidos que presentan homologias con la integrasa, la retrotranscriptasa y la RNAsaH identificadas con un retrotransposén tipo Tyl-copia por
comparacion con la secuencia AC174305.34 de Medicago truncatula publicada en la base de datos del NCBI. Los recuadros indican cada uno de los
fragmentos conservados; rojo: motivo CCD de la integrasa; verde: retrotranscriptasa; azul: RNAsaH. Con el fondo rojo se representan los residuos de los
centros activos de las proteinas y en negrita los residuos de unién ARN-ADN conservados. B) secuencias de aminodcidos que presentan homologia con la
RNasaH de un retrotransposon del tipo Ty3-gypsy comparadas con otras secuencias publicadas en la base de datos del NCBI (AAQ82037.1: Pisum sativum;
ABE88103.1: Medicago truncatula). Las secuencias estan alineadas con la region de la RNasaH del grupo 1.
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En todas las secuencias aparece un salto en el marco de lectura antes de
comenzar el fragmento codificante para la retrotranscriptasa. Ademas, aparecen
diferentes saltos en el marco de lectura y codones de fin internos en las secuencias

TLc11-2, TLc31-2, TLe21-1, TLc22-4 y TLc33-4.

La primera parte de las secuencias se corresponde con la integrasa. Esta proteina
es la que permite la integracion del ADN del retrotransposén en el genoma del huésped.
Consta de tres dominios conservados: el dominio N-terminal, un dominio central en el
que se encuentra la actividad catalitica de la enzima (CCD, Catalytic Core Domain)
caracterizado por la presencia del motivo DD(35)E y el dominio C-terminal. (Jaskolski
et al, 2009). La secuencia TLc11-2 incluye dos de los residuos del motivo DD(35)E, el
segundo acido aspartico y el acido glutamico. Los dominios N-terminal y C-terminal no
estan conservados por lo que sus secuencias aminoacidicas no se encuentran en las
bases de datos CDD. Esto hace que no se pueda confirmar que el fragmento que se
encuentra a continuacion del CCD se corresponda con el dominio C-terminal de la

proteina.

En su parte intermedia, las secuencias presentan similaridad con una
retrotranscriptasa. Se puede observar el motivo conservado YVDD caracteristico de las

transcriptasas inversas de los retrotransposones Tyl-copia.

El final de las secuencias se corresponde con la RNasaH. Se trata de una RNasa
de tipol de Tyl-copia. Este tipo de proteinas se caracterizan por la presencia de un
centro activo formado por cuatro residuos: tres residuos de acido aspartico (D) y uno de
acido glutamico (E). Estos cuatro sitios forman el denominado motivo DEDD (Goedken
y Marqusee, 2001; Nowotny et al., 2005). Es este caso aparecen los dos primeros
residuos del motivo DDED, aunque el segundo &cido aspartico (D) ha sido sustituido
por un acido glutamico (E), y 8 de los 11 sitios de union del hibrido ARN-ADN
mediante iones metalicos, necesarios para el correcto funcionamiento de la enzima. La
ausencia de alguno de estos sitios de union impediria la formacion de la estructura

secundaria necesaria para la hidrélisis del ARN (Nowotny et al., 2007). De estos sitios
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cabe destacar la presencia de una histidina en el extremo C-terminal que se encuentra
conservada en RNasasH de bacterias, virus y humanos (Tisdale et al., 1991; Oda et al.,

1993).

El segundo grupo representado estd formado por secuencias que presentan el
cebador TnanaR en ambos extremos. Estas secuencias se corresponden con una
RNasaH tipol de Ty3-gypsy de caracteristicas similares a las descritas para la RNasaH
tipol de Tyl-copia. Se trata de un retrotransposon tipo Ogre descrito en guisante por
Neumann et al. (2003) que se caracteriza por su gran tamafio (22 Kb) y por la presencia
de un marco de lectura abierto adicional que codifica para una proteina con funcion
desconocida. Constituye al menos el 5% del genoma de Pisum sativum y se transcribe

tanto en hojas como en raices y flores (Neumann et al. 2003).

Todas las secuencias de este segundo grupo presentan el motivo correspondiente
al centro activo de la RNasaH muy modificado (TTRD en lugar de DEDD), sin
embargo, sélo el ultimo aspartico (D) estd conservado en todos los amplificados. El
primer acido aspartico (D) y el acido glutdmico (E), han sido sustituido por treonina (T)
y el segundo acido aspartico por arginina (R). Ademas, las secuencias presentan los 11
sitios de union del hibrido ARN-ADN mediante iones metélicos, necesarios para el

correcto funcionamiento de la enzima.

Las secuencias del grupo 2, presentan similitudes con secuencias definidas en
diferentes especies como Pisum sativum o Medicago truncatula lo que indicaria la
conservacién de la secuencia del gen pol (codificante para proteasa, integrasa,

transcriptasa inversa y ribonucleasaH) en las leguminosas estudiadas.

Se ha realizado un estudio filogenético con estas secuencias, para ello se ha
utilizado el programa Mega5 para elegir el mejor modelo de evolucion mediante
métodos de maxima verosimilitud. Como en los caso anteriores, éste ha sido el modelo
de Tamura con tres parametros y distribucion gamma (Tamura, 1992). Este modelo
permitié obtener una matriz de distancias a partir de la cual se disefio un &rbol

filogenético basado en el algoritmo Neighbor Joining (Saitou y Nei, 1987) y para
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comprobar la fiabilidad de los nodos del arbol se utilizd un analisis “bootstrap”
realizando 1000 remuestreos. De esta manera se han obtenido dos arboles
correspondientes a los grupos 1 y 2 (Figura 4.10). Se han analizado los dos grupos de
secuencias por separado debido a las diferencias existentes de la region amplificada
entre uno y otro. El estudio conjunto reduciria la secuencia comin a menos de 250

nucleétidos.

En el arbol correspondiente al grupo 1 se puede observar como casi todas las
secuencias muestran una alta similitud exceptuando algunas de ellas como TLc22-4,
TLcl1-2, TLc31-1, TLc31-2 y TLc33-4. Todas parecen mas proximas entre si que con
Medicago. El analisis “bootstrap” parece indicar la presencia de una politomia en el
origen de estas secuencias y una amplificacion reciente de la secuencia que origino el

grupo mayoritario.

En cuanto al segundo arbol, se puede observar un grupo de secuencias de alta
similitud (TLc12-1, TLc12-3, TLc35-3 y TLc23-4) y un origen monofilético de las

secuencias de lenteja posterior a su divergencia con la secuencia de Pisum sativum.

TLc34-3

GRUPO 1 80|~ TLo35-2
56 TLc34-5

LTLcss-s
42— TLc24-5
28 | | [ TLc35-7

ﬁll_ TLe35-9
100 TLc24-2
54 L—Tchm
61 [ TLc24-1

TLc22-4
TLc11-2

TLc31-1

49 TLc31-2
‘ os | TLc33-4
Mediacgo truncatula
i

0.02

Figura 4.10A: Arbol filogenético de las secuencias obtenidas a partir de una secuencia de un
retrotransposén de tipo desconocido de Lens culinaris correspondientes a Tyl-copia. La
divergencia entre las secuencias esta definida por la longitud de las ramas y expresado en
unidades de distancia genética. En cada nodo se indican los valores de “bootstrap”.
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100 | TLc12-1
GRUPO 2 —100]
97 TLc12-3
51 [~ TLec35-3
100 - 7235
68

— TLc12-5
100 TLc34-1
|_,7 TLc35-8

64 ———T1c36-7

Pisum sativum

Medicago truncatula

—_—
0.05

Figura 4.10B: Arbol filogenético de las secuencias obtenidas a partir de una secuencia de un
retrotransposon de tipo desconocido de Lens culinaris correspondientes a Ty3-gypsy. La
divergencia entre las secuencias estd definida por la longitud de las ramas y expresado en
unidades de distancia genética. En cada nodo se indican los valores de “bootstrap”.

4.1.3. Retrotransposones en plantas. Corolario.

La tabla 4.1 muestra la variedad de especies de diferentes taxones con los que
presentan similitudes las secuencias amplificadas con los cebadores descritos. La gran
mayoria de las especies pertenecen a las leguminosas pero aparecen especies de otros
grupos como Setaria faberi, Corchorus olitorius, Oryza sativa o Silene gallica.

Ty1-copia

5 LTR Gag | Pol LTR 3

[ —PBS—‘ CP =~ PR | INT RT |RNASAH— W

Ty3-gypsy

5 LTR +rGag{ — Pol — LTR 3

ﬂ —PBS= CP PR RT RNASAH» INT H »
) —

Figura 4.11: Localizacion de las diferentes secuencias obtenidas en el tipo de
retrotransposon correspondiente. a) secuencias obtenidas con los cebadores
disefiados a partir de regiones conservadas de la retrotranscriptasa de Tyl-copia, b)
primer grupo de las secuencias obtenidas con los cebadores disefiados a partir de un
retrotransposon de tipo desconocido de Lens, c) grupo 1 de las secuencias obtenidas
con los cebadores disefiados a partir de regiones conservadas de la retrotranscriptasa
de Ty3-gypsy, d) grupos 2 y 3 de las secuencias obtenidas con los cebadores disefiados
a partir de regiones conservadas de la retrotranscriptasa de Ty3-gypsy, e) segundo y
tercer grupo de secuencias obtenidas con los cebadores disefiados a partir de un
retrotransposén de tipo desconocido de Lens.
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Tabla 4.1: Relacién de las secuencias localizadas en la base de datos del NCBI que presentan un
nivel de identidad minimo del 90% con los amplificados de los cebadores Copia, Gypsy y Tnana.
En la tabla se indican los identificadores nucleotidicos y aminoacidicos (cuando esta definido),
asi como las principales caracteristicas de cada secuencia y el grupo de retrotransposones al

que pertenecen.

NUmero de Identificador . . Tipo de
accesion proteina Especie Caracteristicas retrotransposon
AF227036.1 AAL36473.1 Setaria faberi Transcriptasa reversa Tyl-Copia
GU734724.1 ADE44145.1 Corchorus olitorius Transcriptasa reversa Tyl-Copia
Z75518.1 CAA99754.1 Oryza sativa ;g?%stﬁgfstsgi or ﬁ";{fgé Ty1-Copia
AF155230.1 AAD42969.1 Orobanche ramosa Transcriptasa reversa Tyl-Copia
EU162608.1 ABW81017.1 Arabidopsis lyrata Poliproteina gag-pol Tyl-Copia
DQ376329.1 ABD18991.1 Orobanche cernua Transcriptasa reversa Tyl-Copia
AJ535751.1 CAD59770.1 Cicer arietinum Transcriptasa reversa Tyl-Copia
AY684660.1 AAT90460.1 Vigna radiata Transcriptasa reversa Tyl-Copia
HQ632856.1 AER13172.1 Phaseolus vulgaris Poliproteina gag-pol Tyl-Copia
AM451833.2 CANB3010.1 Vitis vinifera P\Dﬁtﬁ;gf/ig’fgigga Ty1-Copia
AM426055.2 CAN66710.1 Vitis vinifera P{,‘fﬂgﬁ,ﬁg’é’gggga Ty1-Copia
AY684634.1 AAT90441.1 Vigna radiata Transcriptasa reversa Tyl-Copia
AY684684.1 AAT90480.1 Vigna radiata Transcriptasa reversa Tyl-Copia
AB065058.1 BAB83572.1 Silene latifolia Transcriptasa reversa Tyl-Copia
KF303287.1 AGWA47867.1 Phaseolus vulgaris Poliproteina Tyl-Copia
JX035977.1 AFK88549.1 Arabidopsis halleri Transcriptasa reversa Tyl-Copia
AL138659.1 CAB75469.1 Arabidopsis thaliana Transcriptasa reversa Tyl-Copia
AMA467485.2 CAN79192.1 Vitis vinifera P{,‘Tﬁ{gﬁ‘,’}?g’éﬁ@? Tyl-Copia
AY684673.1 AAT90470.1 Vigna radiata Transcriptasa reversa Tyl-Copia
AB065032.1 BAB83551.1 Silene gallica Transcriptasa reversa Tyl-Copia
AY683021.1 AAT85845.1 Vigna radiata Transcriptasa reversa Ty3-gypsy
AC147774.3 ABD28305.1 Medicago truncatula Transcriptasa reversa Ty3-gypsy
XM_006573989.1 | XP_006574052.1 Glycine max DNA polimerasa Ty3-gypsy
AY299395.1 AAQ82033.1 Pisum sativum Poliproteina gag-pol Ty3-gypsy
XM_006584138.1 | XP_006584201.1 Glicine max P”’teL'”Oacnl%gf;;a;éggzada Ty3-gypsy
XM_004506136.1 | XP_004506193.1 Cicer arietinum Pmtfggﬁ’ocﬂgztge;'fda Ty3-gypsy
AP002054.1 BAB02630 Arabidopsis thaliana Poliproteina pol Ty3-gypsy
AY299395.1 AAQ82037.1 Pisum sativum Poliproteina gag-pol Ty3-gypsy
AC147431.19 ABES88103.1 Medicago truncatula Ribonucleasa H Ty3-gypsy
AC174305.34 Medicago truncatula Clon mth2-108j24 Tyl-copia
XM_003537652 XP_003537700 Glycine max Tioredoxina reductasa

La diversidad de familias de retrotransposones encontrada, asi como las
similitudes que presentan con elementos de diversas especies vegetales tanto
relacionadas con las leguminosos como pertenecientes a otros taxones, indican la
abundancia en el genoma y su presencia y conservacion a lo largo de todo el reino

vegetal tanto de la familia Tyl-copia como de Ty3-gypsy (Tabla 4.1).
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La Figura 4.11 muestra un esquema con la localizacion de las diferentes

secuencias obtenidas a partir de zonas conservadas de retrotransposones Tyl-copia y

Ty3-gypsy.

4.2. ldentificacion de repeticiones largas terminales o
LTRs

4.2.1. ldentificacion de LTRs a partir de las secuencias obtenidas
con los cebadores disefiados a partir de la retrotranscriptasa de

copiay gypsy.

Una vez secuenciadas todas las bandas amplificadas con los cebadores
especificos Gypsy, Copia y Tnana, se disefiaron nuevos cebadores complementarios a
los extremos de las secuencias obtenidas en cada caso, para poder avanzar por ellas
hasta alcanzar el extremo del retrotransposén donde se encuentran las LTRs ya que son

estas las regiones necesarias para el disefio de nuevos marcadores moleculares.

Para poder avanzar a lo largo del retrotransposén, es necesario realizar una
digestion del genoma mediante endonucleasas de restriccion, de manera que se pueda
ligar un adaptador al extremo digerido y realizar una amplificacion utilizando el

cebador especifico y otro complementario al adaptador.

Aunque se disefiaron cebadores a partir de todas las secuencias obtenidas,
solamente se probaron seis, todos ellos correspondientes a secuencias obtenidas con los
cebadores de Tyl-copia. En la Tabla 4.2 se indica el nombre de cada una de ellas y su
secuencia de procedencia asi como el grupo correspondiente de los descritos para Tyl-

copia y Ty3-gypsy en el apartado anterior.

A continuacién, se llevé a cabo el protocolo de digestion, ligacion vy
amplificacion. La amplificacion se realizé en dos pasos, un primer paso en el que s6lo
se utilizd el cebador especifico de cada una de las secuencias y una segunda
amplificacion con el cebador especifico y el correspondiente al adaptador de la enzima
de restriccion. De esta manera se intento evitar una amplificacion masiva de fragmentos

que presentaran el cebador del adaptador en ambos extremos.
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Tabla 4.2: Cebadores disefiados a partir de algunas de las secuencias obtenidas con los
cebadores disefiados para TyI-copia.

Cebador | Origen Grupo Secuencia T

NLc-1 CLc3-10 Gr 1 copia 5" CTACAAGAAGGTTAGTGG 3° 46,2°C

NLc-2 CLc3-01 Gr 2 copia 5" GTGTAAGCTAGTTGAGTC 3’ 46,5°C

NLc-3 | CLc2-12 | Gr2gypsy | 5 CTTATCAGAGAGCTATGG3® | 455°C

NLc-4 CLc3-02 Gr 3 copia 5 GAGTCTGTTATGTGTGAG 3’ 46,5°C

NLc-5 CLc3-19 Gr 6 copia 5’ CTCTACGTCGATGATATG 3’ 45,9°C

NLc-6 CLc2-10 Gr 2 gypsy 5’ CCTTCATAACACCTTGGG 3’ 49,8°C

Tras la realizacion de las amplificaciones se observaron nuevos patrones de

bandas en funcién del cebador utilizado en cada caso. (Figura 4.12).
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Figura 4.12: Bandas obtenidas con los cebadores NLc
(NLc1, NLc2, NLc3, NLc4, NLc5 y NLc6). Se indican las
bandas aisladas para su clonacion y secuenciacién. A la
izquierda se indica el tamafio de cada una de las bandas
del marcador de peso molecular utilizado como control.

El siguiente paso consistio en el aislamiento de todas las bandas amplificadas, su
ligamiento en un vector de clonacion y la posterior transformacion y clonacién de
células competentes. De todas las colonias recombinantes obtenidas, se seleccionaron
16 de cada una de las bandas, se comprob6 la presencia del inserto mediante

minipreparaciones de colonias recombinantes. Con las bandas 1 y 4 de NLc3 y la banda
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2 de NLc5 no se obtuvieron colonias con insertos de tamafio apreciable aunque si que
aparecian colonias blancas en las placas, del resto de las bandas se secuenciaron cinco

colonias.

Las secuencias se alinearon con el algoritmo Clustal en el programa MEGAS5 de
forma que se pudo comprobar que todas ellas eran iguales en funcién del cebador
utilizado y la banda de la que procedian, de manera que sélo se incluird una secuencia

de cada grupo en la Figura 4.13.

A continuacion, se compararon dichas secuencias con otras incluidas en la base
de datos GeneBank del NCBI mediante el uso de los algoritmos BLASTn y BLASTp de
manera que se encontraron niveles de identidad mayores del 90% con fragmentos de

retrotranscriptasas de otras especies vegetales (Tabla 4.3).

Tabla 4.3: Relacion de las secuencias localizadas en la base de datos del NCBI, que
presentan un nivel de identidad mayor del 90% con los amplificados de los cebadores NLc
(NLc1, NLc3 y NLc4). En la tabla se indican las referencias nucleotidicas y aminoacidicas,
asi como las principales caracteristicas de cada secuencia y el grupo de retrotransposones
al que pertenecen.

Numero de Identificador . - Tipo de
e . Especie Caracteristicas .
accesion proteina retrotransposon

AF077408.1 AAC26250.1 Arabidopsis thaliana Transcriptasa reversa Tyl-Copia

AC137921.2 AAR06328.1 Oryza sativa Transcriptasa reversa Tyl-Copia

AY299398.1 AAQB2037.1 Pisum sativum Poliproteina gag-pol Ty3-Gypsy

- - Proteina no caracterizada

XM_004490430.1 XP_004490487.1 Cicer aritinum LOC10149483 Ty3-Gypsy

HQ622856.1 AER13172.1 Phaseolus vulgaris Poliproteina gag-pol Tyl-Copia
S Proteina hipotética :

AM447752.2 CANG65281.1 Vitis vinifera VITISV 035564 Tyl-Copia

Para poder avanzar a lo largo de las secuencias hasta alcanzar las LTRs era
necesario disefiar cebadores que estuviesen lo mas cerca posible del extremo de la
secuencia. Esto dificulté la obtencion de buenos cebadores ya que no en todos los casos
estos extremos presentan las caracteristicas idoneas para su disefio, ya fuese por una
proporcion inadecuada de nucledtidos G y C o por la formacion de estructuras
secundarias. De esta manera no siempre se amplificaban secuencias Unicas ni se obtenia
la secuencia original, inicamente se ha conseguido amplificar la secuencia deseada con

la banda 1 de NLcl (NLc1B1), la banda 2 de NLc3 (NLc3B2) y la banda 1 de NLc4
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(NLc4B1) (Figura 4.13). Con el resto de cebadores se han obtenido secuencias que no

se corresponden con aquellas de las que proceden.

Con los cebadores NLc1 y NLc4 se han obtenido secuencias correspondientes a
retrotransposones del tipo Tyl-copia mientras que, con el cebador Nlc3, el

retrotransposon localizado pertenece a la familia Ty3-gypsy.

Todas estas secuencias excepto NLc4B1, mostradas en la Figura 4.13 como
secuencias de aminoacidos, presentan el motivo conservado YVDD en el que se
encuentra el centro activo de la retrotranscriptasa (Suoniemi et al., 1998) vy, en la
secuencia NIc3B2, dos de los 13 residuos del centro activo descritos por Huang et al

(1998).

Como se puede observar en la Figura 4.13, las secuencias NLc1B1 y NLc4B1
presentan codones de parada antes de la terminacion de la proteina lo que las convierte

en proteinas no funcionales.

Con esta técnica se han conseguido secuencias mas largas que las obtenidas en
las primeras amplificaciones, sin embargo no se ha conseguido alcanzar las regiones de
las LTRs debido al pequefio tamafio de las bandas amplificadas. Se podrian haber
obtenido secuencias mas largas probando diferentes enzimas de restriccion que
presentasen dianas menos comunes en el genoma, sin embargo existen otros problemas
como son la longitud de dichos elementos, en algunos caso de miles de pares de bases, y
a interferencias en la unién de los cebadores debidos a las zonas de insercion de los RTs
gue convierten este proceso en un trabajo largo y tedioso. Por ello, se decidié utilizar
nuevas técnicas basadas en cebadores disefiados a partir de regiones que se encuentren
proximas a las LTRs como es el caso de la RNasaH en los retrotransposones tipo copia

(Pearce et al., 1999) o de la region PBS adyacente a la LTR 5’ (Kalendar et al., 2010).
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A)
CLc3-10 TGAAACCGTAAAACAATATGGA ATCAAAAATGAAGATGAACCTTGTGTCTACAAGAAGGTTAGTGGGAGCATGATCGTGTTTCTGGTATTATATGTAGACGACATA

NLc1B1 CTACAAGAAGGTTAGTGGGAGCATGATCGTATTTCTGGTATTATATGTAGATGACATATTACTCATTGGAAACGATGTCCCTACCTTGCAACAAGTGAAGACTTGGTTAGG
AFO77408.1 e i a e TACAAGAAGACTAGTGGGAGCGCAGTCGCATTTCTGGTATTGTATGTAGATGACATACTGCTCCTTGGAAATGACATTCCTTTGCTTCAGTCTGTTAAGACTTGGCTTGG
Y 5 3 2 TACAAGAAGATTAGTGGGAGCGCACTGGTG CTAATCCTATATGTAGATGACATATTATTGATTGGGAATGATATTCCTATGCTTGAATCTGTTAAGACATCGTTGAA
NLclB1 GAATTGTT ATATGAAGTACCTTGGTGAAGCAACCTATATATTAGGAATCAGGATATATAGAGATAGATCACAAAAACGTGCTTGCCCTAAGTCGGAGTACATACATAGACAAGTGTTGAGATGCTTTAATATGCATGATTCTAAGAAAGGATTCATACC
AF077408.1 AAGTTGTTTCTCGATGAAAGACATGGGTGAAGCTGCCTATATTCTTGGAATAAGAATCTATAGAGATAGATTAAACAAAATAATTGGACTAAGTCAGGATACTTATATAGATAAGGTCTTGCATAGGTTCAATATGCATGATTCTAAGAAAGGATTTATACC
AC137921.2 AAATAGTT CAATGAAGGACTTAGGGGAAGCAGCATATATTTTGGGCATAAGGATCTATAGAGATAGATCAAAGAGGCTAATTGGATTAAGCCAAAGTACATACATTGACAAGATGTTGAAGAGGTTCAACATGCAAGATTCTAAGAAAGGTTTCTTACC
NLc1B1 TATGTAACATGGCTTGTGTCTATCAATAGCACAATCCCCTTAAACTAAGGAAGAAAGGGATCGCATGAATAAGATTCCATATGCATCTGCAATAGGATCTATCATGTATGCCATGTTATGTACTCGACCAGATGTCTCGTATGC ACTCAGGATCCATCA
AF077408.1 AATGTCTCATGGCATAACTCTTAGCAAGACTCAGTGTCCTTCGACGCATGATGAGCGAGAGCGGATGAGTAAGATTCCATATGCTTCTGCTATAGGATCTATCATGTATGCTATGCTCTACACTCGCCCCGATGTTGCATGTGCTTTGAGCATGACGAGCAG
AC137921.2 GATGTCACATGGCATTAATCTTGGCAAGAATCAGTGTCCTCAAACGACTGATGAGCGAAACAAGATGAGTGTGATTCCATATGCCTCGGCAATCGGATCCATTATGTATGCTATGCTATGTACACGTCCAGATGTTTCATATGCACTTAGTGCAACAAGCCG
CLc2-12 ATTTGAAGAACGCTGGGGAAACTTATCAGAGAGCTATGGTAACCTTGTTCCATGACATGATGCACAAGGAGGT CGAGGTCTACGTGGATGACATGA

NLC3B2 TATCAGAGAGCTATGGTCACTTTATTCCATGACATGATTCACAAGGAGATCGAATGCTATGTTGATGATATGATTGCAAAATCTCACACAGAGGATGAACACT TGGTTAATCTACAGAAGCTA GAAAGGTTGAGAA
AY299398.1 TATCAGAGGGCAATGACGACTCTTTTTCATGACATGATGCACAAAGAAATTGAAGTGTACGTAGATGATATGATTGCAAAGTCACAGACAGAAGAGGAGCACCTGGTTAATTTGCAGAAGCTGTTTGACCGTTTGAGAA
XM_004490430.1 TATCAAAGAGCAATGGTAACCTTGTTTCATGACATGATGCATAAGGAAATAGAGGTTTACGTGGATGATATGATCGCAAAATCTCGAACTGAAGAAGACCATGTTGTTAACCTTCAAAAGTTATTTGAGCGACTAAGGA
NLC3B2 AA AGATTGAGGCTAAATCCCAACAAGTGTAC TGGGGTCCGATCTGGAAAGTTACTTGG CTTGGTCAGTGAAAGAGGTATCGAGGTGGATCCCGCCAAGAT CAAAGAAATACAAGAGATGCCAGAGCCGAGAACTGAAAAACAAGTCAGAGGTT
AY299398.1 AGTTCAAACTGAGGCTGAATCCGAACAAGTGTACGTTTGGGGTGAGATCAGGGAAGCTTTTAGGCTTCATTGTCAGTGAGAAAGGGATTGAGGT TGATCCAGCAAAAGTCAAAGCTATTCAAGAGATGCCTGAACCGAAAACGGAGAAGCAAGTCCGTGGGT
XM_004490430.1 AGTTCAAACTTCGTTTAAACCCTGCTAAATGCACATTTGGTGTAAGATCAGGCAAATTACTTGGGTTTATCGTTAGTCAAAAAGGGAT AGAGGTGGACCCAGATAAAGTAAGAGCAATACAAGAAATGCCGGCCCCACGCACGGAAAAAGAAATTCGTGGCT
NLC3B2 TCCTAGGGAGACTGAACTACATATCCAGATTTATTTCAAACTTGACTGCCACATGTGAGCCGATCTTTACTCAGGATCCATCA

AY299398.1 T AGGGAGGTTGAACTACATTGCAAGGTTCATATCTCACCTAACTGCCACGTGTGAACCAATTTTCAAATTGCTAAGAAAG

XM_004490430.1 T GGGTAGATTGAATTACATTGCAAGGTTTATATCGCACCTCACCGCTACATGCGAGCCGA CAAATTGTTGCGCAAA

CLc3-02 TTCGAGTCTGTTATGTGTGAG-AATGCTACAAGAAGACTACTTCTGATAACTGTATCTTTGTCAAATTTTTTACTAATGATGATATTATTATATTGTTATTGTACGTAGATGACATG

NLc4B1 .+ . GAGTCTGTTATGTGTGAGAAAGGATACCAGAAGACTACTTCAGATCATTGCGTCTTTGTTAGAAAATTTTCTAAAGATTACCTCATTATCCTATTATTACAAGTT. .o v vt v e n ATTGTAGGGAAGACTATTTCTAATGTTGACAAGTTAAAGAAG
HQ622856.1 .+ . GAGTCTGTTATGTGTGAGCAAGGCTACAAGAAGACTACTTCTGATCATTGTGTGTTTGTTAAAAAATTTGCTAATGATGATTTCATTATCCTGTTGTTGTATGTTGATGACATTCTTATTGT TGGGAAAGATATTTCCATGATCAACAGGTTGAAGAAG
AM447752.2 . . . GAATCAGTTATGGGGGAGCAAGGCTACAAAAAAACTACTTCTAACCATTGTGTATTTGTGCATAAATTCTCTGATGATGATTTTGTTATATTGTTGCTCTATGTTGATGATATCTTGATTGT TGGCAGAAATGTTTCAAGAATTGATAAGCTGAAGAAG
NLc4B1 TAATTGGGCGAGTAATTTTCCATGAAAGACATAGGAGAAACTAAACATATTTTTGGCATTAGAATCACACATGACAGAAAGGAGAATAAATTTTCAATGTCACGAGAACATTATATCGAAAGAGTGATGCAAAGATTCCAAATGGAAATTTCTAAGGCGGTA
HQ622856.1 CAATTGAGTGAGTCATTTGCTATGAAAGACATGGGAGCTGCTAAGCAAATTCTTGGTATAAGAATCATGCGTGATAGGCAAGAGAAAAAGCTTTGGTTGTCACAGGAGAACTATGTTAAAAGAGTGCTACAGAGGTTCCAGATGGAAAATGCTAAGGTGGTA
AM447752.2 CAATTAAGCAAATCCTTTTCCATGAAGGATTTAGGGCCAGTAAAGAAAATTCTTGGTATTAGAATTGAGCGAGATAGAGCATCCAAGAAGCTGTATATGTCACAGGAGCAATATATTGAAAAGGTGCTTGAAAGATTTAACATGAGCAAAGCTAAAGTGGTT
NLc4B1 AACACTCCTCTTGCTACTCATTTCAAGTTGAGTTCTAATCAAAGTCATTCAAGTGAAGATGAGACATTTGATATGAAACATTTTCCTTATGCGTTAGTTGTGGGTAGTT TACTCAGGATCCATCA

HQ622856.1 AGCACTCCTCTTGCTACCCATTTTAAATTGAGTACAAAACAAAGTCCTTCTTATGAATATGAAAAGTCAGATATGCAACGGATTCCTTATGCATCTGCTGTGGGTAGCTTGATGTATGCAATGGT

AM447752.2 AATTCTCCTCTAGCTAGTCACTTTAAGCTAAGCAGAAGACATAGCCCTTCTATAGATAAGGAGAAGGAAGACATGAGAAGAGTTCCATATGCCTCAGCAGTAGGAAGTT TGATGAATCCCATGGT

B)

CLc3-10 . FDETVKQYGFIKSEDEPCVYKKVSGSMIVFLVLYVDDI

NLCIBL e YKKVSGSMIVFLVLYVDDILLIGNDVPTLQQVKTWLGNCFYMKYLGEATYILGIRIYRDRSQKR-ACPKSEYIHRQVLRCFNMHDSKKGFIPM*HGLCLSIAQS-P*TKEERDRMNKIPYASAIGSIMYAMLCTRPDVSYA
AAC26250.1 . . YKKTSGSAVAFLVLYVDDILLLGNDIPLLQSVKTWLGSCFSMKDMGEAAYILGIRIYRDRLNKIIGLSQDTYIDKVLHR-FNMHDSKKGFIPMSHGITLSKTQC-PSTHDERERMSKIPYASAIGSIMYAMLYTRPDVACA
AAR06328.1 ... YKKISGSALVFLILYVDDILLIGNDIPMLESVKTSLKNSFSMKDLGEAAYILGIRIYRDRSKRLIGLSQSTYIDKMLKR-FNMQDSKKGFLPMSHGINLGKNQCLPQTTDERNKMSVIPYASAIGSIMYAMLCTRPDVSYA
CLc2-12 . YQVMPFDLKNAGETYQRAMVTL FHDMMHKEVEVYVDDM

NLC3B2 e YQRAMVTLFHDMIHKEIECYVDDMIAKSHTEDEHLVNLQKLFERLRKFRLRLNPNKCTFGVRSGKLLGFLVSERGIEVDPAKIKEIQEMPEPRTEKQVRGFLGRLNYISRFISNLTATCEPIF

AAQ82037.1 i YQRAMTTLFHDMMHKEIEVYVDDMIAKSQTEEEHLVNLQKLFDRLRKFKLRLNPNKCTFGVRSGKLLGFIVSEKGIEVDPAKVKAIQEMPEPKTEKQVRGFLGRLNYIARFISHLTATCEPIF

XP_004490487.1 ............unn YQRAMVTLFHDMMHKEIEVYVDDMIAKSRTEEDHVVNLQKLFERLRKFKLRLNPAKCTFGVRSGKLLGFIVSQKGIEVDPDKVRAIQEMPAPRTEKEIRGFLGRLNYIARFISHLTATCEPIF

CLc3-02 ESVMCENDYKKTTSDNCIFVKFFTNDDIIILLLYVDDM

NLc4B1 ESVMCEKGYQKTTSDHCVFVRKFSKDYLIILLLQ----- IVGKTISNVDKLKK*LGE*FSMKD—-EKLNIFGIRITHDRKENKFSMSREHYIERVMQRFQMEISKAVNTPLATHFKLSSNQSHSSEDETFDMKHFPYALVVGSLL

AER13172.1 ESVMCEQGYKKTTSDHCVFVKKFANDDFIILLLYVDDILIVGKDISMINRLKKQLSESFAMKDMGAAKQILGIRIMRDRQEKKLWLSQENYVKRVLQRFQMENAKVVSTPLATHFKLSTKQSPSYEYEKSDMQRIPYASAVGSLM

CAN65281.1 ESVMGEQGYKKTTSNHCVFVHKFSDDDFVILLLYVDDILIVGRNVSRIDKLKKQLSKSFSMKDLGPVKKILGIRIERDRASKKLYMSQEQYIEKVLERFNMSKAKVVNSPLASHFKLSRRHSPSIDKEKEDMRRVPYASAVGSLM

Figura 4.13: Secuencias nucleotidicas (A) y aminoacidicas (B), obtenidas con los cebadores NLc1, NLc3 y NLc4, disefiados a partir de las secuencias analizadas
en el apartado anterior. En primer lugar se muestra la secuencia de partida y, a continuacion, la secuencia localizada comparada con otras especies diferentes
publicadas en la base de datos del NCBI. En negrita se indican las regiones conservadas del gen de la retrotranscriptasa localizadas en estas secuencias.
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4.2.2. Identificacion de LTRs a partir de la secuencia de la
RNasaH

Esta proteina se encarga de degradar el ARN en el heteroduplex ARN-ADN que
se forma durante la retrotranscripcion y de liberar la PPT (polypurine tract), que
presenta resistencia a la enzima debido a la pérdida de una de las histidinas cataliticas
propia de las RNasasH del resto de elementos transponibles, y actia como cebador para
iniciar la amplificacion de la segunda cadena de ADN. Esta actividad es imprescindible
para los retrotransposones LTR ya que éstos, a diferencia de los no LTR, llevan a cabo
su ciclo de vida en el citoplasma de las células eucariotas o en el interior de estructuras
similares a virus por lo que no pueden acceder a las RNasas de la célula huésped que se
encuentran en el ndcleo celular, todo ello implica que las RNasas de los
retrotransposones LTR presenten dominios propios y un mayor nivel de conservacion

en sus secuencias (Malik, 2005).

Se utilizaron técnicas basadas en el uso de dos cebadores disefiados a partir de
una regién interna conservada de dicha proteina (RNasahl y RNasah2), de un

retrotransposon de guisante (Pearce et al., 1999).

Con estos cebadores se utilizaron dos técnicas diferentes, ambas basadas en una
digestion parcial del genoma seguida de una ligacion de adaptadores a los extremos de
los cortes y una amplificacién doble. La diferencia se encuentra en este Gltimo paso de
la reaccion ya que una de ellas consiste en una PCR anidada o “nested PCR” (Figura
4.14), que consiste en una primera amplificacion con el cebador Rnasahl junto con el
del adaptador, seguida de otra amplificacion en la que se combina este ultimo con el
cebador Rnasah2, mientras que la otra técnica es similar a la utilizada con los cebados
NLc del apartado anterior, es decir una PCR sencilla tanto con el cebador Rnasahl

como con Rnasah2.

Estos cebadores solo se puede utilizar para amplificar retrotransposones del tipo
Tyl-copia ya que solo éstos tienen la RNasaH proxima a la LTR (Figura 1.5) y ademas,

la mayor parte de estos retrotransposones, presentan unas 500 pb entre el primer motivo

112



Resultados y discusion

conservado de la RNasaH y la LTR lo que permite alcanzar esta ultima region tras una
unica amplificacion (Pearce et al., 1999). Por ello se utilizaron unas condiciones
especificas para la digestion del genoma que permitiesen obtener fragmentos de menos
de 1000 pb, lo que facilitaria su extraccion y clonacion para obtener las secuencias

deseadas.

[ LTR | GAG PR INT PT RNasaH l LTR }

@ Digestion parcial
| L — L RNasaH LR 4 |

@ Ligacion de adaptadores

RNasaH

+ RNasaH | LTR LTR
- (r 5 —~ Bl [ ™0
h1 h2

Amplificacion con cebador Rnasah1 y adaptador @
h1

W T R W
—{

RNasaH

Amplificacién con cebador Rnasah2 y adaptador @

h2
o

[ [ 1TR ]

RNasaH =

Figura 4.14: Esquema de la técnica “nested PCR” o PCR anidada. Técnica utilizada con los
cebadores disefiados a partir de regiones conservadas de la RNasaH.

En la Figura 4.15 se pueden observar los patrones de bandas obtenidos tras las

amplificaciones con ambos cebadores.

A partir de estos geles se aislaron las diferentes bandas amplificadas para
proceder a la transformacién de células competentes. Se seleccionaron 16 de todas las
colonias recombinantes crecidas en las placas de LB con ampicilina correspondientes a
cada una de las bandas, y se realizaron minipreparaciones de colonias positivas para
comprobar la presencia del inserto esperado y, de éstas, se secuenciaron cinco colonias

de cada una de las bandas aisladas.
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Figura 4.15: Bandas obtenidas con los cebadores RNasahl (PCR
sencilla) a la izquierda y RNasah2 (PCR nested) a la derecha. Se indican
las bandas aisladas para su clonacién y secuenciacion. A la izquierda se
indica el tamafio de cada una de las bandas del marcador de peso
molecular utilizado como control.

Una vez obtenidas las secuencias, se alinearon mediante el programa MEGADS de
manera que se pudo comprobar que todas aquellas obtenidas a partir de una misma
banda eran iguales. Ademas, se introdujeron en la base de datos del NCBI para

compararlas con otras secuencias ya descritas, mediante los algoritmos BLAST.

No todas las bandas obtenidas mostraron homologia con la RNasaH de manera
que se localizaron retrotransposones similares a los descritos por Pearce (1999) para
Pisum sativum (Tps) y Vicia faba (Tvf), ademas de otros retrotransposones diferentes,

Gnicamente con tres de las secuencias amplificadas.

Los nombres de las secuencias indican el cebador con el que se ha realizado la

amplificacion (RNH1 o RNH2) y el clon del que proceden, precedido de un guion.

Como se puede observar en la Figura 4.16, la secuencia obtenida a partir de la
banda 4 del cebador RNasah2 mediante PCR anidada (RNH2-4), presenta homologia
con alguno de los retrotransposones de Pisum sativum (Tps3 y Tps5) y Vicia faba (Tvf5

y Tvf6) descritos por Pearce et al. (1999). En dicho trabajo, se localizaron 9
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retrotransposones de Pisum sativum (Tps), 6 elementos de Vicia fava (Tvf) y 8 de Picea

abies (Tpa).

La secuencia obtenida a partir de la banda 3 amplificada con el cebador
RNasaH1, en este caso se trata de una amplificacion sencilla, (RNH1-3), presenta
homologia con un retrotransposon del tipo SIRE-1 descrito en Glicine max. Este tipo de
elementos pertenecen a la familia Tyl-copia y son los Unicos de esta familia
encontrados hasta el momento que presentan el gen env que codifica para una envoltura
similar a la de los virus por lo que son considerados como proretrovirus (Laten et al.,
1998). En este caso se ha localizado un retrotransposon que presenta una RNasaH
similar a la presente en elementos del tipo SIRE-1 pero que carece del gen env, lo
mIismo que ocurre con otros retrotransposones descritos en otras leguminosas como
Pisum sativum (Tp3) y Vicia fava (Pearce, 2007), la gran similitud que existe entre la
secuencia de la RNasaH de ambos elementos sugiere una historia evolutiva comun
aunque no esta claro si el origen esta en un virus ancestral que ha perdido el gen env en
todas las especies de leguminosas excepto en soja 0 si se trata de una adquisicion

reciente del genoma de ésta leguminosa (Laten et al., 1998).

En la Figura 4.17 se muestran las secuencias de aminoacidos traducidas a partir
de los amplificados con los cebadores Rnasah, de manera que se puede observar la
secuencia correspondiente a la RNasaH, una vez alcanzado el triplete de fin de
traduccion muestran los nucle6tidos que se corresponden con la regién PPT (PolyPurine

Track) y laLTR.

La secuencia RNH2-2, aislada a partir de la banda 2 del cebador Rnasah2,
presenta homologia con un fragmento de una RNasaH tipo 1 como la localizada con los
cebadores especificos de Ty3-gypsy. En este caso correspondiente al retrotransposon
Ogre de Pisum sativum, pero no se ha alcanzado el extremo de la LTR ya que se trata de
un retrotransposon de gran tamafio y, en este caso, la distancia entre la RNasaH y la
LTR es demasiado grande como para poder secuenciarla con una sola amplificacion de

manera que se ha obtenido una region interna de la proteina.
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..................... ADIFTKALDANQLENLRGKLGICQHEKL*
...................... ADIFIKALDANQFENLRGKLGICQHEEL*
...................... ADIFTKALDTNPFECLRGKLRICIHENP*

PIFCDNTSAINLTKNPVLHSRTKHIDIRHHFIRDLVEDKVITLEHV?TELKLADIFTKALDATQFENLKSKLGICLYEEI®
. LYCDNLSAINISKNPVQHSRTKHIDIRHHYIRDLVDDKVITLEHVDTEEQIADIFTKALDANQFEKLRGKLGICLLEDL*
.......................... LRHHFIRDLVEDKVITLEHVATELQLADIFTKALDATQFENLRGKLRICIHENP*

DPSKCTFGVQSGKLLGFIVSHRGIEVDPVKVKAIQDMPVPETEKQVRGFLGRLNYIARFISHLTSTCEPLFKLLRKDQAIVWNDDCQKAFDKVKEYLQEPPILMPPVPGRPLIMYLTVLDNSMGCVLGQHDESG
. PNKCTFGVRSGKLLGFIVSEKGIEVDPAKVKAIQEMPEPKTEKQVRGFLGRLNYIARFISHLTATCEPIFKLLRKNQAIKWNDDCQKAFDKIKEYLQKPPILIPPVPGRPLIMYLSVTENSMGCVLGRHDESG

RREYAIYYLSKKFTDCETRYSLLERTCCALVWAARRLRQYMLAHTTLLISRMDPVKYIFEKPALTGRVSRWQMILTEYDIQYVTQDPS
RKEHAIYYLSKKFTDCETRYSLLEKTCCALAWAARRLRQYMLNHTTLLISKMDPVKYIFEKPALTGRVARWQMILTEYDIQ.......

Figura 4.16: Secuencias de proteinas obtenidas con los cebadores RNasah1 y RNasah2, disefiados a partir de dos motivos conservados de la secuencia de la
RNasaH de Pisum sativum. Solamente se han incluido las regiones codificantes de la proteina.

RNH2-4
Tps5
Tvf6
Tvf5
Tps3
RNH1-3
Tp3

ADIFTKALDVNQFEVLRGKLGICIYEDL....
ADMFTKALDANQFECLRGKLGICVYENL. ...
ADIFTKALDANQLENLRGKLGICQHEKL. ..
ADIFIKALDANQFENLRGKLGICQHEEL....
ADIFTKALDTNPFECLRGKLRICIHENP. ..
ADIFTKALDATQFENLKSKLGICLYEETI....
ADIFTKALDATQFENLRGKLRICIHENP. ...

[41pb]........ AGAAG-TGCAAGAATACTCAAGAACTCTGTAAAGGCTGGAAATGTATTCTTTGGTGATGATAAAGCGTTGGTTGAGGTCA (110pb)
[70pb]....... GAGAGA-TGTGATGGTGTAAAGATTCTATGAGATTTATTTACCTTGACTCAATTTTTGACTAAAAAAGGGGGGAGA
.[-9pb]....... GAGGAATTGTAGCAATTAATTTTGCTTAAAACAAGGGTTGAAGGAGTTATTTTTGTTAAGTCTATTTTGATTGGGTTAATC (83pb)
[-9pb]....... GAGAAATTGTAGCAATTAATTTTGCTCAAAACAAGGGTTGAAGGAGTTATTTTTGTTAAGTCTATTTTAAGTGGGTTAATC (79pb)
.[ 8pb]...... AAAGGAG-TGTGTGGTTAATATCCCAAAGGATATTTCTAACAAAAATACGAAGGAGTTTTGCAAAGTGGTTGAA
[42pb]....GATAGAATGATGGTCCTGAGTAAGAACAAGTATTCACTTTCGAGGATTGATGATTTGATGGATCCTGAGTAATGTCGATATGTT (204pb)
[29pb]..... AAAGGAAGATGTTG

Figura 4.17: Secuencias de proteinas, PPT y LTR obtenidas con los cebadores RNasahl y RNasah2. Estos cebadores se disefiaron a partir de dos motivos
conservados de la secuencia de la RNasaH de Pisum sativum. En este caso se muestra la secuencia aminoacidica correspondiente a la RNasaH hasta el triplete
de fin de la traduccion seguida de las secuencias nucleotidicas de la region del PPT (azul) y del inicio de la LTR (verde) ya que no se trata de regiones
codificantes. Entre corchetes se indica el nimero de nucledtidos presentes entre la proteina y la regiéon PPT y, entre paréntesis, el nUmero de nucledtidos
omitidos de las secuencias.



Resultados y discusion

4.2.3. Identificacion de LTRs a parir de secuencias PBS

Kalendar et al. (2010), propusieron el uso de la combinacién de cebadores,
iguales o diferentes, obtenidos a partir de las regiones PBS (Primer Binding Site o sitio
de unién de cebadores) de distintos retrotransposones para generar marcadores
moleculares. Esta region se encuentra junto a uno de las LTRs por lo que, con ellos, se
consiguio secuenciar los extremos de dos retrotransposones que se encuentren proximos

en el genoma.

Kalendar et al. (2010) recopilaron las secuencias de retrotransposones LTR
publicadas en las bases de datos NCBI, RetrOryza y TREP. En ellas localizaron la
region correspondiente al PBS vy, a partir de ésta, disefiaron cebadores que permitieran
la amplificacién de la LTR contigua. Este tipo de cebadores ha demostrado su
efectividad tanto en animales como en plantas y es la Unica técnica descrita hasta el
momento que permite obtener las secuencias de las LTR de cualquier tipo de
retrotransposones incluidos TRIM (Terminal-Repeat Retrotransposons in Miniature) y
LARD (Large Retrotransposns Derivatives), los cuales carecen de dominios
codificantes. La Unica limitacion del método es que solamente se amplifican
retrotransposones que se encuentren cercanos en el genoma y en sentido inverso uno

con respecto al otro (Kalendar et al., 2010).

En este trabajo se han utilizado doce de los estos cebadores en reacciones de
amplificacion en las que se afiaden estos cebadores de forma individual o combinados

de dos en dos (Tabla 4.4).

Tras la amplificacion se realizaron geles de electroforesis para comprobar el
namero de bandas y el tamafio de cada una de ellas y, en funcion de estos parametros,
realizar una purificacion del gel para integrar las secuencias en el vector de clonacion y
transformar células competentes directamente en el caso de que el aislamiento de las
diferentes bandas fuese muy complicado o, por el contrario, aislarlas y realizar
transformaciones de bandas individuales como se habia estado haciendo con el resto de

cebadores hasta el momento.
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Tabla 4.4: Cebadores utilizados con la técnica iPBS.

Cebador Secuencia Identificacion' | T2 ¢ptima
PBS-1 5> ACTTGGATGCTGATACCA 3° 2231 52°C
PBS-2 5> AACCGACCTCTGATACCA 3’ 2249 51°C
PBS-3 5" GACCTAGCTCTAATACCA 3’ 2256 51°C
PBS-4 5" GAACTTGCTCCGATGCCA 3’ 2373 51°C
PBS-5 5> GAACCCTTGCCGATACCA 3’ 2398 51°C
PBS-6 5> CCCCTCCTTCTAGCGCCA 3 2400 51°C
PBS-7 5> CGACCTGTTCTGATACCA 3° 2229 52,5°C
PBS-8 5> TCTAGGCGTCTGATACCA 3’ 2230 52,9°C
PBS-9 5> TCATGGCTCATGATACCA 3° 2252 53,2°C
PBS-10 5> TCGAGGCTCTAGATACCA 3’ 2253 51,0°C
PBS-11 5> TCCCCAGCGGAGTCGCCA 3° 2395 52,8°C
PBS-12 | 5° AAACTGGCAACGGCGCCA 3’ 2399 52,0°C

1 Estas cifras indican la numeracién de los cebadores en el articulo de Kalendar et al., 2010.

En la Figura 4.18 se puede observar que, por ejemplo, con el cebador PBS1 y
con las combinaciones de los cebadores PBS1-PBS2 y PBS1-PBS3, se obtuvieron unos
patrones de bandas que hacian casi imposible su aislamiento debido a la gran densidad
de bandas obtenidas y a la presencia de bandas de tamafios muy préximos, de manera
que se realiz6 la transformacion del amplicon completo, sin embargo en otras
amplificaciones se obtuvieron bandas que se aislaron facilmente, este es el caso del

cebador PBS2.

Una vez realizada la transformacion y la clonacion, se llevaron a cabo
minipreparaciones de colonias recombinantes con 16 clones de cada una de las bandas
extraidas y se secuenciaron cinco clones de cada una de ellas. En aquellas muestras en
las que se transformo el amplicon completo, se realizaron las minipreparaciones con 50
colonias de cada muestra y se secuenciaron una o dos colonias de cada uno de los

diferentes tamarios observados.
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Figura 4.18: Patrones de bandas obtenidos con diferentes cebadores PBS.
Patron obtenido con el cebador PBS1 a la izquierda y bandas amplificadas con
PBS2 a la derecha. Se indican las bandas aisladas para su clonacién vy
secuenciacion. A la izquierda se indica el tamafio de cada una de las bandas del
marcador de peso molecular utilizado como control.

Tras la secuenciacion se realizd un analisis de secuencias utilizando el programa
MEGAGS de manera que se pudo comprobar la presencia de 135 secuencias diferentes de
las cuales, tras su analisis BLAST, solamente 73 mostraron homologia con fragmentos
de retrotransposones y se han podido localizar seis LTRs semejantes a secuencias

publicadas en la base de datos del NCBI:

- LTR completa del retrotransposon tipo Angela descrito con més detalle en el
siguiente apartado (ver apartado 4.2.4). En la Figura 4.19 se muestra la secuencia para

Lens obtenida a partir de la amplificacion con el cebador PBS?7.

- LTR del retrotransposén Cassandra. Se trata de un retrotransposén TRIM
(Terminal-Repeat Retrotransposons in Miniature), éstos estan compuestos por LTRs de
entre 100 y 250 pb y un dominio interno formado por un PBS muy conservado
complementario de una metionil tRNA y un PPT separados por una pequefia secuencia
que puede llegar a contener Unicamente 34 nucleétidos, de manera que carecen de
regiones que codifiquen para proteinas, por lo que se trata de elementos no autbnomos
que dependen de otros retrotransposones para replicarse (Antonius-Klemola et al.,

2006; Sabot y Schulman, 2006; Kalendar et al., 2008). El retrotransposon Cassandra ha
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sido descrito en diversas especies de todo el reino vegetal y tiene como caracteristica
especial la presencia de un RNA 5S incluido en la LTR, este RNA presenta promotores,
para la RNA polimerasa Il en lugar de para la polimerasa Il propia de los
retrotransposones LTR, estos promotores (cajas A, ElI y C) estdn muy conservados al
igual que el terminador (Cloix et al., 2003; Kalendar et al. 2008). Todos ellos estan
sefialados en la Figura 4.19. Esta secuencia se obtuvo con los cebadores PBS1, PBS2 y

la combinacion de PBS2 y PBS3.

- LTR completa de un retrotransposon de la familia Tyl-copia denominado
gmw?2-109b11-re-3 descrito en soja (Glycine max) (Wawrzynski et al., 2008). Esta
secuencia se ha obtenido tras la amplificacién con las combinaciones de cebadores

PBS1-PBS3 y PBS3-PBSS.

- Extremo 3’ de la LTR del retrotransposén tipo SIRE (Tyl-copia) denominado
SIRE1-13 (Pearce, 2007). Esta secuencia se ha obtenido tras la amplificacion con los
cebadores PBS3, PBS7 y la combinacion de PBS2 y PBS3. Se trata de
retrotransposones descritos en Glycine con caracteristicas poco habituales ya que
presentan un gen que codifica para la envuelta propia de los retrovirus y es el Unico
conocido de este tipo que pertenece a la familia Tyl-copia ademas de presentar una gran
longitud (11Kb) (Laten et al. 1998). Se han realizado analisis de su secuencia que
demuestran que se trata de elementos relativamente nuevos en el genoma de soja (Laten
et al., 2003). La region descrita se corresponde con la LTR por lo que no se puede
asegurar que este elemento presente el gen env en Lens ya que, hasta el momento, se
han encontrado homologias entre secuencias de diferentes leguminosas pero sélo se ha

localizado dicho gen en Glycine.

- Extremo 3’ de una LTR similar al Peabody de la familia Ty3-gypsy descrito en
guisante (Pisum sativum) (Volman et al., 1998). Este retrotransposon presenta 7,8 Kb
aproximadamente y se estima que forma entre el 2 y el 3% del genoma de guisante
siendo muy baja su variabilidad lo que sugeriria una aparicion reciente (Macas et al.,
2007). Esta secuencia se obtuvo con los cebadores PBS1, PBS3 y la combinacion de

PBS1-PBS2.
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- Con la combinacién de cebadores PBS1 y PBS7 se ha conseguido secuenciar
un fragmento de LTR que coincide con la region PBS y una LTR parcial de un

retrotransposon Ogre de Lathyrus sativus. (Ceccarelli et al., 2010).

En la Figura 4.19 sélo se indican las secuencias que se corresponden con las

regiones LTRs de los retrotransposones amplificados con los cebadores PBS.
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GGGAAGTGAGAGGGG-TCTCATATCTAGGAGT ----TTTAGATAGAAATATAGCACGGGTAGTGATTAGGTGAGTAGATTGTAAATTGGTGATAGTTTGTTGTTGGT-TACGAACTGATATTATTTAGTGGATTTC--TT-CTGGCTTGGTAG-CC
GGGGAGTGAGTAGG-TTCTCATACCTAAGAG--GTTCTTAGGTAAAAATT-ACATTGGGTAGATATTAAGTGAGAAG-TAGTAAACCAGAGGTTGTTTGTACTTTG--AATTAATAT-TAC--TTTAGTGGATTTTCTTCCCTGGCTTGGTAGCCC
GGG-AGTGAGAGGGGTTCTCATATCTAAGAGTGGCTCTTAGGTAGAGATT --GCACGGGTAGTGGTTAGGTGAGAAGGTTGTAAA-CAGTGACTGTTAGATCTTCG--AACTAACAC-TAT--TTTAGTGGATTTCCT-CCCTGGCTTGGTAGCCC

CTAGATGTAGGTGACGTTGCACCGAACTGGGTTAACAACTCT-GTGTGTT-CTTTACTTACT---GTTGTACTTCTTACCTTGCCATTGTTTTGTGTTCAGAGATCA-GTGTCTCCACATCTTGTAGT-ACATCGAAGATCTGAC---TGC-----
CTAGATGTAGGTGACGTTGCACCGAACTGGGTTAACAACTCT-GTGTGTT-CTTTACTTACT---GTTGTACTTCTTACCTTGCCATTGTTTTGTGTTCAGAGATCA-GTGTCTCCACATCTTGTAGT-ACATCGAAGATCTGAC---TGC-----
TCAAACGTAGAT-ACGTTGCATCGAACTGGGTTAACAATTGAT-TGTGTTCATTTATTTACAATTGTTT--TCATTT

CCAGATGTAGGTGACGTTGCACCGAACTGGGTTAACAATTCTCGTGTGTT-ATTTACTT-----~— GTTTAATCTGTT-CATACTCTCAAATATAA--TCTG-CATGTTCTGAAGCGTGAT---GTCGTGACATCT--GGTACGACATCTGGCATTG

----CAGAATTTCA
----CAGAATTTCA
GTATCAGAATTTCA

TGTAT----- TTCAA-T--ATTATACG-TGTGTTTGTGTTTGAGTTTATGTTTTTG-ATTAAGATGATATTGTTTTGCCTGAATATATGATCTAATTAGGGTGAATGA-TGTGTTTGGTTACTTAGCATTACATAATGTTTTATAATGCTTATTAT
TGTAT----- TCCAA-T--ATTATACG-TGTGTTTGTGTTTGAGT--ATGATTATG----- AGTTGACATTGTTTTGCTTGAATATATGATCTAATTAGGATGATTGA-TGTGTTAATTTACTTAACATTACATAATATCCTATAATGCTTGTTAT
TGTAT----- TTCAA-T--ATTATACG-TGTGTTTGTGTTTG-AGTTATGTTTTTG-ATTAAGATGATATTGTTTTGCCTGAATATATGATCTAATTAGGGTGAATGA-TGTGTTTGGTTACTTAGCATTACATAATGTTTTATAATGCTTATTAT
TGTATGAATATTTAATTTAATTGAGGAGTGGAATTGTGTTGATATTAAGTATGATG-TTTAAGTTGATGTGCCGTTAC-TGAATGTATGTTGCGATTAGGGTGATGAAATGTGTAAATTTACTTAGCATTACATGATGATTTATAATGCTTATTAT

ATTGAATGAAAAACTCACCCTTACAACTATTTTTCAGGTAATGATCAGTGAGGATTGAGTAGAAGCTAGTATACGAAGTCC-------~- TAGACTAGTGGGTCATGCTCTGGTAGATGTAACATCGGGATGGGATTTGTGACGTTTGGTTTTGTTG
ATCGATTGAGGAACTCACCCTTACAACTATTTTTCAGGTAATGAGCAATGAGGACAGAGTAGGAGATAGTATGCGAAGTCC-------~- TAGACTAGTGGGTCATGCTCTGATAGGTGTAACATCGGGTTGGGATTTTGTGCTATCTATTTTGTTG
ATTGAATGAAAAACTCACCCTTACAACTATTTTTCAGGTAATGATCAGTGAGGATTGAGTAGAAGCTAGTATACGAAGTCC-------~- TAGACTAGTGGGTCATGCTCTGGTAGATGTAACATCGGGATGGGATTTGTGACGTTTGGTTTTGTTG
ATCGATTGAGGAACTCACCCTTACAACTATTTTTCAGGTAACGAGCAATGA--GTTGAGTAGAAGCTAATGCTTGGAGTCTAGTGTAGTCTCCTAAGTGGGTCATGCTCTGATAGATGTAACATCGGGACGGGAT--GTTTTTAATTGTTTTATTG

GTT--TTGCTGAATAAATT-ATATGTATTTATTTTACATATTTTATAGGA----TTGAATTTTATTCCGTTGCGA-CGATGCAATAT---TTTGGTTTGTTTAATA-AATGAGCATGACAGGTTTATTAGTGATTTG-TGTGAAGTGTCAGTGTGA
TTT---TGGTGAATAAATT-ACATGTAAT-ATGATACATGGTTTGCTGTTG--TTGGATTTTCTTTCTGTTGCGAATTGTGCAATA----TTTAGTTTGATTAATA-AATGAGCATGACAGGTTTCTTTGGTGAATGGTGTGAAGTGTCAGTGTGA
GTT--TTGCTGAATAAATT-ATATGTATTTATTTTACATATTTTATAGGA----TTGAATTTTATTCCGTTGCGA-CGATGCAATAT---TTTGGTTTGTTTAATA-AATGAGCATGACAGGTTTATTAGTGATTTG-TGTGAAGTGTCAGTGTGA
TTGG-TTGTTGAATCATTTTACATGTAAT-ATGTTATATGTTTTGAATGGTTGATTTAATTTCTATCCGCTGCGTGTGATGCAAGAAATGTTTATTTTGATTGA-ATAAAGAGCATGACAG--TTATTA-----~- TGGTGTGAAATGTT--TGTGA

CACCCTTGAATTGCATGTATACTCTGATT-TGTAAT--TTTATTGTTATATATTTAC-GGGGTATTTTAGAAGGATGTTA-CA
CACCCTTGGATTGCATAT-TACTCTGATT-TATATTTTTTTGTTTTTAATTAATTATTGGGGTATTTTAGAAGGGTGTTA-CA
CACCCTTGAATTGCATGTATACTCTGATT-TGTAAT--TTTATTGTTATATATTTAC-GGGGTATTTTAGAAGGATGTTA-CA
CACCCTTGAA-TGCATTTAT-TTCTGATCGAAAAGTT-GTAACTTTAATTAAATAATTGGGGTATTTTAGGAGGGTGTTAACA

CCTGTGGAGTACCACAGACGTGAGGGGTGCTAAT-ACCTTCCCCTTGCGTAACC--AACATCCTTACCC-ATCTCTTGGTTGC-GA-GACC-AT-CAGATTCTCTT---TTTCGT-AGGTTTA-CTAG--CGTTTTCCTTTCCCTCTCTTTGGGAT
CC-GTCGAGTACGACGGACGTGAGGGGTGCTAAT-ACCTTCCCCTTGCGTAACCGA---CTCCCGAATCCAGGTTTTGGTTGC-GACGACC-ATAC---CTTTCCCGTGTTGTGCGAGGTTTACTCTGAGCG-TTTCCTTTCCCTCCCGT-GGGA

—AAATAA-TGATGGTGGCGCACTCCGCTGGGGA . « & vt v ittt it e e st e s e st et s ana s sana s anasnnnnsas
TAAATAACGCACGGTGGCGACTCTTCTGTTCAGCCGGCGCCGATTTTCGCAGTAGCGACAGCTGGCGACTCTGCTGGGGATC

Figura 4.19: Secuencias obtenidas a partir de los cebadores PBS. El nombre de las secuencias indica el cebador con el que se obtuvo cada una de ellas. Cada
uno de los grupos de secuencias se corresponde con cada una de las LTR obtenidas: A) retrotransposon tipo Angela, B) Cassandra, en rojo se indica la
secuencia correspondiente al RNA 5S y recuadrados los promotores para la polimerasa lll: caja A (verde), caja El (morado) y caja C (marron) y el terminador
(azul), C) retrotransposdn descrito en Glycine max, D) retrotransposén tipo SIRE, E) retrotransposén similar a Peabody de Pisum sativum y F) retrotransposon
Ogre descrito en Lathyrus sativum.
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4.2.4. Identificacion de un LTR completo descrito en Lens
culinaris

Ademas, se probaron los cebadores LTR-Ps y LTR-1F, éstos se utilizaron para
comprobar la obtencion de una LTR completa de Lens culinaris descrita por Smykal et
al. (2009). La amplificacion produjo una banda Unica que pudo secuenciarse Sin
necesidad de clonar. La secuencia incluye un SSR que también se identifica en la
secuencia descrita por Smykal et al. (2009). El resultado de la amplificacion se muestra

en la Figura 4.20.

Existen teorias que explican la aparicion de los microsatélites a partir de
elementos repetitivos del genoma tanto en plantas (Koike et al., 2006; Tero et al.,
2006), e insectos (Wilder y Hollocher, 2001; Meglecz et al. 2007) como en nematodos
(Johnson et al., 2006), lo que sugiere una relacion entre los SSR y los elementos
transponibles. En estas teorias se basé el grupo de Smykal et al. (2009) para obtener
cebadores a partir de regiones de LTRs deducidas a partir de SSRs conocidas en el
genoma de guisante y de secuencias completas de retrotransposones. De esta manera se
localiz6 un nuevo grupo de retrotransposones de la familia Tyl-copia, denominados
Angela, que presentan un microsatélite incluido en la secuencia de las LTRs. Este grupo
fue localizado en 30 especies diferentes de leguminosas y en todas ellas presentaba
microsatélites basados en la repeticion del dinucleétido TC. En el caso de Lens culinaris

este SSR se corresponde con (TC); CC (TC)3 (Figura 4.20).

Estas regiones repetitivas podrian estar relacionadas con la iniciacion de la
transcripcion en determinadas condiciones mediante la formacion de ADN-H o de triple
hélice cuando se encuentran antes de la caja TATA (Lu et al., 2003) que es
precisamente, lo que ocurre en los retrotransposones tipo Angela. En este LTR se puede
observar la caja TATA a 15 nucleé6tidos del microsatélite aunque, en la secuencia
obtenida en el presente trabajo, presenta una mutacion de un nucleoétido con respecto a

la secuencia de Smykal et al. (2009).
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LTRL TGTTGGTGTAAGCCCCTAGAGGCCATTGTTTATGGTACTTGTATCGAACTATTTATTAATAATAAAAGACAGTTCTTTATTAGGTTTGTCGTT
Lens TGTTGGTGTAAGCCC-TAGAGGCCATTGCTTATGGTACTTGTATCGAATTATTTATTAATAATAAAAGGCAGTTCTTTATTATGTTTGTTGTA

LTRL CCAAAATTATAAAGTCCCAAGAATAGCTAGTCCGTTTAATGAAATATTAAGTGTGACTTAATCATGAGATCTCATTAAACATAAGGACACTAT
Lens CCAAAATAATAAAGTCCCTATAATAGATAGTCCGTTTAATGAAATGTTAAGTGTGACTTAATCATGAGATCCCATTAAACATAAGGACATTAT

LTRL TCTTAAAGTATTCGTAGTCAAGCTTTATTGTGAAATGGGATAACATTAAAGCATTGAGACTATTATGTAGATAGGCTGATGATCACATCTCAT
Lens TATTAAAGTATCAGTAGTCAAGCTTTATTATGAAATGGGATAACATTAAAGCATTGAGACTATTATGTGGATAGGCTGATGATCACATCTCAT

LTRL GGATCATGGATAATGAGGTATCAAGTCTTAAACATAAGTATGAATATTAGGAGTAATATTTATACTGGATTGACACGCTATGAGAGTACTACA
Lens GGATCATGGATAAGGAGTTATCAAGTCTTAA-CATAAGTATGAATATTATGAGTAATATTTATATTGGATTGACCCGCTATGAGTGTACTACA

LTRL TAAAATGTTATGCAAAGTGTCATAAGTTATTCTCATGGTGATAATGGTGTACTCCAC-—————————————— - - ———m - ——m———m =
Lens TAAAATATTATGCAAAGTGTCATAAGTTATTCTCAAGGTGATAGGGGTGTGTACCACCCTTCGACCTGAAACCATTATAGACCCTAGATGTAG

LTRL == === = oo o oo o oo AAAGCA-TGCCGAGGG-ACA
Lens  AGTCAAGTGCTTTTTTGCTGATCGACCGTTGTCCCTTTTTGGCTGACCCTAAAGGCCGTGGGGGTACTCCCCCAAAGCCTTGCCTGGGGGACC

LTRL -TGAGT-GACCTAG-ATGGAATTTGTCCATCCTGCGT-AACAGGATAAA-TGTCTAAGGGCCCAA--TATTGAACTAGACA-AGGGAGACACG
Lens TTGAGGGGACCTAGCATGGGTTTT-CCCCTCCTGCGTTAA--GGATACAGTATT-AA--GCCCTTCATATTGAAC--GGGTCAGGGGGG-ACA

LTRL GATTAT---GCCTTGTGTTTGATATAGACATAGGGGCAAAAGGGTAACTGTACATACAAGTAATTATCACGAAAAGGTTTTTGTCAGATCACA
Lens AAGTATACGGCCTT-AGATCAAAAAAGACATAAAGGCAAAAGGGTAATTGTACATACAAGTAATT-TCATGGAAAGGTTTCTGTCATATCACA

LTRL TGAAAATTTTGAGACTTTGGGTAGCAGTCATGTATTGCTAGATAAACGCTCACTATTATTATGTTAAATGCATGTTTTAAAATAATTTGTCAA
Lens TGAAAATTTTGTGACTTTGGGTAGAAGTGATGTGTTGCTAGATAACCAATCACTTTTATTATGTTAAATGCATGATTTAATATAATT-GCCAA

LTRL CGTCACGAGAACCT-ATAAGGTCACTACACATAAGGACGAATTGATGAGAGATAGAGAAAATAAGGAACACCGTAAGGTACGGTGTACTTAAG
Lens TGTCGCGAGAAACTTACAGGGTCAC-ACACATAAGGATGGATTGACAAGAGATAGAGAAAATAAGGAACACTGTAAGATACGGTGTACTTAAG

LTRL TAGAATACCAAATATGGTAAAATACCATAAGCTTCAATAAAATAAGAAATATGGTAAAAATATCATACGCTTAAGTGAAATACAGTATGGTAC
Lens TAGAATAAGAAATATGGTAAAATACTATACGCTTAAGTAAAATATGAAATATGGTAAAA-TACCATACACTTAAGT - - ———--—-———-—-—-—---

LTRL GCTTAAATGGGCCTTTTAGCTTAAAGCCCACACAAGTGGTTCTATAAATAGAACACTTGTGCGTAAGCTATTTTCCCAGTTGTTGAAACCCT-
Lens -~CTTAAATGAGATTTTTAGCTTAAAGCTCACACAAGTGGTTGTATAAATTGAACACTTGTGCATAAGCTAAGTTC--AATTGTTGAAACCCTA

LTRL -=GAATTTTGTATTCCCTCTCTCCCTCTCTCAAAGGTCTTCATTCATATTAGCTAGCATTGAGCCTGAAGGCATTCCGTTCGTGTGGTCTGAG
Lens CTGAATTTCGTATTCCCTCTCTCCCTCTCTCAAAGGCCTTCATTCATATCAGCTAGCACAGAGACTGAAGGCATTCTGTTCGTGTAGACTGAG

LTRL TAGAGGCATTATTCTTCGATCAACGCACATGATCAATCCTTCGATACTGCATCAAGGGTTTTAACCGCCACAAGAGGTAACTATTTATATCAC
Lens TGGAGGCGTTGTCCTTGGATCAACACACGTGATCAATCTATCGATACCAGAGTAAAGGTTTTAATCGCCATAAGAGGTAATTGTTTCTATCAC

LTRL AGATCATGCCCATTCGTAAGGATCAC
Lens TGATCATGCCCCTTCGTAAGGATCAC

Figura 4.20: Secuencia obtenida tras la amplificacién con los cebadores LTR-Ps y LTR-1F (LTRL)
comparada con la secuencia descrita para Lens culinaris por Smycal et al. (2009) (Lens), en rojo
se muestra la secuencia del microsatélite y en azul la caja TATA.

4.3. Obtencion de marcadores moleculares

Para llevar a cabo el analisis de polimorfismos, se ha utilizado una poblacién
RIL (linea consanguinea recombinante) F; de 94 lineas, pertenecientes al cruzamiento
entre la forma cultivada Lens culinaris ssp. culinaris cv. Lupa y la silvestre Lens

culinaris ssp. orientalis BG16880.

Se han utilizado diferentes tipos de marcadores moleculares como son SSAP,
REMAP (basados en el uso de la region LTR) y PBS, obteniéndose un total de 256
marcadores: 48 del tipo SSAP, 9 REMAP y 199 del tipo iPBS.

Los marcadores moleculares basados en retrotransposones LTR han demostrado
ser mucho mas informativos que otros tipos de marcadores moleculares, asi Ellis et al.
(1998), consiguieron obtener 281 marcadores mediante la técnica SSAP frente a 101

utilizando AFLPs, Kalendar et al. (1999) localizaron 6 marcadores a partir de dos ISSRs

125



Resultados y discusion

frente a 36 marcadores con dos combinaciones de cebadores IRAP y 91 con cinco
combinaciones de cebadores mediante la técnica REMAP, Tam et al. (2005) realizaron
un estudio de diversidad genética entre el tomate y el pimiento utilizando SSAP, AFLP
y SSR vy obtuvieron un ndmero de polimorfismos mucho méas elevado en ambas
especies mediante la técnica SSAP: entre 26 y 30 polimorfismos por pareja de
cebadores frente a los 13 de los AFLPs y 2,4 de los SSRs; y finalmente Waugh et al.
(1997) obtuvieron una proporcién de productos polimdrficos de alrededor del 0,1 con

los AFLPs frente al 0,26 alcanzada con los SSAPs.

Estos marcadores también han demostrado ser mas eficaces en lenteja ya que en
este trabajo se han localizado 258 marcadores utilizando tres técnicas diferentes basadas
en retrotransposones mientras que de la Puente Garcia (2012) localiz6 73 marcadores
utilizando siete técnicas diferentes (SNP-CEL, CAPS, SSR, RAPD, SRAP, ALP y P/A)
y Neyra (2014) localizé 16 marcadores utilizando CAPS, PCR y HRM.

4.3.1. SSAP (Sequence-Specific Amplification Polymorphism)

Se trata de una modificacion de la técnica de AFLPs en la que se utilizan
cebadores disefiados a partir de las LTRs de retrotransposones, combinados con

cebadores complementarios a los adaptadores de enzimas de restriccion.

A partir de cuatro de las LTRs secuenciadas, se han disefiado cebadores (Tabla
4.5) que cumplan las caracteristicas adecuadas para llevar a cabo el protocolo de los

SSAP (Syed y Flavell, 2006).

Tabla 4.5: Secuencia de los cebadores disefiados a partir de los LTRs
descritos en este trabajo, en el genoma de Lens culinaris cv. Lupa.

Cebador Secuencia
LTR1 (Angela-like) 5-ATC ATG CCC CTT CGT AAG GAT CAC-3’
LTR2 (Cassandra) 5-ATT TGG ATG GGT GAC CTT CTG GGA-3’
LTR3 (Glycine) 5-GGC GCA ATG CACTTT CTAGGT GTT-3
LTR4 (Peabody) 5-GTG TGA CAC CCT TGA ATT GCA TGT-3
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Para realizar la técnica SSAP, se digirid parcialmente el genoma utilizando dos
enzimas de restriccion: Msel y Pstl. Tras la digestion, se procedio a la ligacion de los
adaptadores de ambas enzimas. A continuacion se llevd a cabo una amplificacion
utilizando los cebadores complementarios a los adaptadores seguida de una segunda
amplificacion en la que se combinaron un cebador LTR con un cebador del adaptador.

Por altimo, se realizo el anélisis de los resultados mediante una electroforesis capilar.

Se analizaron los resultados obtenidos con los cuatro cebadores de las LTR
combinadas con el cebador para el adaptador de Msel y con la combinacion de
cebadores LTR2-Pstl. A partir de las cinco combinaciones analizadas se detectaron 100
polimorfismos de los cuales 46 presentaban una segregacion 1:1, dos una segregacion
3:1, que se corresponderian con dos bandas del mismo tamafio con segregacion 1:1, y el

resto no segregaba correctamente (Tabla 4.6: ver pagina 137).

Esta técnica se ha utilizado para desarrollar marcadores y realizar estudios de
diversidad y evolucion en gran cantidad de especies. En guisante, por ejemplo, se han
desarrollado marcadores SSAP a partir del retrotransposén PDR1 y se ha observado que
este tipo de marcadores es mas eficiente que los AFLPs a la hora de discriminar entre
diferentes especies de Pisum (Ellis et al., 1998). Se han realizado estudios de diversidad
basados en este tipo de marcadores entre especies del género Vicia, en las que se
obtuvieron unos 25 marcadores por cada par de cebadores en las dos especies estudiadas
(Martin Sanz et al., 2007) y se han realizado estudios de diversidad genética entre
tomate y pimiento utilizando esta técnica junto con otros tipos de marcadores cuyos

resultados se han comentado en el punto anterior (Tam et al, 2005).

4.3.2. REMAP (REtrotransposon-Microsatellite Amplified
Polymorphisms)

Esta técnica consiste en una amplificacion en la que se utiliza un cebador
disefiado a partir de una LTR combinado con un microsatélite. Los cebadores de las

LTRs utilizados son los mismos usados con los SSAP (Tabla 4.5).
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Se probaron los cuatro cebadores disefiados con 35 cebadores obtenidos a partir
de regiones flanqueantes de microsatélites de lenteja (Hamwieh et al., 2005) (Tabla 3.2:
ver pagina 72) y con los microsatélites (AC)i, (GT)1, (CT)10, (GAA)s5, (GCA)s ¥
(GACA), pero solo se obtuvieron polimorfismos con tres de las combinaciones (LTR1-
AC, LTR4-GT y LTR2-SR66R) el resto de cebadores no presentaron polimorfismos o
presentaron problemas durante las amplificaciones que impidieron sus analisis. De estas
tres combinaciones se obtuvieron diez bandas polimérficas de las cuales nueve
presentaban una segregacion 1:1, de manera que se pudieron incluir en el mapa genético

(Tabla 4.6: ver pagina 137).

Se puede encontrar gran variedad de bibliografia basada en este tipo de
marcadores. En ella se destaca el alto grado de polimorfismo observado con estos
marcadores que alcanza el 97% en el caso del arroz (Branco et al., 2007), el 91% en

trigo (Nasri et al., 2013) o el 90% en vid (Villano et al., 2014).
4.3.3. iPBS (inter-Primer Binding Site)

En este caso se utilizaron los cebadores disefiados para la amplificacion y
secuenciacion de regiones LTR a partir de las secuencias PBS (Tabla 4.4) directamente
como marcadores moleculares, ya que muchas de las bandas observadas en los geles

presentaban polimorfismos entre los parentales.

Se realizaron amplificaciones con los doce cebadores y con todas las
combinaciones posibles entre los mismos y, tras el analisis de los resultados, se
comprobd que once de las combinaciones no presentaban diferencias entre los
parentales mientras que en el resto se observaron 233 polimorfismos en la poblacion
RIL de los que 184 presentaban una segregacion 1:1 y 15 se correspondian con
segregaciones 3:1 (segregacion 1:1 de dos bandas que presentan el mismo tamafio)

(Tabla 4.6).

La técnica iPBS, desarrollada en un principio para secuenciar retrotransposones,
ha demostrado su eficacia como una técnica para marcadores moleculares tanto en

plantas como en animales ya que se obtienen patrones polimdrficos que permiten la
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discriminacion tanto interespecifica (Kalendar et al., 2010) como intraespecifica, esta

ultima demostrada entre diferentes especies del género Lens (Baloch et al., 2015).

Baloch et al. (2015) consiguieron 150 bandas polimérficas utilizando 10
marcadores PBS para estudiar 7 especies diferentes del género Lens lo que indica una
media de 15 polimorfismos por pareja de cebadores, mientras que en el presente trabajo
se ha obtenido una media de 3,5 estos resultados se pueden explicar por el hecho de que
en este trabajo se han estudiado los descendientes de un Unico cruzamiento entre dos
subespecies de una misma especie mientras que Baloch et al. compararon individuos de

especies distintas por lo que las diferencias entre ellos deben ser mucho mayores.

A continuacion se muestra una tabla que resume la cantidad de polimorfismos
encontrados asi como el tipo y la media de polimorfismos por pareja de cebadores. En
ella se puede observar que la mayor cantidad de polimorfismos obtenidos se
corresponden con la técnica iPBS, aunque la técnica SSAP es mucho mas eficaz ya que
se obtuvo un mayor numero de marcadores por reaccion de amplificacion, 20

marcadores frente a los 3 obtenidos con REMAP y los 3,5 de los iPBS.

En cuanto a la segregacién de los polimorfismos se puede ver que el 90% de los
localizados mediante REMAP, el 85% de los iPBS y el 48% de los SSAP presentan
segregacion 1:1 0 3:1.

Tabla 4.6: Relacion de polimorfismos en funcion de cada uno de los marcadores moleculares
utilizados. También se muestra el tipo de segregacion presente en cada uno de ellos.

Cebador Namero de Media de polimof. por Segregacion % marcadores
polimorf. reaccion de ampl. Ho(1:1) | Ho(3:1) [ Ho sig 111031
SSAP 100 20 46 2 52 48%
REMAP 10 3 9 0 1 90%
iPBS 233 3,5 184 15 34 85%

Las diferentes técnicas utilizadas presentan tanto ventajas como inconvenientes.
Las dos técnicas no relacionadas con AFLPs (PBS y REMAP) son mas sencillas y
baratas, ya que el unico equipamiento necesario para su realizacion y analisis es un
termociclador y un sistema de electroforesis y deteccidn para geles de agarosa, mientras
gue los SSAP precisan del uso de endonucleasas, adaptadores (lo que hace que los

reactivos necesarios para esta técnica sean mas costosos) y un sistema de electroforesis
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capilar mas un programa informético que permita el andlisis de los resultados obtenidos.
Otro de los factores a tener en cuenta es el tiempo empleado en la obtencion de los
marcadores, en el caso de los iPBS y los REMAP sélo es necesario realizar una PCR y
analizar las bandas obtenidas en los geles mientras que en el caso de los SSAP es
necesaria una reaccion de restriccion, una ligacion de adaptadores y dos reacciones de
PCR antes del andlisis de la electroforesis y, ademas, de los polimorfismos obtenidos,
solo la mitad presenta una segregacion apropiada para poder incluirlos como

marcadores en un mapa genético.

Tabla 4.7: Polimorfismos obtenidos con los diferentes cebadores. También se muestra el tipo de
segregacion que presenta cada uno de ellos.

CEBADORES [ BANDAS | BANDAS SEGREGACON CEBADORES [ BANDAS| BANDAS SEGREGACON
AMPLIF.| POLIM. [~ [ R, 31) | H. Sig AMPLIF.| POLIM. [T . 31) | Ho Sig
LTR1-Msel 25 12 4 0 8 PBS4y7 16 2 2 0 0
LTR2-Msel 31 30 17 2 11 PBS4y8 9 7 5 0 2
LTR3-Msel 13 12 5 0 7 PBS4y9 10 5 3 1 1
LTR4-Msel 12 12 6 0 6 PBS4y 10 9 4 4 0 0
LTR2-Pstl 50 34 14 0 20 PBS4y 11 7* 4 4 0 0
LTR1-AC 5 3 3 0 0 PBS5 7 3 2 0 1
LTR4-GT 5 4 3 0 1 PBS5y 6 14 3 2 0 1
LTR2-SR66R 4 3 3 0 0 PBS5y7 8* 3 2 0 1
PBS1y?2 10% 2 2 0 0 PBS5y8 20 8 6 2 0
PBS1y3 10* 4 4 0 0 PBS5y9 13 7 3 1 3
PBSLy4 10* 3 2 0 1 PBS5 y 10 13 3 3 0 0
PBSLy6 g* 2 1 0 1 PBS5y 11 5% 1 1 0 0
PBSLy7 12* 2 2 0 0 PBS5y 12 12* 1 1 0 0
PBSLy8 8 4 3 0 1 PBS6 13* 4 3 0 1
PBS1y9 12* 2 1 0 1 PBS6Y7 9 5 3 1 1
PBS1y 10 13* 4 4 0 0 PBS6Y 8 19* 10 3 2 5
PBS1y11 7 1 1 0 0 PBS6Y 9 14* 7 6 1 0
PBS2 12 5 5 0 0 PBS6 y 10 10 3 3 0 0
PBS2y3 16* 6 6 0 0 PBS6y 11 7 3 2 0 1
PBS2y4 7 1 0 0 1 PBS6 y 12 15* 3 3 0 0
PBS2y5 10 2 1 1 0 PBS7 6* 3 3 0 0
PBS2y6 12* 5 4 1 0 PBS7y8 15* 4 3 0 1
PBS2y7 9 2 2 0 0 PBS7y9 7* 4 3 0 1
PBS2y8 14 5 4 1 0 PBS7 y 10 10 3 1 1 1
PBS2y9 g* 4 3 0 1 PBS8 13* 5 4 0 1
PBS2 y 10 15 3 7 1 0 PBS8Y 9 13* 1 1 0 0
PBS2y 11 10 1 1 0 0 PBSSy 11 13* 1 1 0 0
PBS2y 12 9 2 1 0 1 PBS8 y 12 9* 2 2 0 0
PBS3 9 6 6 0 0 PBS9 7 3 3 0 0
PBS3y 4 9* 2 1 0 1 PBS9 y 10 12% 4 3 0 1
PBS3y5 15 6 5 1 0 PBSOy 11 7 4 4 0 0
PBS3y 6 14 3 3 0 0 PBS9y 12 13* 3 3 0 0
PBS3y7 18* 1 1 0 0 PBS10 8* 1 1 0 0
PBS3y8 16* 2 2 0 0 PBS10y 11 12% 4 3 0 1
PBS3y11 6 4 4 0 0 PBS10y 12 12* 2 2 0 0
PBS3y 12 8* 2 1 0 1 PBS11y12 8 2 2 0 0
PBS4y5 14* 3 2 0 1 PBS12 10 5 3 1 1
PBS4y6 15 2 2 0 0 TOTAL 886 343 239 17 87

* En estos casos, el nimero de bandas amplificadas es aproximado ya que estos cebadores dan lugar a patrones muy complejos con
muchas bandas y de tamafios similares, por lo que sdlo se han tenido en cuenta aquéllas que se pudieran analizar claramente en toda
la descendencia.
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4.4. Localizacion de los marcadores en un mapa

genético

El siguiente paso del estudio fue el desarrollo de un mapa genético de lenteja
que incluyera todos los polimorfismos encontrados que segregaran correctamente. Para
ello se utilizaron herramientas informaticas basadas en distintos métodos de analisis
como MapMaker v 3.0b (Lander et al., 1987) y CarthaGene v 1.3 (de Givry et al., 2005)
que permiten agrupar y ordenar los marcadores analizados en determinados grupos de
ligamiento. Aunque los grupos que se obtienen con ambos programas son los mismos,
el orden de los marcadores en los grupos grandes (> 50 marcadores) presenta menores
valores de longitud y mayores valores de probabilidad al utilizar los algoritmos del
programa CarthaGene, ademas, el programa MapMaker no permite analizar mas de 100
marcadores en un mismo grupo. También se utilizd el programa MapChart v 2.2
(Voorrips, 2002) con el que se obtuvieron las representaciones graficas de dichos

grupos.

4.4.1. Mapa genético de marcadores derivados de secuenciacion

de retrotransposones

Se realiz6 un primer mapa genético que incluye los marcadores desarrollados en
el presente estudio. Posteriormente, se construyd un segundo mapa en el que se
afiadieron otros marcadores analizados en el area de genética de la Universidad de Le6n

utilizando la misma poblacion RIL.

Ambos mapas se obtuvieron con valores de LOD superiores a 4 entre parejas de
marcadores, lo que indicaria que la probabilidad de que los marcadores contiguos en el

mapa, estén ligados es 10000 veces superior a que se comporten como independientes.

En el primer estudio de ligamiento se incluyeron los 256 marcadores obtenidos
mediante las técnicas SSAP, REMAP y PBS. De ellos, 86 se comportaron como
independientes mientras que el resto, 170, pudieron localizarse en un mapa genético
formado por 12 grupos de ligamiento que abarcaban 1970,5 cM lo que indica una
distancia media entre marcadores adyacentes de 11,6 cM (Figura 4.21). Este mapa

presenta tres grupos de ligamiento grandes, GLg2 con 32 marcadores, GLgr3 (53
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marcadores) y GLg4 (34 marcadores), otros dos grupos intermedios GLgl y GLgr6
formados por 12 marcadores y otros siete grupos pequefios: GLg5 que incluye seis
marcadores, GLr7, GLR9, GLgr11 y GLg12 formados por cuatro marcadores, GLr8 con
tres marcadores y, por ultimo, GLg10 que presenta unicamente dos marcadores (Tabla

4.8).

Tabla 4.8: Resumen del mapa genético basado en

retrotransposones.

Grupo de Longitud Numero de Distancia media entre

ligamiento (cM) marcadores (%) marcadores (cM)
GLg1 86,8 12 (7,06) 7,23
GLg2 332,0 32 (18,82) 10,38
GLg3 744,3 53 (31,18) 14,04
GLg4 456,9 34 (20,00) 13,44
GLg5 57,8 6 (3,53) 6,63
GLg6 125,1 12 (7,06) 10,43
GLg7 37,3 4(2,35) 9,32
GLg8 194 3(1,76) 6,47
GLR9 473 4 (2,35) 11,83
GLg10 9,2 2 (1,19) 4,60
GLgl11 45,0 4(2,35) 11,25
GLg12 48,2 4 (2,35) 12,05
Total 1970,5 170 (100) 11,60
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Figura 4.21: Mapa genético obtenido con los marcadores basados en retrotransposones. Estos
marcadores se han desarrollado a partir de diferentes técnicas basadas en retrotransposones
analizados en una poblacién RIL F; pertenecientes al cruzamiento entre la forma cultivada Lens

culinaris ssp. culinaris cv. Lupa vy la silvestre Lens culinaris ssp. orientalis BG16880.
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Como se puede observar, el mapa presenta cinco grupos (GLr8-GLr12)
formados unicamente por marcadores del tipo SSAP. En la bibliografia consultada de
otras especies vegetales no se han encontrado ejemplos de mapas obtenidos con
diferentes tipos de marcadores en los que ocurra algo similar, aunque si se ha descrito
un mapa genético en Pennisetum esquamulatum formado por 27 grupos de ligamiento
utilizando 290 marcadores SSAP un SCAR y un AFLP, de manera que no se puede
deducir si los SSAP se localizarian en pequefios grupos de ligamiento en presencia de
otro tipo de marcadores (Huo et al., 2009). Sin embargo, la aparicion de estos grupos de
ligamiento se podria deber a la distribucién de los retrotransposones en los cromosomas
ya gue lo hacen de una forma no aleatoria a lo largo del genoma (Peterson-Burch et al.,
2004) y existen diferentes zonas intergénicas de preferencia para los elementos moviles
(San Miguel et al., 1996; Walbot y Petrov, 2001). En los cromosomas se ha observado
la ausencia, o la presencia pero en muy baja proporcion, de retrotransposones en
determinadas regiones como centromeros, telomeros, heterocromatina o la region del
organizador nucleolar (Schmidt et al., 1995; Brandes et al., 1997). Por esto pueden
aparecer zonas en las que se encuentren agrupados varios retrotransposones o
suficientemente separadas del resto de marcadores como para no poder asociarlas con
alguno de los grupos de ligamiento méas grandes de manera que se formarian grupos

independientes.

4.4.2. Mapa genético ampliado con otros marcadores

Para obtener un mapa méas completo se han afiadido otros 119 marcadores
analizados en el laboratorio de Genética de la facultad de Biologia de la Universidad de
Ledn y con la misma poblacion RIL (de la Puente, 2012; Neyra, 2014). Este grupo de
marcadores estd formado por CAPs, ISSRs, SSRs, longitud de PCR especifica, HMR

(High Resolution Melt) y tres marcadores morfologicos.

De los 375 marcadores incluidos en este segundo mapa, 93 se comportan como
independientes, incluyendo 80 de los 88 marcadores independientes del mapa anterior.
En el nuevo mapa se incluyen 284 marcadores agrupados en 13 grupos de ligamiento

(Figura 4.22 y Tabla 4.9). En este caso el mapa presenta una longitud de 2.657,7 cM y
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una distancia media entre marcadores de 9,41 cM. Los grupos GLgrc2, GLgrc6, GLrc7,
GLgrc8, GLgrcY9, GLgrcl0; GLgcll y GLgrcl2 se corresponden con los grupos
homonimos del mapa anterior (GLR), GLrcl (33 marcadores) estd formado por la union
de los grupos GLR1 y GLR5, GLgrc3 (146 marcadores) estd formado por GLg3 y GLr4 y
aparecen tres grupos nuevos denominados GLgrc13 (cinco marcadores), GLgrc14 (tres

marcadores) y GLrc15 (dos marcadores) (Figura 4.23A y 4.23B).

Tabla 4.9: Resumen del mapa genético completo. Mapa obtenido
al afiadir otros tipos de marcadores.

Grupo de Longitud Numero de Distancia media entre
ligamiento (cM) marcadores (%) marcadores (cM)
GlLgcl 2455 33 (11,62) 7,44
Glgc2 3897 49 (17,37) 7,95
GLgc3 1509,9 146 (51,77) 10,34
GLgpcb 177,9 18 (6,38) 7,95
GLgc? 95,9 9(3,19) 10,65
GLgc8 194 3 (1,06) 6,47
GLgc9 47,3 4(1,42) 11,83
GLgcl0 9,2 2 (0,71) 4,60
GLgcll 45,0 4(1,42) 11,25
GLgcl2 48,2 4(1,42) 12,05
GLgc13 33,2 5(1,77) 6,64
Glgcl4 32,9 3(1,06) 10,97
GLgc15 0,6 2(0,71) 0,30
Total 2654,7 282 (100) 9,41
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Al comparar los dos mapas, se puede destacar la reduccién en la distancia media
entre marcadores de 11,6 a 9,41 cM vy la localizacién, en este segundo mapa, de ocho
marcadores basados en retrotransposones que en el primer mapa se comportaban como
independientes. Estos marcadores aparecen en GLgcl (P-4/7_1), en GLgc3 (P4/5_3, P-
9 2y P-6/10_3), en GLgc7 (P-12_5), en GLgcl3 (P-11/2 2 y P5/8 5) y el GLgcl4
(P6/10_1). En todos los casos, excepto en GLgc7, se trata de grupos nuevos con
respecto al mapa GLr ya sea por la union de diferentes grupos (GLgrcl Y GLgc3) 0

porque sélo aparezcan en el segundo mapa (GLgrc13y GLgrc14).

En ambos mapas se puede observar que en algunos grupos aparecen regiones
mucho mas saturadas que otras, generalmente los marcadores aparecen mas cercanos en
las partes centrales y tienden a alejarse en los extremos. Esto puede tener un origen
evolutivo ya que las diferencias de densidades de marcadores en diferentes zonas del
genoma pueden deberse a distintos grados de conservacién de las secuencias de ADN,
los segmentos altamente saturados pueden coincidir con regiones del genoma con un
alto grado de diferenciacion entre los parentales y las zonas con menor densidad serian
las més conservadas entre las especies del cruzamiento analizado (Vallejos et al., 1992).
También puede ser debido a las diferencias en las frecuencias de recombinacion de las
diferentes zonas del cromosoma ya que en los centromeros y en los telémeros la
recombinacion es 10 veces menor que en otras zonas del genoma por lo que en estas

estructuras los marcadores estarian mas cerca unos de otros (Tanksley et al., 1992).

En los grupos mas grandes aparecen regiones con distancias entre marcadores
adyacentes muy grandes llegando, en algunos casos, a superar los 30 cM, por lo que

podrian resultar poco fiables (Figura 4.22).

En las siguientes Figuras (4.23A y 4.23B) se puede observar la formacion de
grupos nuevos en el segundo mapa (GLgc) a partir de la unién de grupos del mapa

anterior (GLg).
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Figura 4.23B: Relacion entre los grupos GLgl y GLg5 con
GlLgcl. En la figura se ve claramente como los grupos del
segundo mapa (GLgc) son el resultado de la unién de dos
grupos del primero (GLg) tras la incorporacién de
marcadores no basados en retrotransposones. Se han
seflalado con un asterisco los marcadores que aparecen
como independientes en el primer mapa pero no en el
segundo.

En las Figuras 4.24A, 4.24B y 4.24C se puede destacar la presencia de
reordenamientos de los marcados dentro de los grupos de ligamiento GLrcl, GLrc2 ¥y
GLRgc3 del segundo mapa con respecto al orden de los mismos en el primer mapa. En
ambos mapas aparecen agrupaciones internas determinadas de marcadores que varian
de lugar entre un mapa y otro. Ademas, dentro de alguna de estas agrupaciones internas,

los marcadores sufren cambios en la ordenacion de los mismos.

En la Figura 4.24A se pueden ver los reordenamientos sufridos en las
agrupaciones locales de marcadores que forman los grupos GLr1ly GLg5 tras su unién
para formar GLgcl, la mayoria de estas agrupaciones locales sélo han sufrido cambios

de posicion manteniéndose el orden de los marcadores que las forman pero se puede
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observar como en otras se han producido cambios internos en el orden de los

marcadores.

En el caso GLr2 y GLgrc2 (Figura 4.24B) no se ha producido ninguna union de
grupos de ligamiento sin embargo, los marcadores han cambiado de posicion al afiadir
los no basados en retrotransposones y se puede destacar la desaparicion de una posicion
del mapa con una distancia entre marcadores superior a 30 cM que aparece en el primer

mapa pero no en el segundo.

En GLgrc3 (Figura 4.24C), cabe destacar la primera agrupacion local de
marcadores que proviene de GLr4 mientras que el resto de agrupaciones locales que se
encuentran a continuacion provienen de GLg3, esto se debe a que esta agrupacion local
de marcadores esta separado del resto por distancias muy grandes (30,4 cM en el caso
de GLcr3 y 49 cM en GLg4) por lo que el programa informatico lo coloca de forma
arbitraria en uno de los extremos del grupo de ligamiento correspondiente. La
agrupacion local de marcadores numero 6 de GLgrc3 también se encuentra a una
distancia grande del siguiente marcador (40 cM) mientras que en GLc3 se encuentra

muy cerca de los marcadores adyacentes.
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1 P-4/10 3 :I:[><':C P-4/9 5
K _ - —
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;
— - ™ P-9/10_4
2 S P-7/8_1
. 1]/ 5 P_8f971 k/ﬁ?‘é;é P'8/9_1
- L P-7/8_1 P-9/10_4
2
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Figura 4.24A: Reordenamiento de los marcadores

3 de los grupos GLgl y GLg5 al unirse para formar
‘ Glgcl tras la incorporacion de los marcadores no
i basados en retrotransposones. En la figura se

P indican las distancias de mapa mayores de 30 cM.
6 Los numeros indican las diferentes agrupaciones

N [ locales A la derecha se muestran aumentadas las

. agrupaciones locales de marcadores que presentan
7 . .

) variaciones en cuanto al orden en cada uno de los

mapas.
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Figura 4.24B: Reordenamiento de los marcadores de los grupos GLg2 y GLgc2 tras la
incorporacion de los marcadores no basados en retrotransposones. En la figura se
indican las distancias de mapa mayores de 30 cM. Los numeros indican las diferentes
agrupaciones locales. A la derecha se muestran aumentadas las agrupaciones locales
de marcadores que presentan variaciones en cuanto al orden en cada uno de los
mapas.
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Desde el primer mapa realizado en lenteja en 1989 por Havey y Muehlbauer, se
han obtenido numerosos mapas genéticos basados en diferentes tipos de marcadores
tanto moleculares como morfoldgicos (Eujalyl et al., 1997 y 1998; Rubeena et al., 2003
y 2006; Duran et al., 2004; Kahraman et al., 2004; Phan et al., 2007; Tullu et al., 2008;
Tanyolac et al., 2010; Saha et al., 2010; de la Puente, 2012; Sharpe et al., 2013;
Fedoruk et al., 2013; Neyra, 2014; Yilmaz Temel et al., 2015; Andeden et al., 2015),

pero nunca se habian utilizado marcadores basados en retrotransposones con este fin.

En este trabajo se han descrito trece grupos de ligamiento utilizando marcadores
basados en retrotransposones, aunque cabe destacar la presencia de cinco grupos
formados, Unicamente, por marcadores SSAP (Figura 4.21) que no superan los cuatro
marcadores por grupo. Esto ha hecho que no se pueda disminuir el nimero de grupos de
ligamiento obtenidos en el Gltimo mapa descrito para la misma poblacién RIL, nueve
grupos (Neyra, 2014), aunque si que se han producido uniones de grupos de dicho mapa
en el actual (Figura 4.25). Por otro lado los grupos GLrc6 y GLgrc7 estan unidos en el
mapa presentado por Neyra (2014) esto puede deberse a la diferencia en los parametros
utilizados a la hora de definir el mapa ya que Neyra (2014) utiliz6 un valor de LOD de

tres y en el presente trabajo se ha utilizado el valor cuatro que es mas restrictivo.
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El mapa obtenido en este trabajo no ha conseguido alcanzar los siete grupos de
ligamiento correspondientes al numero haploide de Lens, Sharpe et al. (2013) fue el
primero en conseguirlo mediante el uso de marcadores SNP y SSR en una poblacién
RIL de Lens culinaris. Este mapa consta de 543 marcadores repartidos en siete grupos
de ligamiento de entre 58 y 226 cM lo que indica un alto grado de saturacion. La
longitud total del mapa es de 834,7 cM. Se han encontrado relaciones de colinearidad en
la posicion de los marcadores genéticos entre Medicago truncatula y Lens culinaris
aunque existen reordenamientos cromosdémicos que son responsables de la diferencia en
el nimero de cromosomas de ambas especies (Phan et al., 2007; Ellwood et al., 2008),
esto permitio a Sharpe et al. (2013) numerar los grupos de ligamiento obtenido en
lenteja de manera que se correspondieran, lo mejor posible, con los cromosomas

descritos en Medicago truncatula.

Se ha realizado una revision y ampliacion del mapa de Sharpe (Fedoruk et al.,
2013) en el que se afiadieron al mapa otros 13 marcadores SNP, y cuatro morfoldgicos.
De todos los marcadores incluidos en el mapa, tres han sido utilizados también para
obtener el mapa méas completo del presente trabajo (Yc, Scp y SSR80), de manera que
permiten relacionar alguno de los grupos de ligamientos de dicho mapa con los
obtenidos en los trabajos anteriormente citados y asi situarlos en los cromosomas de
lenteja. A continuacion se muestra una tabla en la que se relacionan los grupos de
ligamientos de los mapas descritos con los grupos del mapa de Fedoruk et al. (2013) y

su equivalencia con los cromosomas de Medicago truncatula.

Yilmaz Temel et al. (2015) describié un mapa en lenteja en el que se incluyen
388 marcadores (376 SNP, tres SSR y nueve ISSR) localizados en nueve grupos de
ligamiento, siete de ellos de gran tamafio que se podrian corresponder con los siete
cromosomas de lenteja. La longitud que presenta es de 432,8 cM con una distancia
media entre marcadores de 1,11 cM que es la méas baja publicada hasta este momento.
Presenta un marcador en comun con el mapa GLrc (UBC808_1) que se encuentra en el

grupo de ligamiento GLrc6 aunque éste esta localizado en uno de los grupos mas
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pequefios (GL6) por lo que no se puede relacionar con ninguno de los posibles
cromosomas de lenteja.

Tabla 4.10: Relacién de los grupos de ligamiento de los mapas descritos en el presente trabajo
con los grupos descrito por Sharpe et al. (2013) y su posible equivalencia con los cromosomas
de Medicago truncatula.

Mapa basado en retrotrar':gsggo?ers] y 0tros Mapa Fedoruk et al. | Cromosoma equivalente
retrotransposones marcadores (2013) en M. truncatula
GLgl Glgel GL1 105

GLg2 GLgc2 GL6 7
GLg3 GLgc3 GL2 206
GLgr4 GLgc3 GL2 206
GLg5 GLgcl GL1 lo05
GLRr6 GLgc6
GLr7 GLgc7
GLRg8 GLgc8
GLg9 GLrc9
GLg10 GLgc10
GLg11 GLgcll
GLg12 GLgcl2

GLgc13

GLgcl4d

GLgcl5

El dltimo mapa de lenteja publicado hasta la fecha es el de Andeden et al.
(2015). Este mapa, basado en el uso de marcadores SSR analizados en una poblacién F,
incluye 47 marcadores localizados en siete grupos de ligamiento. Presenta una longitud

de 303,9 cM y una distancia media entre marcadores de 7,06 cM.

Hasta el momento, los marcadores basados en retrotransposones se han
utilizado, sobre todo, para realizar estudios de evolucion y filogenia (Baloch et al.,
2015; Branco et al., 2007; Ellis et al., 1998; Kalendar et al., 1999 y 2010; Nasri et al.,
2013; Tam et al., 2005; Villano et al., 2014; Waugh et al., 1997) aunque también se han
descrito mapas genéticos basados en este tipo de marcadores como es el caso de la
avena (Yuy Wise, 2000), los géneros Citrus y Poncirus (Bernet y Asins, 2003), el trigo
(Queen et al., 2004), la lechuga (Syed et al., 2006) o la batata (Monden et al., 2015).
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Un marcador ideal deberia ser aquel que permita obtener un gran nimero de
polimorfismos que estén distribuidos a lo largo de todo el genoma ademéas de ser
baratos y que se puedan analizar mediante técnicas sencillas y facilmente reproducibles.
Las técnicas REMAP e iPBS utilizadas en este trabajo cumplen todas estas
caracteristicas ya que su nivel de polimorfismo es mas alto que el obtenido con los otros
tipos de marcadores utilizados hasta el momento y las técnicas necesarias para su
andlisis son baratas y sencillas, los SSAP presentan algunos inconvenientes como el
encarecimiento de los reactivos y el material de andlisis necesario, sin embargo permite
obtener un gran namero de polimorfismos por cada reaccion lo que disminuye el tiempo

de trabajo considerablemente.
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5. Conclusiones

1. Se ha conseguido aislar, secuenciar e identificar regiones conservadas de
retrotransposones de los tipos Tyl-copia y Ty3-gypsy a partir de cebadores degenerados
obtenidos del gen de la retrotranscriptasa y de otros cebadores disefiados a partir de
secuencias de Lens culinaris que presentaban homologia con retrotransposones. Se han

podido definir siete tipos de retrotransposones Tyl-copia y tres tipos de Ty3-gypsy.

2. Se han secuenciado LTRs completas y fragmentos de éstas utilizando
cebadores disefiados a partir de la RNasaH y de las regiones PBS. Las LTRs descritas
pertenecen a diferentes familias de retrotransposones incluyendo Tyl-copia (SIRE1-13 'y

Angela), Ty3-gypsy (Ogre, Peabody) y TRIM (Cassandra).

3. Se ha secuenciado un retrotransposon completo del tipo TRIM (Cassandra)
en el genoma de Lens culinaris, comprobandose que carece de la maquinaria necesaria

para su replicacion.

4. Se han desarrollado 343 marcadores moleculares basados en
retrotransposones, mas concretamente en dos regiones: en la region LTR, utilizando las
técnicas SSAP  (Sequence-Specific Amplification Polymorphism) y REMAP
(REtrotransposon-Microsatellite  Amplified Polymorphisms), y en la region PBS

mediante la técnica iPBS (inter-Primer Binding Site).

5. Se ha descrito un mapa en una poblacion RIL F; del cruzamiento entre la
forma cultivada Lens culinaris ssp. culinaris cv. Lupa y la silvestre Lens culinaris ssp.
orientalis BG16880. Dicho mapa consta de 256 marcadores distribuidos en 12 grupos

de ligamiento.

6. Se ha obtenido un segundo mapa genético en el que se han afiadido otros
119 marcadores previamente analizados en la misma poblacion RIL. Este mapa consta

de 375 y 13 grupos de ligamiento.
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7. Se han podido relacionar tres de los grupos de ligamiento obtenidos con tres
de los grupos descritos por Fedoruk et al. (2013) que se corresponden con tres
cromosomas de lenteja y que, a su vez, muestran sintenia con los cromosomas

correspondientes de Medicago truncatula.
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