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Introduccion

1. INTRODUCCION

Las plantas regeneradas por multiplicacion clonal, a través del cultivo de tejidos,
deberian ser homogeéneas desde el punto de vista genético; sin embargo, existe una tasa de
variacion que depende tanto de la especie como de la técnica de cultivo per se. En este
sentido, considerando que el cultivo in vitro puede resultar muy estresante para las células
vegetales, es posible observar la ocurrencia de una serie de cambios genéticos provocados
durante el establecimiento del explante, la induccién de callo, la formacion de
organos/embriones somaticos y la regeneracion de plantas (Cardone y col., 2010).Este
fendmeno denominado variacién somaclonal, involucra cambios en las plantas regeneradas in
vitro que se transmiten a la descendencia (Larkin y Scowcroft, 1981). Aunque esta variacion
se ha usado en programas de mejora de plantas para ampliar la base genética de cultivos de
interés agronémico, la variacion somaclonal es un fendmeno indeseable cuando el objetivo es

la propagacion clonal de una variedad (Gao y col., 2009).

Los mecanismos responsables de la variacion somaclonal incluyen mutaciones
puntuales, perdidas de segmentos cromosdmicos, reordenamiento cromosomico, cambios en
el nivel de ploidia y cambios nucleotidicos, asi como también cambios en los patrones de
metilacion y activacion de elementos moviles, entre otros (Azman y col., 2014). Esta
variacion ha sido caracterizada en numerosas especies vegetales mediante marcadores

morfologicos, citoldgicos, bioquimicos y moleculares.

Ademas de la tasa normal de variacion de las células vegetales, existen factores externos
propios del cultivo in vitro que pueden inducir la aparicion de variaciones genéticas que, a
veces, se manifiestan en el fenotipo de las plantas regeneradas (Sanchez-Chiang y Jiménez,
2009). Entre los factores externos se pueden mencionar el método de cultivo in vitro, el medio

de cultivo y las condiciones ambientales en que se mantienen los cultivos.

También es probable que la ocurrencia in vitro de interacciones no especificas, generen
variaciones que pueden conducir a cambios en la expresion génica, dichos cambios son
Ilamados epigenéticos (Sanchez-Chiang y Jiménez, 2009). La epigenética estudia los cambios
heredables en el ADN e histonas que no implican alteraciones en la secuencia de nucleétidos

y modifican la estructura y condensacion de la cromatina.



Introduccién

La variacion epigenética es considerada por algunos autores como un componente de la
variacion somaclonal, mientras que otros solo incluyen en la misma los cambios genéticos
(Cardone y col., 2010). Actualmente se entiende que las mutaciones pueden tener su origen en
los cambios epigenéticos. Dentro del campo de la epigenética, uno de los mecanismos que
esta mejor caracterizado es el de la metilacién del ADN, cuyos resultados han sido de gran
importancia para la comprension de los cambios en los patrones de expresion génica, que no

dependen de alteraciones en la secuencia normal de los nucleétidos que componen el genoma.

Se han empleado distintas técnicas citologicas, bioquimicas y moleculares para obtener
estimaciones de los cambios que surgen durante el cultivo de tejidos. Asi, el polimorfismo
basado en proteinas fue de gran utilidad en las investigaciones iniciales, pero con el desarrollo
de las tecnologias basadas en el ADN y los avances en esta area, las técnicas moleculares se
han visto favorecidas por la disponibilidad de una mayor cantidad y tipos de marcadores. Con
el estudio de los polimorfismos de ADN, se ha logrado obtener aproximaciones mas precisas

en la determinacion de diferencias genéticas entre individuos.

Es por ello que resulta interesante el estudio molecular de la variacion somaclonal en
especies con genomas muy diferentes que faciliten la comprensién de algunos mecanismos
genéticos implicados en los cambios inducidos por el cultivo in vitro. En este contexto se
entiende que en el constante avance de los estudios realizados se hayan utilizado especies de
diferentes tipologias, unas consideradas modelos bioldgicos como Arabidopsis thaliana (L)
Heynh y otras consideradas especies de interés agronémico como el arroz (Oryza sativa L.),
el maiz (Zea mays L.), el trigo (Triticum aestivum L.) y el centeno (Secale cereale L.). La
eleccién de una especie determinada suele obedecer a una serie de criterios establecidos segln
los objetivos del estudio, desarrollandose protocolos adaptados a las caracteristicas intrinsecas

de cada una (tamarfio del genoma y el nivel de ploidia), entre otras.

Para la realizacion de este trabajo se han utilizado tres especies vegetales con
caracteristicas genoémicas diferentes: Arabidopsis thaliana (L.) Heynh, arroz (Oryza sativa L.)
y centeno (Secale cereale L.). Con ellas, se pretende caracterizar algunos de los procesos por
los cuales ocurre la variacion somaclonal, tanto cambios en la secuencia como modificaciones
en los patrones de metilacion del ADN. A continuacion se trataran aspectos generales del
cultivo in vitro de plantas, incluyendo la transformacion genética, algunos aspectos de la
variacion somaclonal y de las técnicas utilizadas para su deteccion y, por ultimo, se

describiran los rasgos mas relevantes de cada una de las especies utilizadas.
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1.1 Aspectos generales del cultivo de tejidos
1.1.1 Cultivo in vitro de tejidos vegetales

El concepto original de cultivo de tejidos vegetales, se ha extendido para abarcar tanto
el cultivo aséptico de tejidos, como de células y drganos (explantes), dentro de un grupo de
técnicas que se fundamentan en varios principios. Entre éstos, sin duda los més importantes
son la totipotencia celular propuesta por Haberlandt (1902), demostrada simultaneamente
afios mas tarde por Reinert (1958) y Steward y col. (1958) y la dependencia del balance
hormonal sugerida por Skoog y Miller (1957). Las células de las plantas que se encuentran
diferenciadas normalmente no se dividen, pero se puede inducir la
desdiferenciacion/rediferenciacion y la division celular colocando los explantes en un medio
de cultivo adecuado. Los reguladores de crecimiento pueden estimular la respuesta de los
explantes y manipulando la proporcion de estos reguladores de crecimiento, se pueden
desarrollar plantas completas o bien formar callos (proliferacion de células desdiferenciadas)
que posteriormente pueden rediferenciar brotes, raices o embriones somaticos (Alonso, 2002).
El cultivo de tejidos vegetales utiliza el potencial genético y la totipotencia de las células para
regenerar a una planta entera y se espera que las plantas regeneradas a través del cultivo in

vitro conserven el material genético idéntico al de sus padres (Azman y col., 2014).

La capacidad de los explantes de remodelar sus programas genéticos y epigenéticos,
determinara la adaptabilidad de los mismos a las condiciones del cultivo in vitro y ayudara a
los procesos de morfogénesis posteriores. Una consecuencia a nivel molecular de estos
procesos dindmicos son las variantes genéticas y epigenéticas, frecuentemente detectadas en
las plantas regeneradas (Neelakandan y Wang 2012). Los factores que influyen en la
adaptabilidad y regeneracion in vitro son variados, y van desde el genotipo del explante, el

tipo de explante, las condiciones de cultivo y el efecto de las hormonas.

Las técnicas de cultivos asépticos de tejidos y células vegetales han contribuido tanto al
entendimiento de los eventos de diferenciacion celular, como al mejor aprovechamiento de
estos eventos para una mas eficiente explotacion de las plantas. Asi, la micropropagacion es la
técnica que ha trascendido con mas éxito desde los ambitos experimentales a la aplicacion
practica. Us-camas y col. (2014) mencionan que dichas técnicas de cultivo son la base de
muchos programas de mejora genética y micropropagacion de plantas y el resultado depende

de las diferentes condiciones a las que se expone el tejido. En tal sentido, en los métodos de
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cultivo que implican organogénesis y embriogénesis, las plantas son sometidas a condiciones
muy estresantes (humedad relativa, baja tasa de ventilacion, concentraciones altas de los
reguladores del crecimiento vegetal, diferentes condiciones de luz, entre otras) y tienen que
cambiar su regulacién molecular con el fin de responder rapida y eficientemente durante la

division celular y el crecimiento.

La propagacion in vitro de plantas se puede conseguir directamente del explante,
mediante el cultivo de microesquejes, meristemos, yemas terminales/laterales, células,
organos o embriones cigoticos o bien indirectamente a partir de callo y posterior desarrollo de
6rganos adventicios y/o embriones somaticos (Rout y col., 2006; Butt y col., 2015). Es
importante destacar que, en el caso de la embriogénesis somatica, las células sométicas se
desarrollan dando lugar a plantas completas pasando por los estados embriogénicos sin que
ocurra la fusién de gametos. La embriogénesis somatica desempefia un papel importante en la
multiplicacion de la planta y requiere, para el desarrollo y la formacion del embrion, de
procesos complejos desde el punto de vista bioquimico y molecular. Las investigaciones
recientes han confirmado la relacion entre la morfogénesis y la epigenética las cuales

desempefian un papel fundamental en el fenotipo resultante (Us-Camas y col., 2014).

En la década de los 70, Murashige propuso los siguientes pasos para micropropagar
eficientemente una especie vegetal: el establecimiento aséptico del cultivo, la induccion y
multiplicacién de plantulas y el enraizamiento y aclimatacién de las plantas a las condiciones
ex vitro. Actualmente siguen considerandose como la base para el establecimiento de
diferentes técnicas de cultivo de tejido. Durante el cultivo in vitro, las plantas tienen que hacer
frente a las diferentes condiciones de estrés a las que son sometidas y a las condiciones en el
microambiente propias de cada metodologia, dentro de los que se pueden mencionar, la
desinfeccion del explante, los diferentes medios de cultivo, los reguladores del crecimiento
vegetal, nimero y duracion de los subcultivos, entre otros (Bairu y col., 2011; Us-Camas y
col., 2014).

La desinfeccion del explante es el paso primordial en el establecimiento de un cultivo in
vitro. Para la desinfeccion del explante se han utilizado diferentes compuestos siendo los méas
comunes las soluciones de hipoclorito de sodio y de calcio, peréxido de hidroégeno, nitrato de
plata, cloro comercial y alcohol a diferentes concentraciones. La seleccion y concentracion de

los desinfectantes y el tiempo de desinfeccion se determinan en gran medida por las
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caracteristicas del explante. Sin olvidar que el explante debe responder eficientemente a las

condiciones in vitro.

La fase de induccion y multiplicacion de plantas va a depender, entre otros factores, de
las condiciones del cultivo, del genotipo del explante y de la formacion o no de callo. Con
fines de micropropagacion, se trata de evitar la fase intermedia de formacién de callo ya que
esta induce frecuentemente diferentes grados de variacion que pueden ser de tipo epigenético

0 genético y modificar el fenotipo de las plantas regeneradas.

El proceso de enraizamiento de las plantulas generalmente requiere del trasplante a un
medio de cultivo con menor concentracion de sales. Asimismo, se requiere a veces, una
relacion diferente entre los reguladores de crecimiento, esto es, disminuir las citoquininas y
aumentar las auxinas exogenas. Las plantas con raices se trasplantan, para su aclimatacién a
las condiciones ex vitro, a contenedores con sustratos del tipo vermiculita/perlita regada con
una solucidn salina o0 agua y se cubren con plastico para mantener la tasa de humedad alta.

Progresivamente se ira reduciendo la humedad y estableciendo las condiciones ambientales.

La proporcidon entre citoquininas y auxinas es determinante en los patrones de
diferenciacion, de tal forma que cuando las proporciones de citoquininas respecto a las
auxinas son bajas existe una diferenciacion de células hacia primordios de raiz, mientras que
una alta concentracion de citoquininas con respecto a las auxinas induce la formacion de
brotes. Por lo tanto, si se provocan pequefios cambios en la proporcién entre citoguininas y
auxinas puede obtenerse el inicio de meristemos tanto radiculares como apicales, pudiéndose
controlar, en parte, la morfogénesis in vitro (Fratini y Ruiz, 2002; Gaj, 2004; Bairu y col.,
2011; Quiao y col., 2012).

Existen diferentes factores que pueden determinar el éxito del cultivo in vitro, entre los
gue se encuentran el estado fisiologico de la planta madre el cual influye significativamente
en la capacidad morfogenéticas de los explantes. Los requerimientos nutricionales vy
hormonales, que difieren segun el tipo de explante y la edad fisiologica de la planta madre,
cuanto mas joven y menos diferenciado sea el explante, mejor serd la respuesta in vitro. A
este respecto, los meristemos apicales y axilares han sido empleados con éxito en una amplia

gama de especies.

El cultivo in vitro tiene numerosas aplicaciones ademas de la micropropagacion y la

produccién de plantas libres de virus, como son la produccion de plantas haploides, obtencién



Introduccién

de hibridos somaéticos, produccion de metabolitos secundarios, induccion de variacion
somaclonal, seleccidn in vitro de mutantes genéticos y obtencidén de plantas transgénicas
(Targonska y col., 2013). Aungue se espera que las plantas regeneradas sean homogéneas
geneticamente, se sabe que debido a factores intrinsecos y extrinsecos relacionados con el
desarrollo en condiciones artificiales, existe una alta probabilidad de cambios genéticos y
epigenéticos; es por ello que se deben considerar cuidadosamente las distintas aplicaciones
del cultivo in vitro para disefiar estrategias que permitan minimizar/incrementar los efectos
del fenébmeno de variacion somaclonal y adaptarlas a las condiciones particulares de cada

aplicacion (Neelakandan y Wang, 2012).
1.1.2 Transformacién genética de plantas

Los avances en biotecnologia vegetal han permitido superar las barreras naturales de
cruzamiento entre especies y hacen posible transferir genes especificos de cualquier
organismo a las plantas. La posibilidad de introduccién e integracion estable de genes
foraneos en el genoma vegetal es una herramienta muy Util en la mejora genética. Asi, en la
actualidad, se cuenta con protocolos bien disefiados cuya eficacia permite el uso rutinario en
la transformacion de especie vegetales de interés comercial. La transformacién genética
consiste en la incorporacion de uno o varios genes provenientes de una especie, en plantas de
la misma o diferente especie, estando basado este proceso en la aplicacion de técnicas de

ADN recombinante, transformacion de células vegetales y cultivo de tejidos.

La tecnologia del ADN recombinante se desarrollé principalmente en la década de los
80, pero tuvo su origen en la década de los 70 con el conocimiento de los plasmidos
bacterianos y de las enzimas de restriccion. Estas ultimas reconocen secuencias especificas de
ADN Yy realizan cortes en las cadenas de azlcar-fosfato en la zona de reconocimiento o en una
secuencia muy cercana a ella, de tal forma que los segmentos generados pueden ser unidos de
nuevo en distintas combinaciones. Por su parte, algunos plasmidos bacterianos tienen la
capacidad de poder ser transferidos de uno a otro organismo por lo que pueden emplearse
como vectores para la movilidad de fragmentos de ADN (de Jaramillo, 2005).

Respecto a las estrategias de transformacidn genética de células vegetales, existen
varios métodos que se podrian clasificar en métodos bioldgicos, como la utilizacion de
Agrobacterium tumefaciens, y en métodos fisicos como biolistica, electroporacion, abrasion

con fibras, tratamiento con polietilenglicol (PEG), utilizacion de laser y microinyeccion. Entre
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los métodos més utilizados y efectivos se encuentra la transformacion por medio de A.
tumefaciens 6 A. rhizogenes que son bacterias naturales del suelo que utilizan un complejo y
evolucionado sistema de transferencia e integracion de genes. Parte del mecanismo de
transferencia e integracion del ADN foraneo a la planta se efectia mediante un complejo de
proteina y ADN de cadena sencilla, el cual se introduce en un nimero reducido de copias por
celula vegetal (Birch, 1997). Probablemente, la mayor ventaja de la transformacion por medio
de Agrobacterium es que ofrece el potencial de generar células transgénicas a altas
frecuencias relativas sin que presenten una reduccion significativa en su capacidad de

regeneracion (Zupan y col., 2000).

En condiciones naturales, Agrobacterium es una bacteria patégena para algunas
especies de plantas, causandoles induccion de tumores. El estudio de este fendmeno permitio
el descubrimiento de la transferencia de genes bacterianos a las plantas. Cuando la bacteria
infecta el tejido vegetal, le transfiere parte del genoma de un plasmido que posee. Los genes
transferidos ocasionan una proliferacion de células no diferenciadas que constituyen el tumor

0 agalla de corona.

El cultivo de tejidos de especies vegetales es una técnica bésica para la obtencion de
plantas transformadas. Las células inicialmente transformadas se someten a un proceso de
seleccion y regeneracion de plantas mediante la aplicacion de técnicas de cultivo in vitro,
obteniendo una planta completa donde todas o parte de las células contendran el transgén. Es
este paso, precisamente, uno de los factores limitantes en la obtencion de plantas transgénicas

de determinadas especies.

La transformacidn genética se presenta como una alternativa para la mejora genética de
especies vegetales y se programa en varias etapas que se inician a partir de la definicion de un
problema o de un factor limitante de produccion. Posteriormente, se requiere ubicar y aislar el
gen de interés a partir de un organismo determinado, para realizar la transferencia e
integracion estable de ese gen en el genoma de las células vegetales. Esto se logra a través de
la utilizacion de un vector y un sistema de transferencia adecuado. Para la transferencia
exitosa de genes, uno de los factores mas importantes es el de tener disponible un gran
namero de células competentes para la transferencia de genes con capacidad de regeneracion
in vitro de plantas (Birch, 1997). En el proceso, se seleccionan las células transformadas y se
realiza la regeneracion de plantas completas en las cuales se evalua tanto la presencia del

transgén, como la expresion del fenotipo deseado en el momento requerido. El desarrollo de
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brotes en un medio que contenga el agente selectivo generalmente es indicativo de
transformacion exitosa, y finalmente se debe verificar que el transgén se transfiera a la

descendencia de forma mendeliana.

A partir de 1994 tras la aprobacion de la utilizacion de organismos transgenicos a nivel
comercial, el uso de los mismos se ha expandido en forma acelerada en todo el mundo. Barros
(2014) menciona que la investigacion y generacién de cultivos modificados genéticamente ha
estado orientada basicamente hacia los siguientes objetivos: i) aumentar la productividad de
los cultivos mediante resistencia a plagas, enfermedades, herbicidas, sequia y suelos con
elevada salinidad; ii) incrementar la calidad del producto mediante la mejora de su aspecto, de
su contenido nutricional o retrasando la maduracion de los frutos para conseguir dilatar el
tiempo de almacenamiento; iii) regeneracion de suelos contaminados por metales pesados con
plantas transgénicas tolerantes a concentraciones elevadas de estos elementos; produccién de
medicamentos, tales como anticuerpos monoclonales, vacunas y otras proteinas terapéuticas

en plantas transgénicas.
1.1.3 Variacién somaclonal

Las técnicas basadas en el cultivo in vitro de células, tejidos y Organos tienen un
tremendo potencial en investigaciones basicas y aplicadas, de ahi el interés por entender los
cambios morfoldgicos, fisioldgicos, bioquimicos y moleculares asociados con las respuestas
obtenidas en cultivo in vitro. Como ya se ha indicado, la variacién originada por el cultivo de
tejidos y células se denomina variacion somaclonal (Larkin y Scowcroft, 1981). Desde el
primer caso de variacion somaclonal descrito (Braun, 1959) este fenémeno ha sido
problematico, debido a que los investigadores inicialmente esperaban que estas plantas
propagadas clonalmente fueran idénticas a la planta parental. Posteriormente, frente a este
efecto negativo, su utilidad practica al inducir nuevas variantes genéticas, ha sido

ampliamente descrita.

Bairu y col. (2011) mencionan que el término variacion somaclonal es aceptado
universalmente para referirse a las variaciones que ocurren en el cultivo in vitro y que esta
variaciéon podria resultar por la ocurrencia de mutaciones, de cambios epigenéticos, o una
combinacion de ambos mecanismos. La distincién entre los dos mecanismos es muy
importante teniendo en cuenta que las mutaciones genéticas son esencialmente irreversibles y

es probable que persistan en la progenie de las plantas regeneradas, mientras que los cambios

10



Introduccion

epigenéticos no siempre se transmiten mediante reproduccién sexual. También se han
originado diferencias de criterio en el uso del término cuando se utilizan plantas polisomaticas
y quiméricas, consideradas ambas caracteristicas como fuentes preexistentes de variacion. En
este sentido, estos autores indican que algunas de las causas por las cuales ocurre la variacion
somaclonal podrian considerarse resultado de diferencias genéticas preexistentes en células
somaticas, por lo cual sugieren que el uso del término debe ser restringido a las variaciones

que no se detectan durante los estadios iniciales del cultivo.

Paralelamente, otros nhombres, como variacion protoclonal, gametoclonal y mericlonal
también se han utilizado para describir variantes surgidas en los cultivos de protoplastos,
anteras y meristemos, respectivamente (Chen y col., 1998) Cuando la variacién somaclonal es
heredable se asocia con mutaciones puntuales, reordenamientos cromosdmicos, deleciones y
la activacidn de elementos mdviles (Noro y col., 2007). Estas modificaciones pueden actuar
sobre caracteres cualitativos controlados por uno o pocos loci (alteraciones monogénicas) y
también sobre caracteres cuantitativos controlados por varios loci (alteraciones poligénicas).

En la figura 1.1 se muestra una cascada de sucesos que se inician con el cultivo in vitro
de células, tejidos u 6rganos vegetales y terminan produciendo variacién somaclonal. Durante
el cultivo in vitro pueden ocurrir cambios moleculares permanentes o temporales,
relacionados o0 no con un programa de desarrollo particular en respuesta al cultivo in vitro
(Neelakandan y Wang, 2012).

Los mecanismos por los cuales ocurre la variacion somaclonal son mdltiples y entre
ellos se encuentran los relacionados con errores en los procesos de divisién mitética y
meidtica, sobrecruzamiento somatico, desequilibrio en el pool de nucleétidos que podria
alterar tanto la replicacion como la reparacion del ADN, la replicacién anormalmente
retrasada de la heterocromatina, el efecto de los reguladores de crecimiento, la activacion de
transposones y cambios en el ADN de los organulos citoplasmicos (Lee y Phillips, 1988;
Linacero y Vazquez, 1992a y 1992b; Kaeppler y Phillips, 1993; Cardone y col., 2010). Es por
ello que, aunque algunos pueden originar cambios en los caracteres morfologicos faciles de
evaluar, muchos tipos de variacién pueden suceder sin un cambio morfoldgico evidente dado
que una diferencia estructural en un producto génico puede no alterar su actividad bioldgica lo
suficiente como para producir un fenotipo modificado. Por tanto, la falta de variacion

fenotipica de las plantas regeneradas, no necesariamente implica que no exista un cambio
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genético (o epigenético), por lo que es de suma importancia analizar la descendencia de las
plantas regeneradas del cultivo in vitro a nivel molecular (Bednarek y col., 2007).

Explant and culture systems Hormones Stresses
* Protoplast = Auxi.n.s * Nutrients and other chemicals
* Cell suspension * Cytokinins * Wounding In vitre
* Callus *ABA * Enzyme action :
» Root cultures * Gibberellins « Disturbed circadian rhythm environment
* Shoot tip and meristem * Ethylene « Physical factors
* Embryo * Redox environment
* Microspore: * Photo periods: ,
requlation Genetic changes  Epigenetic changes
* Protein Kinases: *Chromosomal level ~ * DNA methylation:
SERK, HK changes MET1,DRM2
*TF genes: WIND1, WUS  DNA sequence changes * Chromatin remodeling: Molecular
e Structural genes: e« Transposition and PICKLE, KYP changes
Actin, Globulin amplification * Small RNA mediated
regulation
Developmental program
« Dedifferentiation
* Proliferation
*Somatic embryogenesis
* Organogenesis Acquisition of
cell fates

Figura 1.1. Algunas condiciones del cultivo in vitro que afectan al estrés genémico y producen
variacion somaclonal (tomado de Neelakandan y Wang, 2012).

Cuando la variacion somaclonal es epigenética, puede ser resultado de un cambio en la
expresion de los genes, reversible y no heredable, que puede estar asociado a alteraciones en
los patrones de metilacion del ADN cambios en las histonas, remodelacion de la cromatina y
en los niveles de RNAs pequefios (Kubis y col., 2003; Noro y col., 2007; Sanchez-Chiang y
Jiménez, 2009; Miguel y Marum, 2011; Neelakandan y Wang, 2012). Por ello, las
alteraciones epigenéticas pueden distinguirse de las genéticas propiamente dichas, analizando
los individuos obtenidos por regeneracion y sus descendientes durante varias generaciones
para comprobar que mantienen el fenotipo mutante. Aunque los cambios epigenéticos son a
menudo temporales y las plantas pueden volver al fenotipo normal, algunos pueden ser de
larga duracion, e incluso pueden ser transferidos durante la propagacion sexual y se

consideran epimutaciones (epialelos) heredables (Jullien y Berger, 2010; Smulders y Klerk,
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2011). Datos experimentales obtenidos por Johannes y col. (2009) indican que en especies
como A. thaliana se han identificado cambios epigenéticos que fueron estables durante al

menos ocho generaciones.

Los avances en el campo de la epigenética han revelado mecanismos dinamicos de
remodelacion de la cromatina ocurridos durante los procesos de desdiferenciacion y
rediferenciacion celular en los que se basan los sistemas de regeneracion in vitro de plantas y
se ha sugerido que puede estar causada por una incompleta reposicion de marcas epigenéticas
durante la regeneracion adventicia, aunque también es probable que tenga otros origenes
(Miguel y Marum, 2011). En la figura 1.2 se muestra un esquema de la estabilidad de la
variacion genética y epigenética en diferentes situaciones de propagacion (Smulders y Klerk,
2011).

genetic variation epigenetic variation
DNA DNA
l mutagenesis lcpigenelic changes
caused by, e.g,, stress

altered altered
characteristics characteristics

pl'f)pilgillioll \'iil_ propagation via
axillary branching axillary branching

less altered
characteristics

l propagation via l propagation via

ANIL
ANIL

same altered

- characteristics

:ulvcntitiu.us adventitious
regeneration regeneration

- E— same altered less altered
v characteristics - characteristics

propagation via propagation via
seeds seeds

same altered less altered
N I N [ clerislics characteristics

Figura 1.2. Representacion esquematica de las diferencias entre variacion genética y epigenética
(tomado de Smulders y Klerk, 2011).

Cuando las plantas sufren estrés, muestran una multitud de respuestas, que pueden
incluir variaciones epigenéticas (Molinier y col., 2006). En este sentido, el cultivo in vitro se
considera una fuente de estrés: los explante se separan de la planta mediante cortes que
producen heridas, se cultivan estériles en un medio artificial y se mantienen en condiciones

ambientales poco naturales. Los componentes del medio aportan a los explantes hidratos de
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carbono como un reemplazo de la fotosintesis en las hojas, ademas de altas dosis de auxinas y
citoquininas. Asi mismo, su balance hidrico se ve perturbado por la alta humedad que se
alcanza en los contenedores donde se mantienen en cultivo. Por tanto, el estrés provocado por
el cultivo in vitro puede afectar la expresion génica y la estructura de la cromatina,
involucrando un posible mecanismo de alteracién de los patrones de metilacion del ADN
(Smulders y Klerk, 2011).

La frecuencia de la variacion generada por el cultivo in vitro es variable y puede
depender, entre otros factores, del medio de cultivo, del tipo de explante y de su genotipo y
del proceso de regeneracion ya sea organogénesis 0 embriogénesis somatica. Altas tasas de
variacion somaclonal durante la micropropagacion de determinadas especies son consideradas
como un problema importante, especialmente en operaciones comerciales a gran escala. La
deteccidn temprana y eliminacién de las variantes es esencial para reducir pérdidas a los

productores.

Los diferentes estudios realizados sobre variacion somaclonal ha puesto en evidencia
algunas caracteristicas particulares de este fendmeno, como son: alta frecuencia de mutacion,
individuos con un elevado nimero de mutaciones, puntos calientes de mutacion en el genoma,
mutaciones diferentes a las inducidas con mutagenos, alta frecuencia de mutaciones
dominantes y mutantes homocigotos (Gavazzi y col., 1987; Linacero y Vézquez, 1993;
Polanco y Ruiz, 2002; Yang y col., 2010).

La variacion somaclonal se puede detectar utilizando una amplia gama de técnicas,
citologicas, bioquimicas y moleculares, con sus ventajas y limitaciones. La elecciéon del
método de deteccion dependerd, por lo tanto, de la finalidad del estudio. La deteccion es
posible al comparar el fenotipo parental y el fenotipo de las plantas regeneradas permitiendo
estimar la tasa de variacion. Los cambios en la expresion génica estdn cada vez mas
documentados y tanto las metilaciones del ADN como las alteraciones en las histonas son
fendmenos que se ha demostrado que estan involucrados en los cambios observados en
plantas regeneradas con respecto al material parental utilizado en el establecimiento del
cultivo in vitro y estos cambios pueden ocurrir en cualquier tipo de cultivo desde los mas
estables genéticamente como son el cultivo de yemas o brotes, hasta los mas inestables como

son el cultivo de protoplastos (Smulders y Klerk, 2011).
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Desde el punto de vista practico, se sabe que la variacion somaclonal no resulta un
fendmeno aprovechable en todos los casos, puesto que no es posible predecir si esta ocurrira
efectivamente vy si el tipo de variacion obtenido sera aprovechable. Por lo tanto, entender la
base molecular de los cambios que la originan ayudaria a desarrollar estrategias para producir
plantas idénticas a la planta parental como se requiere en la conservacion de germoplasma y
en la transformacion genética. Al mismo tiempo, se podria ampliar el rango de variacién
genética en especies con una base genética estrecha, como por ejemplo en el caso de especies
apomicticas, donde la variabilidad dentro de las poblaciones naturales o cultivadas es limitada
(Cardone y col., 2010).

Aunque la variacion somaclonal se puede generar en todos los sistemas comidnmente
empleados de cultivo in vitro de plantas, la proporcion de variantes somaclonales aumenta en
cultivos de larga duracién y segin aumenta el nimero de subcultivos. Esto probablemente se
deba a la acumulacion de alteraciones genéticas y cambios epigenéticos. El cultivo in vitro
combinado con el uso de agentes mutagénicos pueden utilizarse para generar variabilidad
genética como una fuente potencial de nuevos cultivares. Es importante destacar que el
cultivo de tejido puede potenciar la eficiencia de los tratamientos mutagénicos, ya que permite
el manejo de grandes poblaciones celulares y una rapida clonacion de variantes seleccionados
in vitro bajo condiciones selectivas (Orbovic y col., 2008; Bairu y col., 2011).

Como ya se menciond, la composicion del medio de cultivo puede inducir variacién
somaclonal. Se ha encontrado que los reguladores de crecimiento, principalmente aquellos
con naturaleza auxinica, pueden promover la metilacion del ADN, causando asi cambios
epigenéticos (Sahijram y col., 2003; Neelakandan y Wang 2012; Us-camas y col., 2014). El
2,4-D (&cido 2,4 diclorofenoxiacético), el AIA (&cido indolacético) y el ANA (&cido
naftalenacético) han sido sefialados como los responsables de los incrementos en la metilacién
de la citosina que tiene lugar durante el cultivo in vitro. Los sectores del ADN, donde la
citosina se encuentra metilada en posicion 5 son considerados puntos calientes de mutacion,
ya que la desaminacion de una 5-metil citosina origina el cambio de citosina a timina. Las
auxinas naturales y sintéticas tienen una elevada correlacion con el porcentaje de 5-metil

citosina, las citoquininas parece no tienen efecto en este sentido (Cardone y col., 2010).
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1.2 Técnicas empleadas en el estudio de la variacion somaclonal

La variacién somaclonal se puede detectar utilizando distintos tipos de marcadores
(Bairu y col., 2011): i) morfolégicos, como el color de las flores, la forma de la hoja o habito
de crecimiento, entre otros; ii) citologicos, relacionados con el nimero y estructura de los
cromosomas; iii) bioguimicos, basados principalmente en el polimorfismo de proteinas de
reserva 0 de isoenzimas (isoformas de enzimas especificas, con actividad por el mismo
sustrato pero con diferente estructura molecular); y iv) moleculares, basados en el analisis de

cambios genéticos o epigenéticos del ADN.
1.2.1 Marcadores morfolégicos

En el estudio de la variacion genética inducida por el cultivo de tejidos, los caracteres
morfolégicos fueron la primera evidencia en la deteccion de variacion somaclonal. Sin
embargo, debido a la poca variabilidad de estos marcadores y a las interacciones entre genes y
genes/ambiente como, dominancia, pleiotropia y epistasia, el uso de los mismos ha sido muy
limitado. Ademas, un fenotipo normal no garantiza la ausencia de variaciones genéticas y/o
epigenéticas, ni la de uno anormal la existencia de mutaciones. Se sabe que muchas de las
mutaciones son recesivas y estan en heterocigosis, por lo que soélo se identifican estudiando la

descendencia de las plantas regeneradas.

No obstante, la utilizacion de marcadores morfolégicos para detectar variacion
somaclonal ha sido exitosa y citada en diversos trabajos de investigacion. Asi por ejemplo, el
analisis visual y la utilizacion de un analizador de imagenes posibilitaron la diferenciacion en
la morfologia de las hojas de plantas de patata obtenidas por micropropagacion (Cassells y
col., 1999) y en el cultivo in vitro de yemas de ananas se obtuvieron plantas que exhibian
cambios estables en el tamafio del fruto, tasa de proliferacion de vastagos y color y textura de

las hojas (Feuser y col., 2003).
1.2.2 Marcadores citol6gicos

El estudio del cariotipo permite detectar cambios en el numero y estructura de los
cromosomas. De esta manera pueden detectarse translocaciones, inversiones, deleciones y
duplicaciones originadas por el cultivo de tejidos (Lee y Philips, 1988). El analisis cariolégico
y la observacion de alteraciones cromosémicas usando microscopia, han sido empleados con

éxito para identificar variacion somaclonal en plantas regeneradas (Al-Zahim y col., 1999;
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Mujib y col., 2007). Esta técnica presenta importantes limitaciones como puede ser el nimero

y tamarfio de los cromosomas en determinadas especies.

Los cambios citoldgicos constituyen una fuente importante de variacién que muchas
veces es subestimada cuando Unicamente se realizan recuentos cromosomicos. Por ello
existen otras técnicas que estiman cambios cariotipicos con mayor eficiencia, como por
ejemplo el bandeo cromosomico (Gould, 1982). Esta técnica se aplicd, porejemplo, en
suspensiones celulares de Brachycome dichromosomatica (2n = 4) y permitié detectar
reorganizaciones importantes en individuos donde el numero cromosdmico permanecio
estable. Otras técnicas empleadas son la hibridacion in situ, muy utilizada para identificar
cambios estructurales (Rout y col., 1998), y la citometria de flujo que mide el contenido de
ADN de nucleos en interfase (Nakano y col., 2006).

La mayoria de los cambios citoldgicos detectados en plantas regeneradas se relacionan
con errores en la mitosis, en la meiosis y en la citocinesis (Linacero y Vazquez, 1992a; Yu-Jin
y col., 2004;). En concreto, las alteraciones en la estructura de los cromosomas se atribuyen a
roturas cromosémicas en regiones heterocromaticas seguidas, o no, de intercambios y

reordenamientos cromosomicos (Lee y Phillips, 1988).
1.2.3 Marcadores isoenzimaticos

El uso de marcadores bioquimicos irrumpi6 en los afios 70 como un método eficiente
para estudios de variabilidad genética en plantas y han sido utilizados en analisis de
filogenias, identificacion de cultivares y como herramienta para determinar la variabilidad
genética presente en poblaciones vegetales. La aplicacion de técnicas electroforéticas para el
analisis de proteinas totales e isoenzimas también ha permitido detectar cambios bioquimicos

en plantas regeneradas de diferentes especies.

Las isoenzimas son formas moleculares diferentes de la misma enzima, con idéntica o
similar especificidad por el sustrato (Market y Moller, 1959), las cuales representan el
producto de diferentes alelos de un mismo locus o loci diferentes. Cada sistema isoenzimatico
tiene un comportamiento especifico que depende del niamero de loci que lo codifica, nivel de
ploidia de la especie, estructura cuaternaria de la enzima, polimerizacion intergenética,
cambios postranscripcionales, genes modificadores y la ausencia de sustratos in vivo para su
visualizacion (Gottlieb, 1981).
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Aunque el analisis de los patrones isoenzimaticos proporciona un método alternativo
para la deteccion de cambios genéticos, esta técnica se utiliza muy poco en la actualidad
debido a que el nimero de marcadores disponible es pequefio, a la dificultad de interpretar
correctamente determinados patrones isoenzimaticos y al hecho de que los patrones
isoenziméaticos pueden cambiar durante el desarrollo de la planta y por el ambiente
(Venkatachalam y col., 2007).

1.2.4. Marcadores de ADN

El desarrollo de los marcadores moleculares de ADN permitié revelar diferencias entre
individuos basadas directamente en la secuencia nucleotidica de su ADN. A diferencia de los
marcadores morfolégicos y proteicos, los marcadores de ADN permiten realizar
determinaciones sobre cualquier 6rgano y en cualquier estadio de desarrollo de la planta, sin
estar afectados por el ambiente y pudiendo presentar un alto nivel de polimorfismo. El uso de
los marcadores moleculares de ADN permitié el acceso a un rango de variabilidad mucho
mayor del obtenido hasta el momento, abarcando tanto las regiones codificantes del genoma,

como las que no los son (intrones, zonas de ADN repetitivo, pseudogenes, etc.).

Durante los tltimos 20 afios se han desarrollado diferentes técnicas moleculares que han
sido utilizadas en estudios de evolucion genética, poblaciones, ecologia, mapeo genético o
clonacion de genes (Picca y col., 2004). Muchas de estas técnicas moleculares han sido
también una herramienta Gtil para detectar variacion somaclonal de una manera mas precisa y
a nivel de ADN (Polanco y Ruiz, 2002) y para determinar los niveles y los mecanismos por

los cuales ocurre la variacion somaclonal (Read y Preece, 2003).

Existe una gran diversidad y tipos de estos marcadores, unos basados en el uso de
endonucleasas de restriccion como los RFLP, (Restriction Fragment Length Polymorphism)
otros basados en la amplificacion del ADN por PCR (Polymerase Chain Reaction) entre los
que se pueden nombrar los RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), SCAR (Sequence
Characterized Amplified Regions), CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic Sequence), SSR
(Simple Sequence Repeats), o bien aquellos que necesitan del uso de endonucleasas de
restriccion y de PCR, como los AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism). Muchos
de estos tipos de marcadores se han usado con éxito para la deteccion de variacién somaclonal

en diversas especies de plantas (Bairu y col., 2011).
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A continuacion se describen con detalle aquellos marcadores basados en el analisis
directo del ADN que se han empleado en el presente trabajo. En concreto, los marcadores
AFLP que combinan el uso de endonucleasas y amplificacion por PCR vy sus derivados para el
analisis de los estados de metilacion, MSAP (Methylation-Sensitive Amplification
Polymorphism) y metAFLP (methylated-AFLP), ademas de la técnica de “Transposon
Display” (TD) y su adaptacién para el anélisis del estado de metilacion de elementos
transponibles (TMD).

1.2.4.1 Marcadores AFLP

A mediados de los afios 90 se desarrollaron los marcadores AFLP (Amplified Fragment
Length Polymorphisms; Vos y col., 1995) basidndose en la combinacién de dos técnicas
usadas en la generacion de marcadores moleculares: la digestion con enzimas de restriccion
propia de los RFLPs y la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Para obtener los
marcadores AFLPs se emplean dos enzimas de restriccion, una de corte frecuente y otra de
corte poco frecuente, que generalmente son Msel y EcoRI respectivamente. En un segundo
paso, se realiza la unidon de unos adaptadores de doble cadena en ambos extremos de los
fragmentos generados. Finalmente, se realiza una amplificacion de dichos segmentos de ADN
con cebadores disefiados tomando en consideracion las secuencias de los sitios de restriccion
de las enzimas y de los adaptadores empleados, sin necesidad del conocimiento previo de la
secuencia del genoma de la especie que se desee estudiar. La amplificacion de todos los
fragmentos generados impediria, en la practica, poder individualizarlos. Por ello, se amplifica
Unicamente un subconjunto usando cebadores a los que se les ha afiadido en su extremo 3
uno o mas nucledtidos llamados selectivos, que reducen en una cuarta parte el nimero de

fragmentos amplificados por cada nucleétido afiadido.

Los fragmentos amplificados se visualizan mediante separacion electroforética en geles
de acrilamida o bien empleando electroforesis capilar si se ha usado marcaje con
fluorocromos de uno de los cebadores selectivos. Usando combinaciones de cebadores con
diferentes bases selectivas o empleando diferentes enzimas de restriccion y sus
correspondientes adaptadores, se puede disponer de un numero ilimitado de marcadores (\Vos
y col., 1995).

Es importante destacar que en los geles de acrilamida los productos amplificados se

presentan en forma de bandas, mientras que éstos se visualizan en forma de picos cuando se
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emplea un secuenciador automético para realizar una electroforesis capilar, aunque la
interpretacion de ambos es la misma y suelen analizarse como marcadores dominantes
respecto a la presencia o ausencia de cada fragmento amplificado. Se ha propuesto otro tipo
de interpretacion basada en programas de analisis de imagen, que podria permitir la
asociacion entre una mayor o menor intensidad de la banda o altura del pico y el caracter
homocigoto o heterocigoto del marcador, haciendo posible para algunos casos interpretar los

AFLPs como marcadores codominantes (Castiglioni y col., 1999).

Las principales ventajas de los AFLPs son la capacidad de obtener un nimero muy
elevado de polimorfismos en relativamente poco tiempo y ademés hacerlo con un tipo de
marcadores muy reproducibles. Por ello, son muy utilizados como marcadores genéticos,
incluyendo andlisis de variabilidad, busqueda de marcadores ligados a genes de interés y
cartografia génica a pesar de ser una metodologia compleja y relativamente cara. También se
han empleado en la deteccién de variacion somaclonal en distintas especies de plantas,
incluyendo Arabidopsis thaliana (Polanco y Ruiz, 2002), centeno (de la Puente et al., 2008) y
arroz (Wang y col., 2013), y continta siendo empleado de forma generalizada en este tipo de
estudios (Zeng y col., 2010; Wang y Wang, 2012; Akash y col., 2013; Slazak y col., 2015).

1.2.4.2 Marcadores MSAP y metAFLP

La técnica MSAP “Methylation-Sensitive Amplification Polymorphism” es una
adaptacion de la técnica AFLP para el estudio de la metilacion de citosinas (Reyna-Lépez y
col., 1997) que también recibe el nombre de MS-AFLP (Methylation Sensitive AFLP) por
algunos autores (Schrey y col., 2013). Los marcadores MSAP, al igual que los AFLPs,
consisten basicamente en la amplificacion selectiva de fragmentos obtenidos en la digestion
de DNA gendmico con dos enzimas de restriccion. Sin embargo, en este caso se digiere el
DNA de cada muestra en dos reacciones independientes con dos endonucleasas en cada una
de las reacciones, siendo una de las endonucleasas comudn. Las enzimas empleadas
originalmente para los MSAP son las endonucleasas Hpall y Mspl, como enzimas de corte
frecuente afiadidas cada una de ellas en una de las dos reacciones y EcoRI, como enzima de
corte poco frecuente y comun en las dos reacciones independientes. Hpall y Mspl reconocen
la misma secuencia diana 5’-CCGG-3" y se ven afectadas por la presencia de citosinas
metiladas, pero tienen un comportamiento distinto segin el estado de metilacion concreto a

nivel de doble cadena de dicho motivo.
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Bednarek y col. (2007) emplearon una combinacion diferente de enzimas para el
andlisis del estado de metilacion usando Msel como enzima de corte frecuente, y comun en
las dos reacciones independientes, y la pareja Kpnl y Acc651 que reconocen la secuencia diana
5’-GGTACC-3" como enzimas de corte poco frecuente y especificas en cada reaccion de
digestion. Esta combinacién permite detectar de forma simultanea, al comparar distintas
muestras, cambios producidos a nivel de secuencia y a nivel de metilacién porque Kpnl no se
ve afectada por metilacion en la diana mientras que Acc65l si lo esta (Bednarek y col., 2007).
Dada la diferente interpretacion de los resultados cuando se emplea esta Gltima combinacion
de enzimas, Bednarek y col. (2007) propusieron la abreviatura metAFLP como especifica
para los marcadores obtenidos con esta metodologia para diferenciarlos de los MSAP,

obtenidos con Hpall y Mspl.

Tanto para los marcadores MSAP como metAFLP, y al igual que en los AFLP, en un
segundo paso posterior a la digestion del ADN y aprovechando los extremos cohesivos
generados por el corte de las enzimas de restriccion, se realiza la ligacion de unos adaptadores
qgue permitiran finalmente la amplificacion de los fragmentos sin la necesidad de conocer
previamente sus secuencias. También se emplean combinaciones de cebadores con diferentes

bases selectivas para reducir el nimero final de fragmentos que se amplifican.

Uno de los cebadores selectivos ha de estar marcado para posibilitar la deteccion de los
fragmentos amplificados. El protocolo original de AFLP de Vos y col. (1995) requeria el uso
de radioisétopos en geles desnaturalizantes de poliacrilamida, pero su uso implicaba la
contaminacion de la zona de trabajo y del termociclador empleado en las reacciones de
amplificacion, ademas del coste de equipamiento y manejo de material radiactivo, lo que
hacia inaccesible esta técnica a un alto nimero de investigadores. Por ello, la alternativa que
mas se sigue empleando es el uso de la tincion de plata, pero el proceso de tincion es

laborioso y dificil de controlar.

También se ha propuesto el uso de tincion con bromuro de etidio en geles no
desnaturalizantes de acrilamida, pero se reduce enormemente el nimero de fragmentos
visualizados ya que esta tincion requiere una mayor cantidad de DNA que cualquiera de las
dos anteriores. Otra posibilidad es el empleo de marcaje con fluorocromos para la deteccion
de MSAPs y metAFLPS que permite, por un lado, una sensibilidad semejante a la obtenida
con radioisotopos y, por otro, la automatizacion del proceso mediante secuenciadores

automaticos de DNA basados en el marcaje con fluorocromos. De esta manera, es posible

21



Introduccién

utilizar los equipos denominados analizadores genéticos o analizadores de fragmentos, ya que
se ha desarrollado software especifico para secuenciadores automaticos que permite el anélisis
simultaneo de fragmentos generados con diferentes combinaciones de cebadores especificos.
Incluso también es posible la clonacién de marcadores detectados por fluorescencia en
electroforesis capilar (Polanco y col., 2005) poder aislar aquellos fragmentos que puedan ser
de interés para poder realizar su posterior secuenciacion, factor que podia inclinar hacia el
empleo de marcaje radiactivo (Cho y col., 1996; Shan y col., 1999), tincion de plata (Briard y
col., 2000; Thomas, 2004;) o bromuro de etidio (Cho y col., 1996).

Los investigadores no comenzaron a emplear la metodologia MSAP para medir la
metilacion de los sitios 5’-CCGG-3” hasta pasados unos afios de su publicacion (Reyna-Lopez
y col., 1997), siendo los primeros trabajos en cultivares de arroz (Ashikawa y col., 1999;
Xiong y col., 1999), cambios de metilacién asociados con micropropagacién en banana
(Peraza-Echevarria y col., 2001) y manzana (Xu y col., 2000), estudios de metilacién en
banana (Engelborghs y col., 2000), variacién somaclonal en palmera de aceite (Matthes y col.,
2001) y vernalizacion del trigo (Sherman y Talbert, 2002). Desde entonces son numerosos los
trabajos que se han publicado en los que se analizan la variacion en el estado de metilacion,
tanto presente de forma natural como producida por distintos tratamientos, empleando
marcadores MSAP. Por su parte, los marcadores metAFLP son mé&s recientes y se han
empleado, hasta el momento, en unas pocas especies vegetales como son cebada (Bednarek y
col., 2007), Gentiana pannonica (Fiuk y col., 2010) Phyllostachys praecox (Lu y col., 2012),
Poa annua (Chwedorzewska and Bednarek 2012) y triticale (Machczynska y col., 2014b).

1.3 “Transposon Display” sensible a metilacion (TMD)

La técnica de “Transposon Display” (TD) descrita por Casa y col. (2000) también
denominada como S-SAP (Sequence-Specific Amplification Polymorphism) es una
modificacion de la técnica AFLP en la que uno de los cebadores selectivos es complementario
a una secuencia conocida, y el otro cebador es uno de los usados habitualmente para la
deteccion de AFLPs, es decir, complementario a la secuencia del adaptador de la enzima de
restriccién empleada. Esta técnica puede ser usada disefiando un cebador a partir de un LTR
(Long Terminal Repeat) de un retrotransposon o a partir de secuencias conservadas de otros

transposones presentes en el genoma vegetal.
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Los marcadores TD son dominantes y permiten detectar variacion de secuencia debida
al sitio de insercion del retrotransposon LTR (presencia/ausencia del elemento), variacion de
la secuencia genomica que flanquea el elemento y variacion de la secuencia del propio
elemento (Ellis y col., 1998). Estos marcadores se han usado con éxito para analizar la
activacion, movilidad y diversidad de retrotransposones con diversos fines, incluyendo la

evaluacion de la variacion somaclonal (Kalendar y col. 2011).

En el protocolo de la técnica “Transposon Display” sensible a metilacion (TMD) se
utilizan las mismas endonucleasas de restriccion Hpall y Mspl que se emplean para los
marcadores MSAP, permitiendo obtener diferentes fragmentos en cada reaccion segin el
estado de metilacion de las citosinas en los sitios 5°-CCGG-3’ que se encuentren flanqueando
las zonas de insercion de los transposones que se analicen (Kashkush y Khasdan, 2007). Para
ello, en la amplificacion selectiva, se sustituye uno de los dos cebadores con bases selectivas
por otro especifico de la secuencia que se quiere amplificar, siendo el caso mas comdn un

cebador derivado de la region LTR de un retrotransposon.

Existen diversas técnicas que también utilizan las caracteristicas de los
retrotransposones LTR para generar marcadores moleculares altamente informativos, entre las
que se pueden nombrar: Los IRAP (Inter Retrotransposon Amplified Polymorphism) que son
marcadores que se basan en la amplificacion de la zona que se encuentra entre dos
retrotransposones situados préximos y en orientaciones opuestas en el genoma; los REMAP
(Retrotransposon-Microsatellite Amplified Polymorphism) que detectan polimorfismos entre
la zona amplificada comprendida entre un retrotransposon y una repeticion de tipo
microsatélite o SSR (Kalendar y col., 1999); los RBIP (Retrotransposon-Based Insertion
Polymorphism) que utilizan como cebadores una secuencia del retrotransposon y una
secuencia del DNA flanqueante a este elemento (Flavell y col., 1998); los RVIP
(Retrotransposon Internal Variation Polymorphism) que utilizan como cebadores secuencias
internas a los retrotransposones, y sirven para revelar variaciones en la estructura interna de

las diferentes copias de un elemento o familia (Vershinin y Ellis, 1999).
1.4 Metilacion del ADN en plantas

Se ha comprobado que la variacion somaclonal esta relacionada con modificaciones en
los patrones de metilacion de las lineas celulares y en ocasiones, de las plantas regeneradas

(Kubis y col., 2003). Como hemos indicado anteriormente, las plantas regeneradas muestran
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un amplio rango de variabilidad, que va desde las mutaciones a cambios temporales en el
fenotipo. Los cambios en la metilacion del ADN provocan, en algunas ocasiones, cambios
permanentes en la expresion génica que se manifiestan en el fenotipo. La metilacion del ADN
en las plantas esta relacionada con la regulacion de la expresion genética, defensa de la
integridad del genoma, la diferenciacion celular, la inactivacion de la cromatina y la impronta
genética (Smulders y Klerk, 2011).

La metilacion del ADN es un proceso dinamico y eficientemente regulado, de tal forma
que las secuencias no metiladas pueden ser metiladas pero también los grupos metilo pueden
perderse, por lo que los patrones de metilacion de las células somaticas son el resultado de
ambas actividades, metilacion y desmetilacion. En plantas, la metilacion ocurre en secuencias
simétricas CG y CHG (donde H es adenina, citosina o timina) y asimétricas CHH teniendo
cada una de ellas requerimientos distintos para el mantenimiento de su estado de metilacion
(Chan et al., 2005). En Arabidopsis thaliana los niveles de metilacion observados son
aproximadamente del 24 %, 6,7 % y 1.7% para los motivos CG, CHG y CHH,
respectivamente (Cokus y col., 2008). En las plantas la metilacion tiene lugar principalmente

en transposones y otros elementos repetidos (Zhang y col., 2006).

OH OH

S - Adenosilmetionina

Metiltransferasa
unida al ADN

H X

Citosina 5 - Metilcitosina
Sitios metilados del ADN de plantas
CG CHG CHH

Figura 1.3. Reaccién de metilacion catalizada por las ADN-metiltransferasas.

24



Introduccion

La metilacion del ADN consiste en la adicion post-sintesis de un grupo metilo en la
posicion 5’ del anillo pirimidinico de la citosina. Las enzimas que llevan cabo esta
transformacion catalizan la transferencia del grupo metilo procedente de la S-

adenosilmetionina (SAM) y se denominan ADN-metiltransferasas (Figura 1.3).

En plantas, la metilacion de novo esta catalizada por la enzima DRM2 (metiltransferasa
reorganizadora de dominios 2) que es un homdlogo de las metiltransferasas DNMT3 de
mamiferos. EI mantenimiento de la metilacion ocurre por tres vias diferentes: i) La enzima
MET1 (también conocida como DMT1, metiltransferasa de ADN 1) que es la homdloga en
plantas de la DNMTL, se encarga de mantener la metilacién de grupos CG. ii) Por su parte, la
CMT3 (cromometilasa 3) mantiene metiladas las citosinas de las secuencias CHG vy iii)
mediante una metilacion persistente de novo por DRM2 se mantiene la metilacion de las
secuencias asimétricas CHH (Chan y col., 2005). Sin embargo, las rutas que controlan el
establecimiento y mantenimiento de la metilacién del ADN, asi como las involucradas en la

eliminacion de dicha metilacion, estan menos caracterizadas (Law y Jacobsen, 2010).

La importancia de la metilacion en las plantas es obvia dado que los genes constituyen
tan solo una pequefia parte de la porcién total del genoma y el control preciso de su expresion
constituye un problema sustancial de regulacién. EI ADN no codificante que contiene
intrones, elementos repetitivos y elementos activos de transposicion requiere un sistema de
silenciamiento a largo plazo. El genoma de las plantas contiene un gran nimero de elementos
transponibles, la mayoria de ellos silenciados o inactivados y se propone que es precisamente
la metilacion de citosinas la que suprime la actividad de estos elementos (Cafial y col., 2003).
Lo mismo ocurre con secuencias transgénicas donde la inactivacion puede ocurrir, bien
porque la metilacion ocurra en el promotor del transgén o por modificacion de la estructura de
la cromatina que haga inaccesible la entrada de la maquinaria de transcripcién. La metilacion
en plantas también esta involucrada en el fendbmeno de impronta genética, es decir, la

expresion alélica dependiente del parental asociado a dicho alelo (Ruiz-Garcia y col., 2005).

Los elementos de transposicion (TE) y sus derivados son los principales objetivos del
silenciamiento epigenético en las plantas y la metilacién del ADN, las modificaciones de las
histonas y los micro-ARN participan en el mantenimiento de la represion de los elementos de
transposicion (Rigal y Mathieu, 2011; Slotkin y col., 2012). Las rutas de metilacion y

desmetilacion interactuan, indicando que las plantas poseen un sistema de defensa de la
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transposicion altamente sofisticado que ademas juega un importante papel en la regulacion de
la expresion génica (Kim y Zilberman, 2014).

En A. thaliana, aproximadamente un tercio de los genes presentan metilacion CG en sus
zonas codificantes, mantenida por la enzima MET1 (también conocida como DMTL,
metiltransferasa de ADN 1). A diferencia de la metilacion de los transposones, esta metilacion
CG no parece causar silenciamiento, dado que dichos genes metilados se expresan de forma
moderada en muchos tejidos. Esta presencia de metilacion CG en zonas codificantes también
se ha observado en invertebrados, sugiriendo que pueda ser una caracteristica comdn de
genomas eucarioticos (Furner y Matzke, 2011). Los estudios iniciales en A. thaliana parecen
indicar que esta metilacion podria suprimir la produccion de transcritos antisentido desde
promotores cripticos, aunque también se han encontrado resultados en los que no aumentan
dichos transcritos antisentido en mutantes MET1, por lo que la funcion de la metilacion de las

zonas codificantes permanece ain poco precisa (Law y Jacobsen, 2010).

Aungue en la mayoria de los casos la metilacion del DNA es un marcador epigenético
estable, se han observado niveles reducidos de metilacion durante el desarrollo de mamiferos
y plantas. Esta pérdida neta de metilacion se ha documentado que pude ocurrir tanto de forma
pasiva por ausencia funcional de rutas de mantenimiento de metilacién durante la replicacion
del ADN, como de forma activa mediante la eliminacion de citosinas metiladas. En plantas, la
desmetilacion activa ocurre por actividad de las DNA glicosilasas, probablemente en

combinacion con el mecanismo de reparacion por excision de bases (Zhu, 2009).

Las diferencias en los patrones de metilacion del ADN entre ecotipos diferentes de
plantas son de gran importancia para la comprension del control genético de metilacion del
ADN. En tal sentido, Furner y Matzke (2011) mencionan que las diferencias en los patrones
de metilacion no son aleatorias y puede ocurrir que ciertas secuencias nucleotidicas sean
frecuentemente metiladas y otras raramente metiladas. Una vez establecida la premisa de que
la metilacion no es estatica y que potencialmente puede cambiar en respuesta al desarrollo o
estimulos relacionados con el ambiente, pueden ocurrir cambios de la expresion genica por
modificaciones en los patrones de metilacion, bien de forma pasiva debido a la falta de
mantenimiento en la metilacion del ADN a través del mecanismo de replicacion o bien
activamente, a través de la accion de enzimas con actividad glicosilasa que eliminen los
grupos metilo o de metiltransferasas que los incorporen. Los estudios genéticos han revelado

detalles que permiten una mejor compresion acerca de los patrones y cambios dindmicos de la
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metilacion del ADN en las plantas como A. thaliana. Ademas, su estudio ha contribuido a la
identificacion de los genes involucrados en los mecanismos de metilacion y desmetilacion y el
entendimiento del silenciamiento génico y su relacién con los elementos transponibles, entre

otros.
1.5 Elementos transponibles

Los elementos transponibles (TE, Transposable Elements) son fragmentos de ADN que
tienen la capacidad de movilizarse y multiplicarse dentro de los genomas, es decir, los TEs
tienen la capacidad de separarse de una posicion en el genoma y reinsertarse en otra, incluso
ser copiados e insertados en distintos lugares del genoma, de forma auténoma o utilizando
enzimas codificadas en otros TEs. McClintock (1948) realizd el descubrimiento de los
elementos transponibles en su trabajo sobre la inestabilidad cromosémica y la variegacion
observada en el maiz, planteando la existencia de unos elementos que podrian causar
inestabilidad cromosomica. Ella observd que estos elementos se movilizaban entre multiples
genes activando o reprimiendo la expresién de los mismos. Afios mas tarde se realizé la
primera caracterizacion molecular de un elemento transponible (Jordan y col., 1967) lo cual
marco el inicio en la profundizacion de los estudios y caracterizacion de los elementos

genéticos moviles.

La gran diversidad de estos fragmentos en diferentes organismos ha hecho dificil un
consenso cientifico en cuanto a los criterios utilizados para clasificarlos. En este sentido se
encuentran en la literatura varios sistemas que buscan resolver este inconveniente. Finnegan
(1989) propuso un primer sistema de clasificacion basado en el mecanismo de transposicion;
posteriormente Hull (2001) realiz6 una nomenclatura taxonémica similar a la utilizada en
tipos virales, definiendo asi varios grupos de retrotransposones. Capy (2005) apoyado en su
propuesta de 1997, realiz6 una sintesis de la nomenclatura existente basandose en el modo en
gue se transponen, clasificAndolos asi en dos grandes grupos: los TE clase | o
retrotransposones en los cuales su intermediario para la transposicion es el ARN (modo
replicativo) y los TE clase Il o transposones de ADN en el cual es el propio ADN el que se

moviliza (modo conservativo).

Teniendo en cuenta la rapidez con la que se describen nuevas secuencias de TEs con
diferentes mecanismos de transposicion, asi como también el descubrimiento de TEs no

autonomos como los MITEs (Miniature Inverted Repeat Transposable Elements), se han
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generado multiples adaptaciones a partir de la clasificacion original de Finnegan (1989). A
continuacion se describird brevemente la propuesta realizada por Wicker y col. (2007)

esquematizada en la Figura 1.4.

Classlficatlon Structure T5D Code Occurrence
Order Superfamily
Class| (retrotransposons)

LTR Capia —pel CAG AP INT_RT_ FH | 6 RLC PM.FO
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Retrovirus wempel GAG AP BT RH IMT__ENY jmemie -6 RLR M
ERV gl GAG _AP__RT__RH_INT__ENV__jeei 46 RLE M

DIRS DIRS P GAG AP RT RH VR e 0 RYD PM.EO
Mgaro —p{ GAG AP RT FH VE |t ol = 0 RYN M.F
VIPER —p{ GAG AP RT FH VE |t ol = 0 RYV o

PLE Pendope Variable RPP PM.FO

LINE R2 = R EN | Variable RIR M
RTE Variable RIT M
Jockey = ORO__ M AFE AT = Variable RIJ M
L1 = CORO_____ AFE AT = Variable RIL PM.EO
I w{  CREl W AFE AT AH = Variahle RIl PM.F

SINE tRNA e Variable RST PM.F
75L —_—y Wariable RSL PM.F
55 e S Variable RSS M. O

Class Il {(DNA transposons) - Subclass 1

TIR Tel-Mariner TA DIT BM.FO
hAT 8 DTA PM.EO
Mutator 011 DTM EM.EO
Merlin 89 DTE M, O
Transik DTR M.F
P DTP EM
PiggyBac TTAA DTE M, O
FIF- Harbinger " Tt P ORI 3 DTH PM.FO
CACTA Taee ORFZ 23 DTC PM.F

Crypton Crypton — TR e 0 DYC I

Class Il {DNA transposons) - Subclass 2

Helitron Helitron = WA pp | (I HEL e 0 DHH PM.F

Maverick  Maverick ] TONT | AP v VP || POLE it 6 DMM M.EO

Structural features
——- | ONg terminal repeats  Wem ey Terminl inverted repeats ==l e Coding region

Mon-coding region
———  Diagniostic feature in non-coding region ey A Rizgion thiat can contain one or more additional ORFs

Protein coding domains
AP, Aspartic proteinase APE, Apurinic endonuclease ATF, Packaging ATPase CHNT, C-integrase CYP, Cysteine protaase EM, Endonuclease

EMV, Envelope pratain GAG, Capsid protein HEL, Helicase IMT, Integrase ORF, Open reading frame of unknown function
POL B, DA polymerase B RH, RNase H RPA, Replication protein A (found only in plants) BT, Reverse transcriptase

Tase, Transposase (* with DIDE motif) YR, Tyrosine recombinase Y2, YRwith Y'Y motif

Species groups

P. Plants M, Metazaans F. Fungi 0, Others

Figura 1.4. Clasificacion de los elementos transponibles (tomado de Wicker y col., 2007).
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1.5.1 Elementos transponibles de clase | (retrotransposones)

Estos elementos moviles también son Ilamados retroelementos y necesitan una
transcriptasa inversa para su movilizacion. Asi, el ADN correspondiente al transposon se
transcribe a ARN y es inversamente transcrito, siendo el ADN copia el que se integra en la
nueva localizacion. Este modo replicativo de transposicion de los retroelementos que integra
nuevas copias via un intermediario de ARN, induce a un incremento rapido del ndmero de
copias de los elementos en el genoma. Wicker y col. (2007) han clasificado estos elementos
en cinco ordenes basados en la organizacién y filogenia de su transcriptasa reversa, estos son:
LTR, LINE, SINE, DIRS y PLE.

Los retrotransposones con LTR (Long Terminal Repeat) en los extremos del elemento,
son el orden predominante en las plantas y se clasifican en tres superfamilias: Copia, Gypsy y
Bel, diferenciadas tanto estructuralmente como por el grado de homologia de las secuencias
de su transcriptasa reversa. Los LTRS se caracterizan por comenzar su secuencia por 5 -TG-3"
y terminar con 5-CA-3", las cuales flanquean la regién interna codificante y su longitud
puede encontrarse desde las 100 pb hasta varias kb. También contienen secuencias cortas
duplicadas en los extremos (TSD, Target site duplications) que pueden tener entre 4 y 6 pb,
ademas presentan un marco abierto de lectura 0 ORF (Open reading frame) para el gen Gag
que codifica una proteina estructural (involucrado en formacion de particulas similares a las
virales) y otro ORF para el gen Pol, situado siempre a continuacion del gen Gag, que codifica
para diferentes actividades enzimaticas entre las que se pueden nombrar: proteasa,

transcriptasa inversa, ARNsa e integrasa.

Los elementos LINEs (Long Interspersed Elements) son menos abundantes en plantas,
no presentan LTR, algunos son autonomos ya que poseen un ORF que codifica para Pol y
otras presentan ORF homélogos a los genes Gag, aunque su actividad no esta del todo clara.
Otros pueden presentar una cola poliadenilada o regiones ricas en adeninas en su extremo 3.
El sistema por el que se integran los LINEs involucra una rotura del ADN que es utilizada

como cebador en la transcripcion inversa del ARN transcrito.

Los elementos SINEs (Short Interspersed Nuclear Elementes) no presentan LTR ni un
marco abierto de lectura ORF asi que no codifican para ninguna proteina implicada en su
transposicion, presentan un promotor interno de una polimerasa Il que permite que se

transcriban utilizando la maquinaria de transcripcion de los LINEs cercanos. Generalmente
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estos elementos son menores a 500 pb siendo las secuencias Alu de estos elementos las mas

abundantes y mejor conocidas en el genoma humano.

Los elementos DIRs carecen de LTRs pero si presentan repeticiones terminales
invertidas (TIRs, Terminal Inverted Repeats) y un marco abierto de lectura ORF para los
genes Gag y Pol; es importante destacar que estos codifican para una tirosina-recombinasa y
no para una integrasa, razén por la cual carecen de secuencias cortas duplicadas TSDs. Dentro
de este orden se establecen tres superfamilias: DIRS, Ngaro y VIPER diferenciados por

analisis genético de las enzimas transcriptasas inversas y ribonucleasas.

Los elementos del tipo PLE (Penelope Like Element) poseen un ORF que codifica para
transcriptasas inversas de los retrotransposones con LTRs o del tipo LINE, més relacionadas
con la telomerasa. Adicionalmente también codifican para una endonucleasa homologa a las
codificadas por algunos intrones y a una proteina llamada UvrC que esta involucrada en la

reparacion del ADN de las bacterias.
1.5.2 Elementos transponibles de clase Il (Transposones de ADN)

Los transposones de ADN presentan un sistema por el cual se mueven directamente a
través de un intermediario de ADN, mediante escisiones que son insertadas en distinto sitio, a
través de un mecanismo de corte y pega. De esta forma, su nimero de copias no aumentan en
el genoma huésped. Presentan repeticiones terminales invertidas (TIR, Terminal Inverted
Repeated), reconocidas por la enzima transposasa que cataliza posteriormente la movilizacién

de estos elementos. Esta clase se ha subdividido en subclase I y subclase II.

Los elementos de la subclase | se han subdivido en dos 6rdenes: TIR y Crypton; el
primero se caracteriza por tener un marco abierto de lectura ORF que codifican para una
transposasa y el segundo tiene la capacidad de codificar para una triosin-recombinasa

caracterizado por no presentar repeticiones terminales invertidas TIRs.

Los elementos de la subclase Il, cuyo mecanismo de movilizacion lo realizan cortando
una de las dos cadenas de ADN, se han subdivido en dos ordenes: Helitron y Maverick; los
primeros se caracterizan por la ausencia de TIRs y se multiplican por el mecanismo del
circulo rodante, codificando para Y2-tirosin-recombinasa y para una proteina de unién de

cadena simple; los segundos, se caracterizan por presentar TIRs y codifican para una ADN
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polimerasa B y para una integrasa, su mecanismo de movilizacion lo realizan cortando el

ADN vy se replican de forma extracromosomica para ser integrados posteriormente.

También hay que mencionar a los MITE (Miniature Inverted-repeat Transposable
Element) que son un tipo especial de elementos transponibles de pequefio tamafio (de 100 a
700 pb) y que son estructuralmente como TE de clase 1. Estos presentan TIR y no tienen
capacidad codificante. Sin embargo, parecen tener un tipo de movilizacion replicativa propia
de TE de clase I, ya que se encuentran en un namero muy elevado de copias; ademas cada
subfamilia de MITE esta muy conservada a nivel de tamafio y secuencia. Varios autores han
reportado que posiblemente los MITEs se movilizan por la actividad de otros elementos
denominados PONG, los cuales codifican para una transposasa de la familia PIF/Harbinger.

Desde hace mas de una década, diversos autores han reportado la presencia y posterior
caracterizacion de un gran numero de elementos transponibles en muchas especies vegetales y
han puesto de manifiesto la importancia del rol que desempefian en la evolucion de las plantas
(Todorovska, 2007). Asi mismo, otros investigadores también han reportado sus avances en la
identificacion y evaluacion de retrotransposones en varios organismos vegetales como avena
(Bayram y col. 2012), maiz (Casa y col. 2002), arroz (Hirochika, 1996; Feschotte y col.,
2003; Tsugane y col., 2006; Miyao y col., 2012) y A. thaliana (Hollister y col., 2011,
Matsunaga y col., 2012; Park y col., 2014;) entre otros.

A partir del descubrimiento de los TE se sugiridé una posible relacion entre la variacion
somaclonal y los elementos moviles (Lee y Phillips 1988). Ahora se sabe gque los elementos
transponibles, estan presentes de manera extendida dentro de los genomas vegetales, siendo la
mayor clase de ADN repetitivo disperso en los mismos. Las secuencias de retrotransposones
de clase | estan dispersas a todo lo largo de la eucromatina, de forma aleatoria y de forma no
aleatoria dependiendo tanto de la especie vegetal asi como también del tipo de elemento
movil estudiado (Heslop-Harrison y col. 1997). Por otra parte, algunos elementos estan
presentes en poca cantidad o incluso ausentes en ciertas regiones como centromeros, regiones
heterocromaéticas intersticiales y terminales y sitios de ADN ribosomal (Kumar y Bennetzen,
1999). Ademas, los elementos transponibles pueden inducir mutaciones relativamente estables
ya que se transponen via replicacion, reteniendo la secuencia en el sitio de insercién. Estas
mutaciones pueden ser causa de inactivacion genica o alteraciones en los patrones de
expresion de los genes, o de la estructura de las proteinas que codifican. Asi que es probable

gue los genomas que contienen un gran numero de elementos transponibles sean mas
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inestables bajo condiciones in vitro que aquellos que no los contengan, o los tienen en menor
cantidad (Karp, 1995).

1.6 Arabidopsis thaliana (L.) Heynh

La especie A. thaliana (Figura 1.5) fue descrita
en el siglo XVI por Johannes Thal, de quien procede
su actual nombre especifico, aunque fue llamada
inicialmente Pilosella siliquosa. Desde entonces ha
pasado por una serie de cambios de nombre, siendo
en 1841 renombrada como Arabidopsis thaliana por
el botanico alemédn Gustav Heynhold. Su numero
cromosomico, 2n=10, fue correctamente
determinado por Laibach (1907).

A partir de mediados del siglo XX, esta

especie comenz6 a ser utilizada en diferentes

estudios de tal forma que el propio Laibach fue el

primer investigador en dar a conocer el potencial de
Figura 1.5. Arabidopsis thaliana (L.) ) ) ] o

Heynh. A. thaliana como modelo bioldgico al describir su

fecundidad, facilidad para realizar cruzamientos,

corto tiempo por generacion y la posibilidad de mutagénesis (Laibach, 1943). En el afio 1945

en el laboratorio de Leibach, usando rayos X, se obtuvo la primera coleccion de mutantes para

esta especie y ya en la década de 1950 quedé establecida la importancia de esta especie para

los estudios genéticos. En la actualidad es ampliamente utilizada para estudios botéanicos,

citogenéticos, evolutivos, poblacionales asi como también el estudio de estructura celular y

molecular.

Ademas, sus caracteristicas morfoldgicas, anatomicas y fisioldgicas le proporcionan
ventajas para ser utilizada como especie modelo. Asi, su porte bajo permite maximizar la
cantidad de plantas utilizadas por unidad de area, su ciclo de vida es corto cuando se cultiva
con luz continua a 25 °C, pudiéndose obtener una alta produccion de semillas (hasta 5.000
semillas por individuo) las cuales permanecen viables por varios afios y su condicion de
autogamia permite que los genes recesivos puedan expresarse con mayor facilidad (Meinke y

col., 1998). Esta especie es de crecimiento rapido, permitiendo obtener numerosas
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generaciones en periodos de tiempo relativamente cortos, lo que facilita el anélisis genético.
Otro aspecto de gran importancia dentro de las ventajas genéticas de A. thaliana consiste en
que esta especie puede ser transformada con Agrobacterium tumefaciens de manera muy
eficiente (Labra y col., 2004).

La mayoria de los procesos biolégicos que ocurren en especies de importancia
econdmica también se producen en A. thaliana. Un ejemplo de ello se puede apreciar en la
comparacion realizada entre el proteoma de A. thaliana y el de arroz, comprobando que el
71% de las proteinas que posee el arroz se observan también en A. thaliana lo que sugiere que
muchas de las funciones celulares y bioquimicas en el arroz, asi como también en otros
cultivos, puedan ser establecidas a partir de experimentos previos realizados con A. Thaliana
(De la Torre y Silva, 2008). Por lo tanto, la determinacion de las relaciones ort6logas entre A.
thaliana y especies de importancia econémica, hace factible en gran medida, transferir la
informacion obtenida en un organismo modelo para un mayor entendimiento del

comportamiento de otros organismo bajo una condicién determinada.

Uno de los aspectos mas importantes a considerar, es que posee un genoma muy
pequefio de aproximadamente 135 Mb, con un nimero de cromosomas haploide de cinco (n =
5). Existen mapas genéticos y fisicos de sus cinco cromosomas (Serrano-Cartagena y col.,
1999; Bevan y Walsh 2005) y fue la primera planta y el tercer organismo multicelular,
después de Caenorhabditis elegans y Drosophila melanogaster, en ser secuenciado
completamente (Arabidopsis Genome Initiative, 2000). EI genoma de A. thaliana es cuatro
veces menor que el del arroz y 130 veces menor que el del trigo. La densidad de genes es
mayor en A. thaliana que en el arroz y el maiz, estando alrededor del 85% de su genoma
compuesto por genes funcionales, a diferencia del trigo donde solo el 1% del genoma son
genes funcionales y el resto son secuencias no codificantes (Devos y Gale, 2000). Este hecho
hace que la secuenciacidn, aislamiento y, por ende, la comprension de las funciones de cada

gen de A. thaliana se pueda realizar con mayor rapidez y eficacia que en otras especies.

Cervera y col. (2002) empleando marcadores MSAP estudiaron la variabilidad existente
en el estado de metilacion de los sitios 5’-CCGG-3” en el genoma de diez ecotipos de
Arabidopsis thaliana, comprobando que el patron de metilacion entre plantas pertenecientes
al mismo ecotipo resultd altamente conservado. Sin embargo, la comparacion por parejas de
los patrones de metilacion de plantas pertenecientes a diferentes ecotipos mostré un 34% de

variabilidad revelando la presencia de un importante nivel de variacion natural. Ruiz-Garcia y

33



Introduccién

col. (2005) tambien utilizaron la técnica de obtencion de marcadores MSAP para analizar la
estabilidad de la metilacion del ADN durante el desarrollo de A. thaliana, concluyendo que
los cambios de metilacion desempefian un papel importante en el mantenimiento del estado de
desarrollo en la planta existiendo una tendencia progresiva al incremento de metilacion desde

los cotiledones a los 6rganos vegetativos y los reproductivos.
1.6.1 Variacién somaclonal en Arabidopsis thaliana (L) Heynh

En A. thaliana las técnicas de cultivo in vitro se han desarrollado ampliamente, aunque
especialmente dirigidas hacia la obtencion de plantas transgénicas, por lo que sedispone de
protocolos eficientes de regeneracion de plantas (Gaj, 2001; Barkla y col., 2014). La mayoria
de los estudios realizados sobre variacion somaclonal en esta especie se refieren a cambios
morfoldgicos, citoldgicos y, en menor frecuencia, a cambios bioguimicos y moleculares que
se han detectado analizando plantas regeneradas y células de callos. Se ha descrito la
presencia de mutaciones clorofilicas, embriones letales, asi como plantas poliploides (Gaj y
Maluszynsky, 1987). A. thaliana es una especie polisomatica con tejidos somaticos
mixoploides y tejidos meristematicos diploides (Galbraith y col., 1991) siendo frecuente la
regeneracion de plantas poliploides. También es sabido que la presencia de mas de dos juegos
cromosomicos en plantas transgénicas de Arabidopsis puede inducir al silenciamiento

epigenético de los transgenes (Mittelsten Scheid y col., 1996).

Altmann y col. (1994) describieron que muchas de las plantas regeneradas transgénicas
obtenidas de plantas diploides de A. thaliana eran poliploides y aneuploides de tal forma que
el nivel de variaciéon somaclonal dependia del proceso de transformacion y del tipo de
explante utilizados. Posiblemente debido a la naturaleza mixoploide de los explantes,
Sangwan y col. (1992) cultivando in vitro embriones cigéticos de Arabidopsis obtuvieron un

4% de plantas regeneradas tetraploides, mientras que las plantas restantes fueron diploides.

Los niveles de ploidia observados en las células de los callos no siempre se
corresponden con los encontrados en las plantas regeneradas. Fras y Maluszynska (2003)
estudiaron callos originados de explantes diploides y tetraploides observando células 2X-8X y
4X-14X, respectivamente, pero las plantas regeneradas fueron unicamente diploides,
triploides y tetraploides. Otros autores han demostrado que la frecuencia y nivel de

poliploidizacién encontrados en células de callo de A. thaliana estan relacionados con el
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ecotipo al que pertenece la plantas de las que se toman los explantes (Fras y Maluszynska,
2004).

Fras y col. (2007) identificaron que los procesos que conducen a la poliploidizacion
temprana de las células de los callo en Arabidopsis son endorreduplicacion preexistente en las
células de los explantes, endomitosis, reordenamientos anormales de los microtubulos del

huso, endorreduplicacion inducida por el cultivo in vitro y dafios en el DNA.

Un analisis realizado en células de Arabidopsis mantenidas en suspension durante mas
de siete afios reveld que el cultivo era mixoploide y que la cantidad de ADN en las células
variaba de 4 a 16 C (Sedov y col. 2014). Sin embargo, estos cambios no ser vieron
acompariados por un nivel elevado de polimorfismos en la secuencia de ADN en marcadores
RAPD e ISSR.

Existen pocos datos publicados respecto a la variabilidad a nivel de ADN que genera el
cultivo de células y tejidos de A. thaliana (Polanco y Ruiz, 2002; Labra y col. 2004; Jiang y
col. 2011; Sedov y col. 2014). Polanco y Ruiz (2002) realizaron un andlisis de marcadores
AFLP (amplified fragment length polymorphisms) con el fin de evaluar la variacion de ADN
entre plantas de A. thaliana regeneradas a través de organogénesis a partir de explantes de
raiz. Analizaron un total de 778 marcadores AFLP obtenidos con 12 combinaciones de
cebadores, en 51 plantas regeneradas provenientes de cinco callos diferentes. El 66,6% de las
plantas mostr6 al menos una variacion al ser comparadas con las plantas regeneradas del
mismo callo, el niUmero de mutaciones observadas varié para cada planta de uno a 18 y la
proporcién media de fragmentos AFLP compartidos fue mayor del 99,4%. La distribucion de
la variacion entre las plantas regeneradas fue diferente y sélo tres plantas regeneradas
acumularon el 40% de las variaciones observadas de tal forma que el porcentaje de
fragmentos polimérficos oscilé entre el 0,15 % y el 5,2 %. Los valores de la diversidad
nucleotidica estimados, para cada grupo de plantas regeneradas, fue de dos a tres 6rdenes de

magnitud menores que la variacion natural descrita para distintos ecotipos de A. thaliana.

Labra y col (2004) utilizaron marcadores AFLP y RAMP (Random Amplified
Microsatellite Polymorphism) para analizar los cambios a nivel de ADN que presentaban
plantas transgénicas de Arabidopsis obtenidas por infiltracion directa de Agrobacterium en las
flores sin necesidad de procesos de cultivo in vitro frente a plantas regeneradas derivadas de

callo y plantas control no regeneradas. Unicamente los AFLP mostraron polimorfismos, que

35



Introduccién

se detectaron con una frecuencia similar y muy baja (de 0,4 %al 1,39 %) tanto en las plantas
transgénicas obtenidas por infiltracion como en las plantas regeneradas pero que fueron

mucho mas frecuentes en las plantas regeneradas (6,16 %).

El andlisis mediante secuenciacion masiva de nueva generacion (NGS, usando lecturas
paired-end de 76 nucleotidos) de una planta progenitora y cinco plantas R1 de Arabidopsis
obtenidas por organogénesis a partir de un explante de raiz, permitié a Jiang y col. (2011)
detectar cambios nucleotidicos en el genoma (SNPs y pequefias inserciones y deleciones) y
calcular la tasa de mutacion que genera el cultivo in vitro que estaria incrementada entre 60 y
350 veces respecto a la tasa de mutacion espontanea en plantas propagadas sexualmente. El
andlisis de incremento de nimero de copia para 3321 secuencias de transposones de tipo
CACTA, COPIA, gypsy, hAT y no LTR no reveld ninguna nueva amplificacion detectable de
transposones, por lo que estos autores concluyen que la insercién de transposones en genes es
poco probable que contribuya a la variacion fenotipica observada en plantas regeneradas de
Arabidopsis.

1.7 Arroz (Oryza sativa L.)

El arroz, Oryza sativa L. (Figura 1.6) es
el segundo cereal mas consumido en el mundo
siendo el alimento basico de mas de la mitad de
la poblacion mundial. Después del trigo y el
maiz, el arroz es el cereal con méas superficie
cultivada, se produce en 113 paises y es el
principal sustento de gran parte de la poblacién
asidtica, africana y latinoamericana. La
introduccion del arroz en Espafia se atribuye a
los arabes durante el siglo VIII. Posteriormente

en el siglo XV se propagé a ltalia y Francia, y

tras los descubrimientos protagonizados por

conquistadores europeos, se implantd en todos

Figura 1.6. Oryza sativa L.

los continentes.

La superficie mundial del arroz alcanza cerca de 180 millones de hectareas, de las que

un 90 % se sitla en Asia, con una produccion de arroz cascara de unos 750 millones de
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toneladas en 2014 (equivalente a 450 millones de arroz blanco) de acuerdo a los datos de
FAOSTAT (http://faostat3.fao.org). Espafia dedica algo més de 100.000 hectareas, siendo el
segundo mayor productor de arroz en Europa (30 %) por detrds de Italia (50 % de la
produccién). Aproximadamente el 65 % de la produccion de arroz en Espafia corresponde a
variedades del tipo indica, de grano largo o semilargo, que se producen en Andalucia y
Extremadura y se exportan casi en su totalidad y el otro 35 % de la produccién corresponde a
variedades del tipo japonica, de grano corto y redondo, destinada al consumo interno ya que
es el tipo de arroz mas utilizado en Espafia (Datos del Ministerio de Agricultura,

Alimentacién y Medio Ambiente; http://www.magrama.gob.es).

De Candolle (1883) propone que O. sativa es una especie originaria del sur de la India,
donde se encuentra la mayor variabilidad genética y existen las condiciones naturales mas
favorables para su cultivo, como son suelos pantanosos e inundaciones periddicas. Sin
embargo, Quirds (2003) plantea que existen evidencias que indican que O. sativa si es
originaria de Asia, pero que no se conocen con certeza datos sobre su domesticacion. Sin
embargo, se cree que su domesticacion se inicié hace mas de 5.000 afios dado que en China se
han encontrado muestras de arroz que datan del afio 6.500 a. C. y la evidencia arqueoldgica

mas antigua de la India se remonta al afio 2.500 a. C.

La especie O. sativa esta diferenciada en tres subespecies basadas en sus condiciones
geograficas, siendo estas indica, javanica y japonica. La subespecie indica se refiere a las
variedades tropicales y subtropicales, javanica designa a los arroces bulu (aristado) y gundil
(sin aristas) con paniculas largas y granos bien delineados que crecen a lo largo de las
regiones indicas en Indonesia y japonica se refiere a las variedades de granos pequefios y
redondeados de las zonas templadas (Hancock, 2005; Ali y col., 2010).

Desde el punto de vista de sus caracteristicas genéticas, el arroz posee el genoma mas
pequefio de todos los cereales cultivados con aproximadamente 430 Mb distribuidos en 12
cromosomas (2n = 24).Su alta estabilidad genética, la eficiente transformacion y el desarrollo
de mapas genéticos altamente saturados, hacen de este cultivo un modelo para estudios

fisioldgicos, genéticos y evolutivos.

El interés que presenta el genoma del arroz queda reflejado en el hecho de que fue la
primera planta cultivada en la fue secuenciado. Los primeros borradores fueron publicados en

el afio 2002, tanto por el Instituto de Gendmica de Beijing para la subespecie indica (Yu y
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col., 2002) como por Syngenta y el IRGSP (a partir de datos previos facilitados por la
compafia Monsanto) para la subespecie Japdnica variedad Nipponbare (Goff y col., 2002).
Recientemente se ha publicado la resecuenciacion del genoma de una coleccién de 3000
accesiones de arroz procedentes de 89 paises que ha permitido la anotacion de 18,9 millones
de polimorfismos de tipo SNP respecto al genoma de referencia de la variedad Nipponbare
(Liycol., 2014).

1.7.1 Variacién somaclonal en Oryza sativa L.

Los primeros datos sobre variacién somaclonal en arroz fueron publicados por Nishi y
col. (1968), Heinz y Mee (1969) y Oono (1978) y desde entonces son numerosos los trabajos
realizados en este campo. Las plantas regeneradas in vitro de arroz muestran, con alta
frecuencia, alteraciones fenotipicas, habiéndose descrito la presencia de variacion somaclonal
en diversos caracteres de interés agrondmico como la tasa de germinacion, el periodo de
crecimiento, la altura de la planta, la resistencia a Pyricularia oryzae, la pigmentacion del
apice de las spikelets y el numero de granos por panicula (Dogbe 1990). También se
identificaron mutantes somaticos relacionados con los caracteres altura de la planta, biomasa,
dias de floracion, nimero de semillas, produccion de grano y peso de cien granos (Adkins y
col. 1995). Algunos de los polimorfismos en estos caracteres de importancia agronémica que
han surgido por variacion somaclonal se han utilizado posteriormente en la mejora de
variedades de arroz (Bertin y col., 1997; Jan y col., 1997; Jain, 2001).

En plantas de arroz, algunos transposones enddgenos, incluidos Tosl7 y mPing se
pueden activar por el cultivo in vitro de células y tejidos. Hirochika y col., 1996 demostraron
que las familias Tos10, Tosl7 y Tos 19 de retrotransposones incrementaron la tasa de
transcripcion y transposicion en cultivos celulares de arroz, segun aumentaba el tiempo en
cultivo, y que esta activacion fue superior en Tos17. El andlisis de las secuencias flanqueantes
indicoé que la integracion del retrotransposon ocurria en regiones génicas. Se han llegado a
observar de cinco a treinta copias transpuestas de Tos17 en plantas regeneradas (Hirochika,
2001).

Gao y col. (2009) realizaron un estudio con 120 marcadores SSR (Simple sequence
Repeats) y la utilizacién de la técnica de tranposon display (TD) con cinco transposones
activos de arroz (Tosl7, Karma, mPing, nDart y dTok,), en ocho mutantes somaclonales,

derivados de siete cultivares diferentes. Reportaron que 13 de los SSRs utilizados resultaron
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polimorficos al comparar el mutante resistente al tizon bacteriano y su tipo silvestre, y otros
10 SSR mostraron diferencias entre un mutante de vaina purpura y su fenotipo silvestre. Pero
gue ninguno de los SSRs analizados resultaron ser polimdérficos cuando se compararon los
mutantes con rasgos de enanismo Yy de porte alto con su tipo silvestre. La técnica de TD revelo
diferencias en al menos dos de los transposones en algunas lineas mutantes al compararlas
con los correspondientes genotipos silvestres, lo que indica que nuevas inserciones de
transposones estan involucradas en la variacién somaclonal derivada del cultivo de tejidos. El
analisis en conjunto de las dos técnicas sugiere que existen multiples mecanismos moleculares

responsables de la variacion somaclonal observada en plantas regeneradas de arroz.

Un andlisis fenotipico a gran escala de lineas de arroz con inserciones de Tos17 mostrd
que la mitad de las lineas mutantes presentaban al menos un cambio fenotipico; sin embargo,
la contribucion de Tos17 a este cambio fenotipico fue menor de un 10% (Miyao y col., 2007).
Estudios posteriores realizados por Miyao y col. (2012) utilizando marcadores SNPs (Single
Nucleotide Polymorphism) detectaron en plantas regeneradas la transposiciéon del elemento
Tos17 entre un total de 43 transposones y concluyen que los SNPs son marcadores eficientes
para identificar cambios que afectan a elementos moviles, y que las inserciones y deleciones,
junto con la transposicion de Tos17 son causas importantes de la variacion somaclonal en

arroz.

Wang y col. (2013) estudiaron las alteraciones genéticas y epigenéticas inducidas por el
cultivo de tejido en plantas regeneradas de arroz, obtenidas a partir dos lineas puras de
diferentes subespecies, un par de hibridos reciprocos F1 obtenidos con las dos lineas puras y
dos tetraploides reciprocos obtenidas de los hibridos. Utilizaron marcadores AFLP y MSAP
para detectar cambios genéticos y epigenéticos, respectivamente, y observaron diferencias
significativas con ambos tipos de marcadores pero solo las alteraciones genéticas mostraron
rasgos distintivos entre los tres tipos de genomas. Por ello concluyen que el genotipo de
origen tiene un efecto determinante en la frecuencia de las alteraciones observadas y que en
arroz son las alteraciones genéticas la principal causa de la variacion somaclonal aunque se

presenten de forma conjunta con las alteraciones epigenéticas.

Stroud y col. (2013) realizaron un mapeo a nivel nucleotidico de la metilacion del
genoma de arroz en varias lineas regeneradas transformadas con diferentes transgenes, en
callos y en lineas regeneradas sin transformacion. Detectaron que todas las plantas

regeneradas analizadas mostraron una pérdida significativa en los niveles de metilacion en
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comparacion con plantas de una poblacion control, afectando de forma diferente a plantas
individuales. La pérdida de metilacion se mantuvo estable durante varias generaciones y
algunos sitios del genoma resultaron ser particularmente susceptibles. La pérdida de
metilacion estaba enriquecida en las secuencias promotoras por lo que se asocia con la
desregulacion de la expresion de genes codificantes para proteinas. En los callos observaron
una menor desmetilacion global, pero fue patente la presencia de hipermetilacion en
promotores de ciertos genes que se habia eliminado en las plantas regeneradas de la
generacion T2 sugiriendo que los estados de hipermetilacion pueden estar asociados

especificamente al estado desdiferenciado.

Recientemente, Zhang y col. (2014) realizaron una resecuenciacion del genoma
completo de una linea originada por cultivo de tejido y autofecundada durante ocho
generaciones sucesivas y la compararon con el genoma completo de su donador original,
comprobando la presencia de numerosas variantes gendmicas incluyendo SNPs, pequefas
inserciones y deleciones y la reactivacion transposicional de tres elementos transponibles
(Tosl7, Osr6 y RN_21-12), a pesar de no existir diferencias fenotipicas apreciables. Todas
estas diferencias no se distribuian de forma aleatoria en cada uno de los 12 cromosomas y

afectaban a un gran nimero de genes funcionales.

1.8 Centeno (Secale cereale L.)

El centeno, Secale cereale L. (Figura
1.7) es el octavo cultivo de cereales del
mundo con una produccion de 16,7 millones
de toneladas en el afio 2013. En los ultimos
afios, su produccion ha decrecido en
importancia en relacion a los principales
cultivos de cereales, trigo, arroz y maiz. La
mayor zona de produccion es Europa,
principalmente en Alemania, Polonia, Rusia
y Lituania, junto con algunas republicas
centroasiaticas y China. Europa y las

republicas de la antigua Unién Soviética son

responsables del 90 % de la produccién

Figura 1.7. Secale cereale L. mundial. La mayor parte de su produccion se
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dedica a la fabricacion de pan y el resto para alimentacion animal y produccién de alcohol
(Bolibok-Bragoszewska y col, 2014).

En Espafa la superficie media en el ultimo quinquenio con datos disponibles (2007-
2011) dedicada al cultivo de centeno es aproximadamente de 128.000 ha., con un rendimiento
medio aproximado de 2.1 t/ha (Datos del Ministerio de Agricultura, Alimentacion y Medio
Ambiente; http://www.magrama.gob.es).

El centeno es resistente a las heladas, por lo que se adapta mejor que otros cereales a
zonas frias, hasta los 1.800 de altitud. Ademas, por su rusticidad, el centeno se adapta
practicamente a cualquier tipo de suelo incluso suelos acidos, arenosos y poco profundos, lo
que hace que su uso este muy extendido en regiones montafiosas (Targonska y col., 2013).

El centeno es considerado como un cultivo secundario, porque aparecio inicialmente en
los campos de los agricultores como una mala hierba entre otros cultivos como el trigo y la
cebada y posteriormente se sometio a la domesticacion convirtiendose en un tipo de grano con
utilidad (Vavilov, 1992). Varios autores coinciden que el origen geografico de ésta especie no
estd muy claro y que posiblemente se localice en Iran. Bolibok-Bragoszewska y col. (2014)
mencionan que es probable que el centeno cultivado sea originario del sudoeste de Asia,
desde donde fue introducido a través de Rusia a Polonia, Alemania y posteriormente
distribuidos a la mayor parte de Europa. También se plantea la hipétesis de que habia una
segunda ruta de migracion de las especies en Europa desde Turquia y a través de la peninsula
de los Balcanes (Hilman, 1978). Las informaciones historicas sefialan que esta especie ha sido
utilizada por el hombre més recientemente que el trigo, ya que su cultivo data de unos 2.000 a
3.000 afios de antigliedad. Aunque existen evidencias arqueoldgicas de que este tipo de grano
se cultivaba en tiempos de los romanos, Plinio el Viejo en su Historia Natural del afio 77-79
d.C. escribe del centeno que “es un alimento muy pobre y solo sirve para evitar la inanicion”
(libro XVIII, capitulo 40). Es a partir de la Edad Media cuando el centeno comienza a
cultivarse ampliamente en Europa Central y del Este, siendo el cereal principal para la

fabricacion de pan en diversas regiones.

El centeno es una planta anual autoincompatible con incompatibilidad gametofitica,
ademas de presentar el fendmeno conocido como protandria (Allard y Bradshaw, 1964). La

tasa de alogamia esta entre el 96-99 %, por lo cual es dificil mantener las caracteristicas de
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una determinada variedad. Por ello es conveniente hablar de una poblacion de centeno o de un
determinado tipo de centeno.

El centeno cultivado diploide tiene siete pares de cromosomas (2n = 2x = 14) y férmula
gendémica RR. A partir de él se han obtenido centenos tetraploides de 28 cromosomas (2n =
4x = 28) que han ofrecido ventajas respecto a los diploides, en cuanto a rendimiento, tamafo
del grano y firmeza del tallo (Schlegel y Mettin, 1986). Los centenos tetraploides mantienen
cierta inestabilidad genética, alrededor del 15% de las plantas de una poblacion de centeno
autotetraploide son aneuploides con 27, 29 6 30 cromosomas, que como consecuencia de su
desequilibrio genético producen, en general, menos semilla que las plantas tetraploides. Se
han obtenido centenos tetraploides que tienen cafia mas firme, mas resistencia a la sequia y
granos mas pesados que los centenos diploides, que para mantener estas caracteristicas y
evitar esterilidad deben sembrarse aislados de los centenos diploides (Schlegel y Mettin,
1986).

El centeno posee un genoma de 8.100 Mb, casi un 50 % mayor que el de la cebada. Se
desconoce si es resultado exclusivo de una mayor cantidad de ADN repetitivo o si el centeno
también contiene mas genes que otras especies diploides de la tribu Triticeae (Martis y col.,
2013). El centeno y el trigo divergieron hace siete millones de afios y ambos linajes y el de la
cebada se separaron del ancestro comun de los Triticeae hace unos once millones de afios
(Cuadrado y Jouve, 2002). Aun no se dispone de la secuencia del genoma del centeno, pero se
ha publicado un modelo virtual de orden lineal de sus genes (genome zipper) que comprende

el 72 % de los 31,008 genes detectados en centeno (Martis y col., 2013).
1.8.1 Variacion somaclonal en Secale cereale L.

El centeno es una especie aldgama que, ademas de poseer una alta variabilidad in vivo,
presenta frecuencias elevadas de variacion somaclonal al ser sometida a procesos de cultivo in
vitro (Linacero y Vazquez, 1992a y 1992b; Linacero y Vazquez 1993; Rakoczy-Trojanowska,
2002, de la Puente y col., 2008) habiendose detectado distintas mutaciones para caracteres
morfoldgicos, citologicos y bioquimicos en las plantas regeneradas (Figueiras y col., 1991;
Karp y col., 1992). En muchos casos, el espectro de mutaciones inducidas en centeno por el
cultivo in vitro no es al azar y se han detectado frecuencias altas de mutaciones especificas.

Por ejemplo, mutaciones albinas en centeno se han producido en el mismo locus en plantas
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regeneradas de distintas lineas celulares (Linacero y Vazquez 1992b, Ballesteros y col.,
2009).

El uso de marcadores moleculares para analizar la estabilidad/desestabilizad de las
plantas regeneradas, también ha revelado que en centeno, algunos genes son altamente
variables bajo condiciones in vitro. Linacero y col. (2000) analizando marcadores RAPD
observaron que algunos marcadores, 0 sus secuencias flanqueantes, eran hipervariables,
indicando la existencia de puntos calientes de inestabilidad en el DNA de centeno. En centeno
también se ha descrito la activacion de elementos moviles en el genoma del centeno por las
condiciones del cultivo in vitro. Alves y col. (2005) demostraron que el transposén RYS1 de
centeno se activo durante el cultivo in vitro con la particularidad de que tenia lugares de
insercion preferenciales, tal y como le ocurre al retotransposén Tos17 de arroz (Miyao y col.,
2003).

De la Puente y col. (2008) evaluaron la tasa de variacion somaclonal en centeno
utilizando marcadores AFLP comprobando que el 8.8 %, de un total de 887 marcadores
analizados, identificaban el mismo polimorfismo en plantas regeneradas de lineas celulares
diferentes, revelando posibles puntos calientes de mutacion en el DNA, como ya habian
descrito, analizando marcadores RAPD, para esta especie Linacero y col. (2000). Ademas, la
secuenciacion de marcadores AFLP hipervariables permitié identificar a uno de ellos como
parte de una secuencia repetida en tandem que esta localizada en las regiones teloméricas y
ampliamente distribuida en los cromosomas de centeno y mostré alta similitud con regiones
del retrotransposén Angela, por lo que estos autores concluyen que en las regiones
hipervariables estan relacionadas con elementos moviles y secuencias repetidas en tandem del

genoma del centeno.

Linacero y col. (2011) realizaron un estudio, en los cultivares Ailés y Merced de
centeno, para identificar la ocurrencia de cambios genéticos y epigenéticos en plantas
regeneradas a través de cultivo de tejidos. Para ello obtuvieron marcadores ISSR (Inter-
Simple Sequence Repeats) a partir de ADN digerido con los isoesquizomeros Hpall y Mspl,
sensibles a metilaciéon, y con ADN intacto. Los datos obtenidos proporcionaron evidencias
sobre modificaciones epigenéticas y cambios genéticos dentro de las mismas secuencias de
ADN. Los autores indican que la frecuencia de plantas con al menos una variacion fue alta:
del 73 % y del 30% de plantas que mostraron al menos un cambio genético, y del 50% y 75 %

de plantas que mostraron al menos un cambio de metilacion, en los cultivares de Ailés y
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Merced, respectivamente. Ademas, un numero considerable de los marcadores variables
mostré ambos tipos de modificaciones, lo que indica la posible existencia de un mecanismo

comun que relaciona a ambos tipos de variacion.

Gonzalez y col. (2013) realizaron un analisis de los patrones de metilacién en centeno
empleando 1.226 marcadores MSAP que fueron obtenidos de plantas regeneradas por
embriogénesis somatica de diferentes lineas celulares, asi como de plantas control crecidas a
partir de semillas maduras. Se observd que mientras que existe una conservacion de sitios
parcialmente metilados en todos los tipos de plantas, el nimero medio de sitios no metilados
fue de casi el doble en las plantas regeneradas respecto a las plantas control. Se observaron
cambios de metilacion en todas las plantas regeneradas comparando dentro de su linea celular
en una media del 9% de los marcadores. También se observaron cambios en los mismos
marcadores en distintas lineas celulares, lo que apunta a un comportamiento no aleatorio en

los cambios de metilacion.

Targonska y col. (2013) indican que se han utilizado diferentes métodos
biotecnoldgicos para obtener plantas de centeno dobles haploides, plantas con caracteristicas
de importancia agrondémica a través de la induccién de variacion somaclonal, incluso plantas
transformadas genéticamente, muchas de las cuales han sido utilizadas con éxito en
programas de mejoramiento genético, sin embargo muchas de estas aplicaciones
biotecnolodgicas estan limitadas tomando en cuenta que el centeno, es una especie recalcitrante

para su manejo bajo condiciones in vitro.

44



OBJETIVOS






Obijetivos

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo General:

Analizar a nivel molecular los aspectos genéticos y epigenéticos relacionados con la variacion
somaclonal en lineas celulares regeneradas de las especies Arabidposis thaliana, Oryza sativa
y Secale cereale, asi como en transgenicas de Arabidposis thaliana y Oryza sativa,

empleando las técnicas metAFLP y TMD.

2.2 Objetivos Especificos:

1. Desarrollar la metodologia necesaria para la aplicacion de la técnica metAFLP empleando
los isoesquizdmeros Acc65l y Kpnl en plantas control asi como en plantas regeneradas y
plantas transgénicas mediante el empleo de cebadores selectivos apropiados, marcados con

fluorocromos y electroforesis en capilar.

2. Desarrollar la metodologia necesaria para la aplicacién de la técnica TMD empleando los
isoesquizomeros Hpall y Mspl en plantas control asi como en plantas regeneradas y plantas
transgénicas, mediante el empleo de cebadores selectivos apropiados, marcados con

fluorocromos y electroforesis en capilar.

3. Analizar los cambios a nivel de secuencia nucleotidica y de estado de metilacion en los
motivos 5-GGTACC-3’ como consecuencia del cultivo de tejidos y compararlos con los que

presentan las plantas de la poblacion control.

4. Analizar, en plantas de la poblacién control asi como en plantas regeneradas y plantas
transgénicas, el estado de metilacion de los motivos 5’-CCGG-3’ que flanquean a elementos

transponibles presentes en el genoma de Arabidposis thaliana y de Oryza sativa.
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3.

MATERIALES Y METODOS

3.1 Material vegetal

3.1.1 Arabidopsis thaliana (L) Heynh

El material vegetal utilizado en este estudio (Tabla 3.1) estuvo constituido por tres

poblaciones diferenciadas en cuanto a su modo de obtencion: germinacion in vitro,

regeneracion mediante organogénesis somética y transformacion genética. Se analizaron un

total de 31 plantas de Arabidopsis thaliana (L) Heynh pertenecientes al ecotipo Columbia 907

(COL), las cuales se distribuyeron de la siguiente manera:

a.

Poblacion de plantas control: constituida por diez plantas provenientes de germinacion de
semillas in vitro, identificadas con los cddigos consecutivos AtP.1 a AtP.10

. Poblacién de plantas regeneradas: constituida por once plantas, obtenidas a partir de dos

lineas celulares independientes, regeneradas mediante organogénesis somatica, de las
cuales seis procedian de la linea celular 208R0 numeradas consecutivamente de At0.1 a la
At0.6 y las cinco restantes procedian de la linea celular 211R0 numeradas
consecutivamente de Atl.1 a la At.15.

Poblacion de plantas transformadas: constituida por diez plantas obtenidas a través de
transformacion genética mediada por Agrobacterium tumefaciens a partir de dos lineas
celulares independientes, la 261TO de la cual se obtuvieron cinco plantas regeneradas
numeradas consecutivamente de At6.1 a la At6.5 y la linea celular 291TO de la cual se
generaron otras cinco plantas regeneradas, numeradas consecutivamente de At9.1 a la
At9.5.

Tabla 3.1. Material analizado de Arabidopsis thaliana.

Especie Poblaciones Linea celular Identificacién
Co_ntrol - AtP.0 a AtP.9
n=10

208R0
Arabidopsis thaliana Regeneradas n=6 At0.1 a At0.6
(L) Heynh n=i Zr}iRSO Atl.1a Atl.5

(Variedad 261T0
Columbia 907) Transgénicas n=5 At6.1a A6.5
n=10 2n9iT50 At9.1 a At9.5
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3.1.1.1 Obtencidn de plantas control de Arabidopsis thaliana a traves de germinacion de

semillas in vitro

Las semillas de A. thaliana fueron colocadas en un tubo eppendorf para facilitar el
proceso de desinfeccion, utilizando el protocolo descrito por McCourt y Keith (1998). Para
ello, se agregaron 500 pl de hipoclorito sddico diluido al 1,25 %; las semillas se mantuvieron
en dicha solucién durante 10 minutos realizando una agitacion manual cada tres minutos.
Seguidamente, se procedié a centrifugar los tubos durante un minuto a 14.000 rpm; se elimino
la solucién en la que estaban sumergidas las semillas, para ser resuspendidas en 500 pl de
agua esteril y, a continuacion, ser centrifugadas a 14.000 rpm. Este lavado fue repetido tres
veces, con el objeto retirar al méximo los restos de solucién de hipoclorito sédico. Las
semillas desinfectadas fueron tomadas con la ayuda de una micropipeta y sembradas en placas
Petri que contenian medio GM para inducir la germinacién, el cual consiste en el medio MS

(Murashige y Skoog, 1962) suplementado con 10 g/l de sacarosa (Tablas 3.2 y 3.3).

Tabla 3.2. Composicion de los medios de cultivo utilizados para Arabidopsis thaliana.

Mediode Sales Sacarosa Glucosa 2,4-D KN IAA 2-1P IBA
cultivo (g/l) (g/l) (mg/l) (mg/l) (mg/l) (mg/l) (mg/l)
GM MS 10 - - - - - -
CIM B5 - 20 0,5 0,05 - - -
SIM B5 - 20 - - 0,15 5,0 -
MSR MS 30 - - 0,1 - - 12

Tabla 3.3. Composicién de los medios basicos MS y B5.

Compuesto MS B5 Compuesto MS B5
macroelementos mg/l mM  mg/l. mM | microelementos mg/ll mM mg/l mM
NHsNO; 1.650 20,6 - - Kl 083 50 075 45
KNOs 1.900 18,8 2500 25 HsSO.4 6,20 100 30 50

CaCl2.2H:0 400 3,00 150 1,0 MnS04.4H:0 22,3 100 - -

MgSQ..7H20 370 150 250 1,0 MnSQO4.H,0 - - 10 60
KH,PO4 170 1,25 - - ZnS0,.7H,0 8,6 300 20 70
(NH4)2S04 - - 134 1,0 | Na;MoO4.2H,O 0,25 1,00 0,25 1,0
NaH.PO4.H,0 - - 150 1,1 CuS0,4.5H.0 0,025 0.1 0,56))2 0,1
Otros mg/ll. mM mg/l mM CoCl,.6H,0 0,025 0,1 0,;)2 0,1

‘myo-Inositol 100 555 100 555 Na,.EDTA 37,3 100 37,3 100
Ac. Nicotinico 0,5 4 1,0 8 FeS04.7H,0 278 100 27,8 100

PiridoxinaHCI 0,5 2,5 1,0 5 pH MS B5
Tiamina HCI 01 03 10 30 5,8 55
Glicina 2.0 97 ) _ | MS: Murashige y Skoog, 1962;

B5: Gamborg y col., 1968.
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Posteriormente, se mantuvieron durante 21 dias en una camara de crecimiento a 24 + 1
°C con un fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad. Cuando aparecieron las
silicuas en las plantas adultas, las hojas de la roseta fueron recolectadas y congeladas a -80 °C

hasta la extraccion del ADN.
3.1.1.2 Obtencidn de plantas regeneradas de Arabidopsis thaliana

Se tomaron explantes de raices a partir de plantas de 21 dias, obtenidas de acuerdo a lo
descrito en el punto anterior, y se procedié a la siembra de dichos explantes segun el
protocolo descrito por Mathur y Koncz (1998), los cuales fueron sembrados en el medio de
induccion de callo CIM y mantenidos durante cuatro dias. Posteriormente se transplantaron al
medio de induccion de tallo SIM donde permanecieron 30 dias. Los tallos regenerados fueron
transferidos al medio de enraizamiento MSR durante treinta dias més. La mayor parte de las
plantas necesitaron un periodo adicional de 2-3 semanas en medio basico GM hasta la
aparicion de las silicuas, posteriormente se recolectaron las hojas de la roseta y fueron

congeladas hasta su utilizacion.

La composicién de los distintos medios de cultivo citados se describe en las Tablas 3.2
y 3.3. A todos los medios se les afiadieron 8 g/l de agar y 0,5 g/l del acido 2-(N-morfolino)
etanosulfonico MES, ajustando el pH a 5,7. Los medios se esterilizaron en autoclave a 120 °C
y 1,2 atmosferas de presion durante 20 minutos. Después, aun calientes, se distribuyeron en

placas Petri afiadiendo a cada una 20 ml, aproximadamente.

Todos los cultivos se mantuvieron en una camara de crecimiento a 24 + 1 °C con un
fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad. Se realizaron transplantes a medio

fresco cada 15 dias.
3.1.1.3 Obtencién de plantas transformadas de Arabidopsis thaliana

Para la transformacion de A. thaliana se utilizo el protocolo descrito por Valvekens y
col. (1988). Para ello se dispuso de la cepa de Agrobacterium tumefaciens LBA-4404
(Hoekema vy col., 1983) portadora del plasmido desarmado pBin19, en el cual la region del T-
ADN contiene el gen marcador nptll (resistencia a kanamicina) bajo el control del promotor
nos y el gen reportero GUS bajo el control del promotor 355 (Figura 3.1). Para la
multiplicacién de la cepa se tomaron 500 pl del cultivo de A. tumefaciens, conservada a 4 °C,

que fueron sembrados en una placa Petri con medio solido LB+kanamicina (50 mg/l) e
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incubada durante 48 horas a 24 °C. Transcurrido este tiempo, con la ayuda de un palillo de
madera se tomo una colonia y se sembrd en medio liquido LB+kanamicina (50 mg/l), dejando

crecer durante 18 horas en agitacion continua a 200 rpm a 24 °C.

pBin19

11,777 kbp

Figura 3.1: Mapa del plasmido pBin19.

Para el cocultivo de las células bacterianas y el tejido vegetal, las raices provenientes de la
germinacion in vitro, fueron cortadas en trozos pequefios de aproximadamente 0,5 cm y
pasadas a una placa que contenia 10 ml de medio CIM liquido. Seguidamente se le afiadio 1
ml del cultivo de Agrobacterium y se agitdé durante 2 minutos. A continuacion, los trozos
fueron secados con papel de filtro estéril y fueron cocultivados en placas Petri con medio CIM
s6lido durante un periodo de 48 horas. Transcurrido este periodo de tiempo se procedio a
realizar el lavado de los explantes con medio CIM liquido suplementado con 100 mg/l de

timentina y posteriormente se secaron con papel de filtro esteril.

Una vez finalizado el cocultivo, se procedio a sembrar los segmentos de raices en medio
selectivo SIM suplementado con 50 mg/l de kanamicina y 100 mg/l de timentina para
proceder a la regeneracion de las plantas transgénicas siguiendo el mismo protocolo descrito

en el apartado 3.1.1.2 para la obtencidn de plantas regeneradas.
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3.1.2 Arroz (Oryza sativa spp. japonica)

Las plantas de arroz (Oryza sativa spp. japonica, variedad Nipponbare) utilizadas para
este estudio fueron obtenidas por el grupo de investigacion de la Dra. Ana Maria VVazquez del
departamento de Genética de la Universidad Complutense de Madrid y distintas muestras de
ADN genomico aislado en el mismo estado de desarrollo de las plantas fueron amablemente
cedidas para la realizacion de este trabajo. Este material correspondia a un total de 28 plantas
divididas en tres grupos de acuerdo a la metodologia de su obtencion (Tabla 3.4), las cuales se

describen a continuacion.

Tabla 3.4. Material analizado de arroz.

Especie Poblaciones Linea celular Identificacion
Control — OsP.1a OsP.7
n=7

R1J
Orysa sativa L. spp. Regeneradas n==6 Os1.1a0sl16

japonica, n=11 R3A
(variedad Nipponbare) n=5 0s3.1a 0s3.5
. T2 0s2.1a 0s2.5

Transgenicas =5
n=10 N Os4.1a 0s4.5

a. Poblacién control: constituida por siete plantas obtenidas por germinacion de semillas
maduras, identificadas consecutivamente de la OsP.1 a OsP.7.

b. Poblacion de plantas regeneradas: constituida por once plantas obtenidas mediante
embriogénesis somatica a partir de dos lineas celulares independientes; la primera
correspondia a la linea celular R1J de la cual se obtuvieron seis plantas identificadas de la
Osl.1 a Osl1.6 y la segunda correspondia a la linea celular R3A de la cual se obtuvieron
cinco plantas identificadas de la Os3.1 a Os3.5.

c. Poblacion de plantas transformadas: constituidas por diez plantas obtenidas través de
transformacion genética mediada por Agrobacterium tumefaciens a partir de dos lineas
celulares independientes, la linea celular identificada como T2 de la cual se regeneraron
cinco plantas numeradas de la Os2.1 a 0Os2.5 y la linea celular denominada T4 de la cual se

regeneraron otras cinco plantas, numeradas de la Os4.1 a Os4.5.
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3.1.2.1 Obtencidn de plantas control de arroz a través de germinacion de semillas

Las plantas de arroz que constituyeron la poblacion control habian sido obtenidas a
través de la germinacion de semillas maduras. Estas fueron colocadas en una camara de
crecimiento utilizando recipientes que contenian tierra rica en nutrientes, siendo sometidas a
las siguientes condiciones fisicas: 28 + 2 °C con un fotoperiodo de 16h de luz y 8 horas de
oscuridad. Las muestras foliares fueron recolectadas en el momento de la aparicion de la hoja

bandera y se conservaron congeladas a -80 °C hasta la extraccién del ADN.
3.1.2.2 Obtencion de plantas regeneradas de arroz

Se describe a continuacion el protocolo con el que se habian obtenido las plantas
regeneradas de arroz basado en el descrito por Toki y col. (2006) con algunas modificaciones.
En la tabla 3.5 se detalla la composicion de los medios de cultivo necesarios. Se emplearon
como explantes semillas maduras desprovista de su cascara que fueron inicialmente sometidas
a un proceso de desinfeccion superficial con etanol al 70% durante 60 segundos;
seguidamente fueron lavadas con agua destilada estéril para eliminar los restos de etanol y
después fueron sumergidas durante 15 minutos en una solucion de hipoclorito de sodio
diluido al 2,5 % que contenia 1 gota de Tween 20 por cada 50 ml; finalmente, fueron lavadas
cinco veces con agua destilada estéril y secadas con papel absorbente estéril. Culminado el
proceso de desinfeccion, las semillas fueron colocadas en los recipientes que contenian el
medio de cultivo N6D, suplementado con 0,4 % de goma gellan (Gelrite) para inducir la

formacion de callos.

Las semillas se mantuvieron durante un periodo de 21 dias en una camara de
crecimiento a 32 + 1 °C bajo luz continua. Todos los callos formados del escutelo y
provenientes del mismo embridn constituyeron una linea celular. Los callos embriogénicos
fueron cultivados en oscuridad durante 5 dias en medio RE-Ill para la regeneracion de
plantulas. Una vez obtenidas las plantulas, fueron transferidas a medio HF en ausencia de los
reguladores de crecimiento vegetal y colocadas en camaras climaticas con 16 horas de luz a
una temperatura de 25 + 1 °C. Transcurridos 60 dias, las plantulas obtenidas fueron
transplantadas a recipientes con un sustrato rico en nutrientes y aclimatadas a las condiciones
ex vitro a 28 + 2 °C y un fotoperiodo de 16h de luz y 8 horas de oscuridad. Las muestras
foliares fueron recolectadas en el momento de la aparicion de la hoja bandera y conservadas
congeladas a -80 °C hasta el momento de la extraccion del ADN.
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Tabla 3.5. Medios de cultivo utilizados en arroz.

N6D! 2N6-AS! AAM?  RE-III HF? AB?®

Macroelementos (mg/l) (mg/l) (mg/l) (mg/l) (mg/l)  (mg/l)

KNO3 2.830 2.830 -- 1.900 1.900 -
NH.CL -- -- -- -- - 1.000
NH4sNO; -- -- -- 1.650 1.650 -

(NH4)2S04 463 463 -- -- - -
MgSO4.7H,0 185 185 250 370 370 296
CaCl,.2H0 166 166 150 440 440 10
NaH2PO4.H0 -- -- 150 -- - 1.300
K2HPO, -- -- -- -- - 3.000
KH2PO4 400 400 -- 170 170 -
KCL -- -- 3.000 -- - 150
Microelementos
Na;EDTA 37,3 37,3 -- 37,3 37,3 -
FeS0.4.7H,0 27,8 27,8 -- 27,8 27,8 2,5
Fe-EDTA -- -- 40 -- - -
MnSO4.H,0 4,4 4.4 10 22,3 22,3 -
ZnS04.7H,0 15 15 2,0 8,6 8,6 -
CuS04.5H,0 -- -- 0,025 0,025 0,025 -
CoCl,.6H,0 -- -- 0,025 0,025 0,025 -
Kl 0,8 0,8 0,75 0,83 0,83 -
Hs:BO; 1,6 1,6 3,0 6,2 6,2 -
Na;Mo04.H.0 -- -- 0,25 0,25 0,25 -
Componentes Organicos
Ac. Casamino 300 300 500 2.000 - -
Glicina 2,0 2,0 75 2,0 2,0 -
L-Arginina -- -- 176,7 -- -- --
L-Prolina 2.878 -- -- -- - -
L-Glutamina -- -- 900 -- - -
L-Ac. Aspartico - - 300 - - -
myo-Inositol 100 100 100 100 100 --
Ac. Nicotinico 0,5 0,5 1,0 0,5 0,5 --
HCI Piridoxina 0,5 0,5 1,0 0,5 0,5 -
HCI Tiamina 1,0 1,0 10 0,1 0,1 -
Reguladores de crecimiento
vegetal
Ac. 2,4-diclorofenoxiacético 2,0 2,0 -- -- -- --
Ac. 1-naftalenacético -- -- -- 0,02 -- --
Kinetina -- -- -- 2,0 -- --
Acetosiringona -- 10~ 20 10~ 20 -- -- --
Fuente de carbono
Sacarosa 30.000 30.000 68500 30.000 30.000 -
Sorbitol -- -- -- 30.000 - -
Glucosa -- 10.000  36.000 -- - 5.000
pH 58 5,2 5,2 5,8 5.8 7,2

Toki, 2006 ; 2Hiei y col., 1994; *Chilton y col., 1974
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Las semillas se mantuvieron durante un periodo de 21 dias en una camara de
crecimiento a 32 = 1 °C bajo luz continua. Todos los callos formados del escutelo y
provenientes del mismo embrion constituyeron una linea celular. Los callos embriogénicos
fueron cultivados en oscuridad durante 5 dias en medio RE-Ill para la regeneracion de
plantulas. Una vez obtenidas las plantulas, fueron transferidas a medio HF en ausencia de los
reguladores de crecimiento vegetal y colocadas en camaras climaticas con 16 horas de luz a
una temperatura de 25 + 1 °C. Transcurridos 60 dias, las plantulas obtenidas fueron
transplantadas a recipientes con un sustrato rico en nutrientes y aclimatadas a las condiciones
ex vitro a 28 + 2 °C y un fotoperiodo de 16h de luz y 8 horas de oscuridad. Las muestras
foliares fueron recolectadas en el momento de la aparicién de la hoja bandera y conservadas

congeladas a -80 °C hasta el momento de la extraccion del ADN.

3.1.2.3 Obtencion de plantulas transformadas de arroz

Se describe a continuacion el protocolo con el que se habian obtenido las plantas
transformadas de arroz basado en el descrito por Toki y col., (2006), con ligeras
modificaciones, y que se desarroll6 en cuatro pasos. En la tabla 3.5 se detalla la composicion

de los medios de cultivo necesarios.

a. Multiplicacion de la cepa de Agrobacterium: se dispuso de la cepa de Agrobacterium
tumefaciens EHA105 portadora del vector binario pPCAMBIA1301 en el cual la region del T-
ADN contiene el gen marcador de seleccién gque confiere resistencia a higromicina y el gen
reportero gusA que codifica para B-glucoronidasa, ambos genes bajo el control del promotor
CaMV 35S (Figura 3.2). La cepa EHA105 de Agrobacterium tumefaciens fue cultivada en
oscuridad en medio AB (Chilton y col., 1974), solidificado con agar al 1,5 % con 50 mg/l de
sulfato de kanamicina a pH 7,2 durante un periodo de tres dias a 28 °C; posteriormente las
celulas bacterianas obtenidas fueron resuspendidas en el medio de cultivo liqguido AAM (Hiei
y col., 1994).

b. Obtencion de callos: como paso previo al proceso de transformacion genética se realizé el
pre-cultivo de las semillas maduras de arroz, las cuales fueron descascarilladas y sometidas a
un proceso de desinfeccion tal y como se describe en el apartado anterior de obtencion de
plantas regeneradas de arroz. Posteriormente fueron cultivadas en medio N6D solidificado
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con goma gellan (Gelrite) al 0,4 % durante un periodo de cinco dias a 32 °C bajo luz continua;

con el proposito de inducir la formacion de callos.

Catalase Intron

gusA176
GUS First Exon gusA-354
35S promoter gusA350
LAC Z ALPHA gusA478
MCS | gusA-648
CAMV3SS o ¥ o QuSATT9

gusA Second Exon

: gusA-952
HYG(R) I \ - gusA1099

POLY A SITE e Ao
1u849bp g

TBORDER (L) gusA-1400
\ W gusA-1551

gusA1701
kanamycin (R) NOS polyA

BR322 ori » \IéEOSTDER &
p ori p a
pBR322 bom site pVS1-REP

Figura 3.2: Mapa del vector binario pPCAMBIA1301

c. Infeccion con Agrobacterium y seleccién de callos transformados: los callos formados a
partir del escutelo de la semilla fueron embebidos en tubos que contenian la suspensién de
celulas bacterianas, realizando una mezcla por inversion durante un minuto y medio.
Posteriormente fueron secados con papel absorbente estéril para eliminar el exceso de
Agrobacterium y transferidos a discos de papel de filtro estéril de 9 cm de diametro
impregnados con 0,5 ml de medio AAM y colocados sobre placas de Petri que contenian
medio 2N6-AS solido y co-cultivados en oscuridad durante un periodo de tres dias a 25 °C.
Trascurrido este tiempo, los callos infectados con Agrobacterium fueron lavados cinco
veces con agua destilada estéril y una ultima vez con agua destilada estéril que contenia
500 mg/l de carbenicilina para eliminar Agrobacterium. Seguidamente, los callos fueron
secados con papel absorbente estéril y cultivados en medio N6D que contenia 50 mg/I de
higromicina como agente selectivo para las células transformadas y 400 mg/l de

carbenicilina, bajo luz continua durante un periodo de dos semanas a 32 °C.
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d. Regeneracion de plantulas transformadas: los callos tratados fueron transferidos a

medio RE-IIl para la regeneracion de plantulas, las cuales fueron transferidas
posteriormente a medio HF sin reguladores de crecimiento vegetal para inducir el
desarrollo de las raices, siendo colocadas en camaras climaticas con 16 horas de luz a una
temperatura de 25 + 1 °C. Las plantulas obtenidas fueron transplantadas a recipientes con
un sustrato rico en nutrientes y aclimatadas a las condiciones ex vitro a 28 + 2 °C y un
fotoperiodo de 16h de luz y 8 horas de oscuridad. Las muestras foliares fueron recolectadas
al momento de la aparicion de la hoja bandera y conservadas congeladas a -80 °C hasta el

momento de la extraccion del ADN.

3.1.3 Centeno (Secale cereale L. cv. Ailés)

El material vegetal de centeno (Secale cereale L. cv. Ailés) utilizado en este estudio

estuvo constituido por un total de 24 plantas divididas en dos poblaciones diferentes de

acuerdo a la metodologia de obtencién (Tabla 3.6), las cuales se describen a continuacion:

a. Poblacion control: constituida por doce plantas obtenidas por germinacion de semillas

maduras del cultivar Ailés e identificadas con los codigos consecutivos de ScP.1 a ScP.12.

. Poblacion de plantas regeneradas: constituida por doce plantas regeneradas mediante
embriogénesis somatica a partir de dos lineas celulares independientes; la primera
correspondia a la linea celular K(LA1C) de la cual se obtuvieron seis plantas identificadas
de la ScK.13 a ScK.18 y la segunda correspondia a la linea celular M(7A1) de la cual se

obtuvieron seis plantas identificadas de la ScM.19 a ScM.24.

Es importante destacar que el centeno es una especie recalcitrante desde el punto de

vista de su transformacion genética y por consiguiente no se utilizaron lineas celulares

transformadas.
Tabla 3.6. Material analizado de centeno.
Especie Poblaciones Linea celular Identificacién
Control .
n=12 ScP.1a ScP.12
Secale cereale L.
(cultivar Ailés) K(1ALC) ScK.1aScK.6
Regeneradas n==6

n=12 M(TA) ScM.1a ScM.6
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3.1.3.1 Obtencidn de plantas control de centeno

Las plantas utilizadas como poblacion control se obtuvieron a partir de semillas
maduras de S. cereale L. del cultivar Ailés de acuerdo a lo descrito por Gonzélez y col.
(2013). Las semillas fueron colocadas en un recipiente con tierra rica en nutrientes y cuando
las plantas alcanzaron una longitud de 13 a 15 cm, se control6 el desarrollo de nuevas hojas.
Entonces, y para cada una de las plantas control, se recogié una hoja de siete dias de edad que
se mantuvo congelada a -80 °C hasta el momento de la extraccion del ADN.

3.1.3.2 Obtencidn de plantas regeneradas de centeno

Se utilizaron semillas inmaduras de centeno recogidas cuando los embriones inmaduros
habian alcanzado un tamafio entre 1 y 1,5 mm. Las semillas se esterilizaron mediante una
primera inmersion en etanol al 70 % durante unos segundos seguida de otra inmersion en una
solucion de hipoclorito sodico al 5 % durante 20 minutos. Después de realizar tres lavados
con agua estéril se diseccionaron las semillas para separar el embrion del respectivo
endospermo. Todas las operaciones se realizaron en condiciones asépticas en el interior de
una cabina de flujo laminar. Los embriones fueron sembrados de tal forma que la superficie

del corte estuviera en contacto con el medio de cultivo.

Los cultivos se mantuvieron en oscuridad a 25x1 °C para inducir la formacién de callo y
su proliferacion. Como medio de cultivo se utilizé el medio MS (Murashige y Skoog, 1962)
suplementado con sacarosa al 3 % (p/v) como fuente de carbono, agar al 1 % y 2 mg/l de 2,4-
D, ajustandose el pH a 5,7. Tras su esterilizacion por autoclavado a 1,2 atmosferas de presion
y 120 °C durante 20 minutos fue vertido en placas Petri de 9 cm de diametro. Los callos se
transplantaron a medio fresco cada seis semanas, eliminando las regiones que hubieran
desarrollado primordios radiculares. Los callos embriogénicos originados a partir de callos de
3 a 6 meses de edad fueron transplantados a medio MS libre de fitohormonas para inducir la
germinacion de los embriones somaticos e incubados bajo un fotoperiodo de 16 horas de luz y
8 horas de oscuridad y a una temperatura de 24+1 °C. Las plantulas regeneradas emergentes
fueron trasplantadas a tierra, para su aclimatacion, y cuando alcanzaron entre 13 y 15 cm de
altura se controld la aparicion de nuevas hojas. Para cada una de las plantas regeneradas se
recolectd una hoja de siete dias de edad completamente desarrollada en condiciones ex-vitro

que se mantuvo congelada a -80 °C hasta el momento de la extraccion del ADN.
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3.2 Extraccion de ADN
3.2.1 Extraccion de ADN de Arabidopsis thaliana (L) Heynh

La extraccion de ADN total de Arabidopsis thaliana se realiz6 utilizando el protocolo
de Li y Chory (1998). Para ello se colocaron 0,2 g de tejido foliar en un eppendorf de 1,5 ml,
para posteriormente realizar la destruccion mecanica de la muestra utilizando nitrégeno
liquido y una varilla de aluminio. Seguidamente se agreg6 1 ml del buffer de extraccion (100
mM Tris-HCI, 500 mM NaCl, 0,5 M EDTA, 1 % SDS) y se incubd durante 10 minutos a una
temperatura de 65 °C, proceso que permitio la lisis de las paredes celulares y la extraccion del
contenido celular. Posteriormente se inicio el proceso de precipitacion y purificacion del ADN
y para ello se agregaron al tubo 0,33 ml de acetato de potasio 5M y se incubd en hielo durante
20 minutos. A continuacion se procedio a centrifugar las muestras durante 15 min a 14.000
rpm a una temperatura de 4 °C; finalizado este proceso, se trasfirié el sobrenadante a un tubo
eppendorf y se centrifugd nuevamente durante 5 minutos bajo las mismas condiciones con el
objeto de eliminar la mayor cantidad de impurezas. El sobrenadante final se transfirié a un
tubo eppendorf y se le afiadieron 2/3 del volumen del sobrenadante de isopropanol enfriado a
4 °C. Se incubd el tubo durante 30 min a -20 °C y transcurrido este tiempo se procedié a
centrifugar durante 15 minutos a 14.000 rpm a una temperatura de 4 °C. Se descartd el
sobrenadante y se dej6 secar el pellet a 37 °C durante 30 minutos. Finalmente se resuspendid
el pellet en 100 ul de agua Milli-Q con 2 ul de RNAsa (0,5 pug/ml). La cuantificacion del
ADN gendmico se realiz6 con un equipo NANODROP ND-1000 conectado a un ordenador
PC con software especifico version 3.7.1 y se analizé su calidad mediante electroforesis en

geles de agarosa.
3.2.2 Extraccion de ADN de arroz y centeno

La extraccion de ADN gendmico se realiz6 a partir del tejido foliar conservado a -80 °C,
empleando el método de extraccion en columnas basado en el kit para plantas DNeasy® Plant
Mini Kit siguiendo las instrucciones del fabricante (QIAGEN Ltd). Usando 100 mg del citado
material, sometido a destruccion mecanica utilizando nitrogeno liquido y una varilla de
aluminio, se afiadieron 400 ul de tampon AP1 y 4 ul de RNasa A en solucion (100 mg/ml),
incluidos en el “’kit”. Se incubd la mezcla en un bafio a 65 °C durante 10 minutos, realizando
tres inversiones del tubo a intervalos de tres minutos. A continuacion, se afiadieron 130 pl de

tampon AP2 a la mezcla de lisado, se mezclo por inversion de los tubos y se incubo en hielo
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durante 5 minutos. Seguidamente, se procedio a centrifugar la muestra durante 5 minutos a
14.000 rpm. Se tomo el sobrenadante para pasarlo por a una columna QIAshredder Mini Spin
(color lila) con capacidad para 2 ml y realizar una centrifugacion a temperatura ambiente
durante dos minutos a 14.000 rpm. El sobrenadante se transfirid a un nuevo tubo donde se
afiadieron 0,5 volimenes de tampon AP3 y un volumen de etanol, mezclandolo con una
micropipeta. La mezcla formada se paso por una columna Dneasy Mini Spin (color blanco)
que fue centrifugada durante un minuto a 8.000 rpm. Se descarto el sobrenadante obtenido y
se afiadieron 500 pl de tampon AW a la misma columna, centrifugando de nuevo durante 2
minutos a 14.000 rpm. Después se colocod la columna en un tubo “eppendorf” estandar y en
ella se afiadieron 100 ul de tampdn AE. Se incubd a temperatura ambiente durante 5 minutos
y finalmente se centrifugd durante un minuto a 8.000 rpm para diluir la fase con el ADN (este
ultimo paso se repitié una vez con la misma columna para obtener una mayor eficiencia en la
extraccion). Las muestras obtenidas se almacenaban en congelador a -20 °C para su
conservacion. La cuantificacion del ADN gendmico se realizé con un equipo NANODROP
ND-1000 conectado a un ordenador PC con software especifico version 3.7.1 y se analiz6 su

calidad mediante electroforesis en geles de agarosa.
3.3 Electroforesis en geles de agarosa.

Se emplearon geles de agarosa en tampon TAE (Tris-acetato 40 mM pH 8; EDTA 1
mM) de forma rutinaria para la separacion y visualizacion de distintos fragmentos de ADN.
Los geles se prepararon a diferentes concentraciones segun el tamafio de los fragmentos de
ADN. Se utilizaron geles al 1 % (p/v) para analizar el ADN genoémico y geles al 1,5 % (p/v)
para visualizar los productos de las amplificaciones preselectivas correspondientes a los
protocolos de obtencion de marcadores metAFLP y TMD. La disolucion de la agarosa en el
tampon TAE se realiza cuando la mezcla de ambos compuestos se lleva a ebullicién, de tal
forma que al enfriarse se forma el gel. Antes de ser incorporadas a los pocillos del gel, las
muestras de ADN se mezclaron con un tampéon de carga (glicerol 30 % v/v; azul de

bromofenol 0,5 % p/v) que es mas denso que el tampon TAE.

Las electroforesis se realizaron en cubetas horizontales con los geles sumergidos en el
tampon TAE. Tanto para el analisis de ADN gendémico como para el procedente de reacciones
de amplificacion, las electroforesis se realizaron a un voltaje constante de 100 V. Como
marcador de pesos moleculares conocidos se utilizd 1 kb-“Plus Ladder ™" de Invitrogen. Una

vez finalizada la electroforesis y previa incubacion del gel en una solucién de bromuro de
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etidio (0,5 mg/ml), los fragmentos se visualizaron y se fotografiaron bajo luz ultravioleta. Las
imagenes se obtuvieron y almacenaron digitalmente con la ayuda de un equipo de adquisicion

de imagenes Gene Genius Bio Imaging®, comercializado por la marca Syngene.
3.4 Obtencion de marcadores metAFLP

El protocolo utilizado para la obtencion de los marcadores metAFLP esta basado en el
descrito por Bednarek y col. (2007) para adaptar la utilizacion de las parejas de endonucleasas
Acc651/Msel y Kpnl/Msel al protocolo original de marcadores MSAP (Reyna-Lépez y col.,
1997), aunque fue necesario incorporar modificaciones para emplear el marcaje con
fluorocromos y separacion de los fragmentos amplificados mediante electroforesis capilar en
un analizador ABI Prism 310. Dicho protocolo se desarrollé en cuatro pasos (Figura 3.3):

a. Restriccion de fragmentos de ADN: para ello se utilizaron los isoesquizomeros Acc65l y
Kpnl, como enzimas de corte poco frecuente y Msel como enzima de corte frecuente. Para
la preparacion de la reaccion de restriccion con Acc651/Msel fueron mezclados: 2 pl de
tampon NEB 3 (New England Biolabs), 0,5 ul de Acc65l (10 U/ul), 0,5 ul de la
endonucleasa Msel (10 U/ul), 11,5 ul de agua Milli-Q y 5,5 ul de ADN gendémico (95
ng/ul). De igual forma, los componentes de la mezcla en la reaccién de restriccion con el
isoesquizémero Kpnl fueron: 2 ul de tampdn NEB 1 (New England Biolabs), 0,5 ul de
Kpnl (10 U/ul), 0,5 pl de Msel (10 U/ul), 11,5 ul de agua Milli-Q y 5,5 ul de ADN
genomico (95 ng/ul). Estas dos reacciones se realizaron de forma independiente para cada

una de las muestras a analizar, incubando las mezclas a 37 °C durante dos horas y media.

b. Ligacién de adaptadores de doble cadena a los extremos de los fragmentos generados:
para la preparacion de los tres adaptadores que se unen, respectivamente, a los extremos
generados por las endonucleasas Acc65l, Kpnl y Msel se dispuso de los siguientes
oligonucledtidos: Acc65l-adaptadorl (5’-CTCGTAGCA TGCGTACA-3’) y Acc65I-
adaptador2 (5’-GTACTGTACGCATGCTAC-3’); Kpnl-adaptadorl (5’-CTCGTAGCATG
CGTACAGTAC-3") y Kpnl-adaptador2 (5-TGTACGCATGCTAC-3’); Msel-adaptadorl
(5’>-TACTCAGGACTCATC-3") y Msel-adaptador2 (5’-GAGTCCTGAGTAGCAG-3").

El protocolo se inicio con la desnaturalizacion a 95 °C durante 5 minutos de las tres
soluciones acuosas que contienen las parejas de oligonucledtidos correspondientes a cada

adaptador, para luego ser renaturalizados a temperatura ambiente durante otros 20 minutos.
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Figura 3.3. Proceso de obtencion de marcadores metAFLP.
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La mezcla de componentes para la reaccion de ligacion estuvo constituida, en el caso de
Acc651/Msel, por 3 ul de tampon de ligasa T4 NEB (New England Biolabs), 1 ul del
adaptador de doble cadena Acc651 (50 pmol/ul), 1 ul del adaptador de doble cadena Msel
(50 pmol/ul), 0,5 ul de ligasa T4 NEB, (400 U/ul) 4,5 ul de agua Milli-Q y 20 ul de la

reaccion obtenida en la restriccion con Acc651/Msel del paso anterior.

De la misma manera, la preparacion de la mezcla para la reaccion de ligacion en el caso de
Kpnl/Msel estuvo constituida por 3 pl de tampon de ligasa T4 NEB, 1 ul del adaptador de
doble cadena Kpnl (50 pmol/ul), 0,5 ul de ligasa T4 NEB (400 U/ul), 4,5 ul de agua Milli-
Q y 20 ul de la reaccion obtenida en la restriccion con Kpnl/Msel. Las reacciones de
ligacion se realizaron incubando las mezclas a 16 °C en un termociclador Applied
Biosystems GeneAmp 9700 durante 16 horas, equipo que también fue empleado para todas

las reacciones de amplificacion que se describen a continuacion.

c. Amplificacion preselectiva de fragmentos de ADN: ésta reaccion se llevé a cabo a través
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de la unién de los cebadores preselectivos a la secuencia especifica situada en los
adaptadores en ambos extremos. Se empled un Unico oligonucle6tido como cebador
preselectivo comuln y especifico para ambos adaptadores de Acc651 y Kpnl (5'-
GCATGCGTACAGTACC-3") y otro oligonucledtido especifico para el adaptador de Msel
(5"-GATGACTCCTGAGTAAC-3).

La mezcla de componentes para la reaccidon preselectiva para cada muestra estuvo
constituida por 15 ul de core mix (mezcla comercial de dNTPs, Tag DNA-polimerasa y
tampon de amplificacion, Applied Biosystems), 1 ul de cada uno de los cebadores
preselectivos Acc651/Kpnl y Msel a una concentracion de 10 pmol/ul y finalmente 4 ul de
la reaccion de ligacion correspondiente, diluida al 15 % (v/v) en agua Milli-Q. Las
condiciones de amplificacion consistieron en un ciclo inicial de 2 minutos a 72 °C, seguido
de 20 ciclos de 20 segundos a 94 °C, 30 segundos a 56 °C y 2 minutos a 72 °C, y un altimo
ciclo de elongacién de 30 minutos a 60 °C. Las reacciones se almacenaron a 4 °C hasta su
dilucion. Posteriormente, se realizo la verificacion de la amplificacion mediante la carga de
la mitad del volumen de la reaccion de las reacciones preselectivas (10 ul) en un gel de

agarosa al 1,5 %. Tras visualizar el gel y comprobar la existencia de una amplificacion
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preselectiva positiva, se diluyo el volumen restante de reaccion afiadiendo 190 pl de agua

Milli-Q para quedar almacenado a -20 °C hasta su utilizacion posterior.

d. Amplificacion selectiva de fragmentos de ADN: para reducir el nimero total de
fragmentos a analizar hasta valores que puedan ser resueltos mediante electroforesis, se
Ilevé a cabo una amplificacion empleando seis cebadores selectivos con dos bases extra en
su extremo 3’ y que estaban marcados en su extremo 5’ con uno de los fluorocromos 6-
carboxifluoresceina (FAM) o 6-carboxi-4',5'-dicloro-2',7'-dimetoxifluoresceina (JOE) lo
que permiti0 detectar los fragmentos amplificados mediante electroforesis capilar. Se
realizaron un total de seis reacciones diferentes por muestra y digestion, resultado de la
combinacion del cebador preselectivo Msel con cada uno de los seis cebadores selectivos

Acc651/Kpnl, cuyas secuencias se detallan en la tabla 3.7.

Tabla 3.7. Secuencias correspondientes a los cebadores selectivos de metAFLP.

Bases Fluorocromo

Cebador Secuencia base Enzima . , Cadigo
selectivas en s

Msel 5 -GATGAGTCCTGAG TAA C-3 - P
Acc65l1/ 5"-GCATGCGTACA GTACC GG-3’ FAM 1
Kpnl GA-3’ JOE 2
GT-3 JOE 3
GC-3 FAM 4
AG-3’ FAM 5
TG-3 JOE 6

La preparacion de la mezcla de componentes para las reacciones selectivas, para cada
muestra, estuvo constituida por 15 ul de core mix (mezcla comercial de dNTPs, Taq DNA-
polimerasa y tampon de amplificacion, Applied Biosystems), 1 ul de uno de los cebadores
selectivos Acc651/Kpnl a una concentracion de 5 pmol/ul, 1 ul del cebador preselectivo Msel
a una concentracion de 5 pmol/ul y finalmente 3 ul de la reaccion preselectiva diluida
correspondiente. El programa de amplificacion utilizado en el termociclador consistié en un
ciclo inicial de 2 minutos a 94 °C, seguido de 10 ciclos de 20 segundos a 94 °C, 2 minutos a
66 °C (con un descenso de 1 °C por ciclo) y 2 minutos a 72 °C, seguido de otros 20 ciclos 20
segundos a 94 °C, 2 minutos a 66 °C y 2 minutos a 72 °C y un altimo ciclo de elongacion de
30 minutos a 60 °C. Las reacciones se realizaron en placas de 96 pocillos que fueron

almacenadas a -20 °C.
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3.5 Transposon display sensible a metilacion (TMD)

El protocolo utilizado para la obtencion de los marcadores TMD, se baso en el descrito
por Takata y col. (2007) aunque se adaptd para poder emplear marcaje con fluorocromos y
separacion de productos amplificados de menos de 500 pb mediante electroforesis capilar en
un analizador automético de fragmentos. En dicho protocolo, se emplean las endonucleasas
sensibles a metilacion Hpall y Mspl y consta también de cuatro fases: la primera es la
restriccion del ADN gendmico con distintas endonucleasas, luego la ligacion de los
adaptadores de doble cadena a los extremos, posteriormente la amplificacion preselectiva y
finalmente la amplificacion selectiva de los fragmentos de ADN situados en proximidad a
transposones (Figura 3.4). Estos marcadores fueron utilizados para el estudio de las especies

A. thaliana y O. sativa.
3.5.1 Obtencién de marcadores TMD en A. thaliana

En A. thaliana se empled la técnica TMD para analizar el estado de metilacion de
secuencias flanqueantes a cuatro tipos de retrotransposones de clase I: gypsy, copia, TRIM y
SINE.

a. Restriccion de fragmentos ADN gendmico: se emplearon en reacciones independientes
los isoesquizémeros Hpall y Mspl, como enzimas de corte frecuente, que presentan
distinta respuesta de corte segun el estado de metilacion de las dos citosinas de la

secuencia 5"-CCGG-3 a nivel de doble cadena.

Adicionalmente, fue empleada la endonucleasas EcoRI, como enzima de corte poco
frecuente. Para la preparacion de la reaccion de restriccion de cada una de las muestras
fueron mezclados, en el caso de Hpall: 2 ul de tampon NEB 1(New England Biolabs), 0,1
ul del isoesquizomero Hpall (50 U/ul), 0,05 ul de la endonucleasa EcoRI (100 U/pul),
12,35 pl de agua Milli-Q y 5,5 ul de ADN genoémico (95 ng/ul). De igual forma, los
componentes de la mezcla para la reaccion de restriccion con el isoesquizomero Mspl
fueron: 2 ul de tampén NEB 4 (new England Biolabs), 0,05 ul del isoesquizémero Mspl
(100 U/ul), 0,05 pl de la enzima EcoRI (100 U/ul), 12,35 ul de agua Milli-Q y 5,5 ul de
ADN genomico (95 ng/ul). Estas dos reacciones se realizaron independientemente, para
cada una de las muestras analizadas, incubando las mezclas a 37 °C durante dos horas y

media.

68



Materiales y Métodos
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Figura 3.4. Proceso de obtencion de marcadores TMD
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b. Ligacién de los adaptadores de doble cadena a los extremos de los fragmentos
generados: para la preparacion de los adaptadores se utilizd6 una Unica pareja de
oligonucledtidos para ambos  isoesquizdmeros,  Hpall/Mspl-adaptadorl  (5°-
GATCATGAGTCCTGCT-3") y Hpall/Mspl-adaptador2 (5’-CGAGCAGGACTCAGTA-3’)
y, por otro lado, la pareja de oligonucledtidos para los extremos generados por la enzima
de corte poco frecuente, EcoRl-adaptadorl (5’-CTCGATGACTGCGTACC-3’) y EcoRlI-
adaptador2 (5’-AATTGGTACGCAGTCTAC-3).

La ligacion se inicio con la desnaturalizacion a 95° C durante 5 minutos de las soluciones
acuosas que contenian las parejas de oligonucledtidos correspondientes a cada adaptador,
para luego ser renaturalizados a temperatura ambiente durante otros 20 minutos. La mezcla
de componentes para la reaccion de ligacion estuvo constituida, en el caso de la reaccion
Hpall/EcoRl, de 3 pl de tampdn de ligasa T4 NEB (New England Biolabs), 1 ul del
adaptador de doble cadena Hpall/Mspl (50 pmol/ul), 1 ul del adaptador de doble cadena
EcoRlI (50 pmol/ul), 0,5 ul de ligasa T4 NEB (400 U/ul), 4,5 ul de agua Milli-Q y 20 ul de
la reaccion obtenida en la restriccion con Hpall/EcoRI del paso anterior. De la misma
manera, la preparacion de la mezcla para la reaccién de ligacién en el caso de la reaccién
Mspl/EcoRI estuvo constituida de 3 ul de tampon de ligasa T4 NEB, 1 ul del adaptador de
doble cadena Hpall/Mspl (50 pmol/ul), 0,5 ul de ligasa T4 NEB (400 U/pul), 4,5 ul de agua
Milli-Q y 20 pl de la reaccion obtenida en la restriccion con Mspl/EcoRI. Las reacciones
de ligacion se realizaron incubando las mezclas a 16 °C en un termociclador Applied
Biosystems GeneAmp 9700 durante 16 horas, equipo que también fue empleado para todas

las reacciones de amplificacién que se describen a continuacion.

c. Amplificacion preselectiva de fragmentos de ADN: se llevo a cabo a través de la union
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de los cebadores preselectivos a la secuencia especifica de los adaptadores situados en los
extremos. Se empled el oligonucledtido Hpa+C (5"-ATCATGAGTCCTGCTCGGC-3)
como cebador preselectivo comin y especifico para el adaptador de Hpall/Mspl vy el
oligonuclettido EcoRI+0 (5"-GACTGCG TACCAATTC-3") especifico para el adaptador
de EcoRIl. La mezcla de componentes para la reaccion preselectiva para cada muestra
estuvo constituida por 15 ul de core mix (mezcla comercial de dNTPs, Taq DNA-
polimerasa y tampon de amplificacion, Applied Biosystems), 1 ul de cada uno de los

cebadores preselectivos Hpa+C y EcoRI+0 a una concentracion de 10 pmol/ul y
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finalmente 4 ul de la reaccion de ligacion correspondiente diluida al 15% (v/v) en agua
Milli-Q. Las condiciones de amplificacion consistieron en un ciclo inicial de 2 minutos a
72 °C, seguido de 20 ciclos de 20 segundos a 94 °C, 30 segundos a 56 °C y 2 minutos a 72
°C, y un ultimo ciclo de elongacion de 30 minutos a 60 °C. Las reacciones se almacenaron
a 4 °C hasta su dilucion posteriormente, se realizd la verificacion de la amplificacion
mediante la carga de la mitad del volumen de la reaccion de las reacciones preselectivas
(10 pl) en un gel de agarosa al 1,5 %. Tras visualizar el gel y comprobar la existencia de
una amplificacion preselectiva positiva se diluyé el volumen restante de reaccion
afiadiendo 190 pl de agua Milli-Q para quedar almacenado a -20 °C hasta su utilizacién
posterior.

d. Amplificacion selectiva de los fragmentos de ADN: la amplificacion se llevo a cabo
empleando los cebadores especificos para cuatro tipos de retrotransposones clase I: gypsy,
copia, TRIM y SINE (Tabla 3.8). Estos oligonucleétidos fueron disefiados por MacKenzie
y col. (2005) y se sintetizaron marcados en su extremo 5’ con uno de los fluorocromos 6-
carboxifluoresceina (FAM) o 6-carboxi-4',5'-dicloro-2',7'-dimetoxifluoresceina (JOE), lo
que permitio detectar los fragmentos amplificados posteriormente mediante electroforesis
capilar. Se realizaron cuatro reacciones diferentes por muestra y digestion, resultado de la
combinacién del cebador Hpa+C con los cebadores especificos para cada uno de los
retrotransposones mencionados anteriormente. Es importante destacar que finalmente se
utilizé unicamente el cebador Hpa+C debido a que, cuando se ensayaron como selectivos a
distintos cebadores los fragmentos obtenidos se ubicaron por encima de las 500 pb, estando
fuera de la resolucion fijada para este estudio, definida por el marcador de peso molecular
utilizado (ROX-500).

Tabla 3.8. Secuencias correspondientes a los cebadores selectivos empleados para obtener marcadores
TMD en Arabidopsis.

Fluorocromo

Cebador Secuencia en 5° Cadigo
Hpa+C 5 -ATCATGAGTCCTGCTCGGC-3 - P
gypsy 5 -CATCTTGATWGTTAGCATCACACC-3 FAM 1
copia 5-CATTCAAGCTCTTATCCGTCC-3’ JOE 2
SINE 5-YTTTACCAATTGAGCTAACGACAC-3 JOE 3
TRIM 5 -GATCCTACTCAACTTCCGATGTG-3’ FAM 4
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La preparacion de la mezcla de componentes para la reaccion selectiva para cada
muestra estuvo constituida por 15 ul de core mix (mezcla comercial de dNTPs, Tag DNA-
polimerasa y tampon de amplificacion, Applied Biosystems), 1 ul de uno de los cebadores
selectivos especificos de transposones, a una concentracion de 10 pmol/ul, 1 ul del cebador
preselectivo Hpa+C a una concentracion de 10 pmol/ul y finalmente 3 ul de la reaccion
preselectiva correspondiente diluida. El programa de amplificacion utilizado en el
termociclador consistié en un ciclo inicial de 2 minutos a 94 °C, seguido de 10 ciclos de 20
segundos a 94 °C, 30 segundos a 66 °C (con un descenso de 1 °C por ciclo) y 2 minutos a 72
°C, seguido de otros 25 ciclos 20 segundos a 94 °C, 30 segundos a 56 °C, 2 minutos a 72 °C,
y un ultimo ciclo de elongacion de 30 minutos a 60 °C. Las reacciones se realizaron en placas

de 96 pocillos que fueron almacenadas a -20 °C.
3.5.2 Obtencion de marcadores TMD en O. sativa

Se empled la técnica TMD para analizar el estado de metilacion de cuatro de los
transposones activos en arroz, los retrotransposones de clase | Tos17 (copia) y Karma (LINE)
y los transposones de ADN de clase Il mPing (MITE) y nDart.

El procedimiento fue el mismo descrito en el apartado anterior para A. thaliana,
realizando los mismo pasos y reacciones, pero empleando como cebadores selectivos, en el
ultimo paso, los cebadores descritos por Gao y col. (2009) marcados en su extremo 5’ con uno
de los fluorocromos 6-carboxifluoresceina (FAM) o 6-carboxi-4',5'-dicloro-2',7'-
dimetoxifluoresceina (JOE) que se detallan en la tabla 3.9. Se realizaron cuatro reacciones
selectivas diferentes por muestra y digestion, resultado de la combinacién del cebador Hpa+C
con los cuatro cebadores especificos de para elementos mdviles de arroz, mencionados

anteriormente.

Tabla 3.9. Secuencias correspondientes a los cebadores selectivos empleados para obtener marcadores
TMD en arroz.

Cebador FSaL:r?ielira Secuencia base Cddigo  Fluorocromo
Hpat+C --- 5-ATCATGAGTCCTGCTCGGC-3’ P ---

Tos 17 LTR-copia 5 -TGCTAATACTATTGTTAGGTTG -3° 1 FAM
Karma LINE 5-ATGCAATGACAATTCAGGTG -3 2 JOE
nDart hAT 5-CACGGCTACTCGTGCTGT-3 3 FAM
mPing MITE 5-CAGTGAAACCCCCATTGTGAC-3" 4 JOE
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3.6 Electroforesis capilar para la deteccion de los marcadores metAFLP y TMD

Para la separacion y deteccion de los fragmentos amplificados de forma selectiva tanto
en los protocolos de metAFLP como de TMD, se utilizo la técnica de electroforesis capilar en
un analizador de fragmentos de ADN, modelo ABI Prism 310 (Applied Biosystems)

representado en la figura 3.5.

Seccién de inyeccion

del polimero

Secciéon del detector

laser

Seccion del cargador

de muestras robotizado

Seccion del bloque

de polimero

Figura 3.5. Analizador de fragmentos de ADN, ABI Prism 310, basado en electroforesis capilar en
polimero especifico POP-4 y en la deteccion de ADN marcado con fluorocromos mediante excitacion
por luz laser.

Los fragmentos son detectados gracias al marcaje empleado, dado que uno de los dos
oligonucleotidos usados en las amplificaciones selectivas estaba marcado en su extremo 5
con un fluorocromo, FAM 0 JOE. De esta forma se pudo realizar simultdneamente la
electroforesis de los productos de amplificacion de dos reacciones selectivas diferentes,
marcadas con distinto fluorocromo, junto con un marcador de pesos moleculares marcado con
un tercer fluorocromo. En este estudio, se empled el marcador ROX-500 suministrado por la
casa comercial Applied Biosystems (Figura 3.6).
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Figura 3.6. Marcador de pesos moleculares ROX-500 (Applied Biosystems). El namero situado sobre
cada pico indica el tamafio, en pares de bases, de cada uno de los fragmentos utilizados como
referencia para el célculo del peso molecular de los marcadores amplificados.

Para la preparacion de la electroforesis, fueron mezclados en un tubo eppendorf de 0,5
ml: 2 pl de reaccion selectiva marcada con FAM y 2 pl de reaccion selectiva marcada con
JOE junto a 25 pl de formamida desionizada y 0,5 pl de marcador ROX-500 (Applied
Biosystems). Esta mezcla se desnaturalizé a 95 °C durante 5 minutos y posteriormente se
enfrié rapidamente en un bafio con hielo, evitando la formacion de ADN de doble cadena,
donde se mantuvo al menos durante 5 minutos antes de colocar el tubo en el analizador ABI
Prism 310.

La electroforesis se realizd en un polimero especifico denominado POP-4 (Applied
Biosystems), a una temperatura de 60 °C para mantener las muestras desnaturalizadas y a 15
KV durante 26 minutos. La carga de las muestras se obtuvo por ionizacion a 15 kV durante 18
segundos. El analizador ABI Prism 310 estuvo controlado por un ordenador PC mediante el
software especifico Data Collection® version 3.1, que registrd el dato crudo de fluorescencia
correspondiente a los fragmentos marcados. La fluorescencia fue detectada por la camara
CCD del equipo cuando éstos pasaron a través de la ventana de deteccion del capilar y fueron

excitados por el laser.
3.7 Analisis de marcadores metAFLPy TMD

Para el andlisis de los resultados de electroforesis capilar registrados por el software
Data Collection 3.1, se utilizo el programa informatico GeneMapper 4.0 de Applied
Biosystems (Figura 3.7), ajustando los pardmetros necesarios para analizar los marcadores
metAFLP y TMD, a partir de la metodologia indicada por el fabricante para marcadores tipo
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microsatélites (SSRs). Para cada una de las combinaciones de cebadores especificos de cada
marcador se evallo la presencia de fragmentos amplificados en la region delimitada entre los
50 y los 500 pb, generandose una matriz de datos donde el valor cero (0) corresponde a la
ausencia del fragmento y el valor uno (1) a la presencia del mismo. Para obtener cada una de
las matrices, se compararon todos los electroferogramas obtenidos a partir de las
correspondientes reacciones dobles de digestion realizadas para todas las plantas analizadas

de la especie vegetal correspondiente.
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Figura 3.7. Imagen del programa informéatico GeneMapper 4.0 empleado para el andlisis de
marcadores metAFLP y TMD obtenidos con un equipo ABI Prism 310, en la que se muestran tres
electroferogramas parciales. El eje de abscisas corresponde a las unidades de fluorescencia relativa y
el de ordenadas al peso molecular en pares de bases. El pico sombreado corresponde a un marcador
polimoérfico.

Los polimorfismos detectados en cada una de las matrices obtenidas con GeneMapper
4.0 fueron revisados de forma manual mediante la comparacion por observacion directa de los
electroferogramas correspondientes a las muestras implicadas y la confirmacion o correccion

del valor asignado en la matriz, empleando una hoja de calculo Microsoft Excel 2003.

Los datos de presencia/ausencia fueron analizados con la ayuda de hojas Excel y de
software propio desarrollado en lenguaje PERL que permitio calcular el indice IRM de
identidad de marcadores de tipo MSAP (Gonzalez y col., 2013). Los fenogramas UPGMA
para la representacion grafica de la identidad de las muestras se obtuvieron con el software
MEGA 6 (Tamura y col., 2013).
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3.7.1 Interpretacion de variacion en marcadores metAFLP de plantas regeneradas

Para emplear la metodologia descrita por Machczynska y col. (2014b) para analizar la
variacion de los marcadores metAFLP obtenidos en las plantas regeneradas y en las
regeneradas transformadas, se establecio como estado inicial de metilacion, para cada uno de
los marcadores polimorficos, a aquel mas frecuentemente entre los presentados por las plantas
regeneradas obtenidas de la misma linea celular. EI método de Machczynska y col. (2014b) se
basa en la interpretacion propuesta por Bednarek y col., (2007) utilizando un cédigo binario
de cuatro digitos, de todos los cambios posibles en los patrones de marcadores detectados
como consecuencia de modificaciones de secuencia nucleotidica o de estado de metilacion
(Figura 3.8) que permite calcular la frecuencia con la que ocurren diferentes tipos de eventos
(Tablas 3.10 y 3.11). Machczynska y col. (2014b) ampliaron la interpretacion inicial con la
introduccién de coeficientes de correccion (Tabla 3.12) para calcular las caracteristicas de la

variacion presente en las plantas regeneradas (Tabla 3.13).
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Figura 3.8. Representacion esquematica de la interpretacion de todos los cambios posibles en los patrones de marcadores metAFLP de plantas regeneradas, detectados como
consecuencia de cambios de secuencia nucleotidica o de metilacion en sitios 5"-GGTACC-3’ (tomado de Bednarek y col., 2007). Las lineas horizontales rojas representan el estado
inicial del ADN (Donor) y las negras el estado en la planta regenerada (Regenerant); los circulos grises indican dianas para Msel, los circulos rosas indican sitios metilados digeridos
por Kpnl pero no por Acc65l y los circulos verdes indican sitios no metilados digeridos por Kpnl y por Acc65l; los pentdgonos rojos indican sitios no digeridos por Kpnl ni por
Acc65l debido a cambios de secuencia. En la fila superior se presentan los cambios posibles cuando existe un Unico sitio Acc651/Kpnl dentro del amplicon, mientras que en las dos
filas inferiores se presentan los cambios posibles cuando estén presentes dos sitios Acc651/Kpnl en el amplicon, generando hasta tres fragmentos de distinta longitud: Long, left y
right. El codigo binario de cuatro digitos corresponde a la presencia o ausencia del fragmento en el estado original y en la planta regenerada con Acc651 seguido de la presencia o
ausencia del fragmento en el estado original y en la planta regenerada con Kpnl.
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Tabla 3.10. Formulas usadas para el célculo de los diferentes tipos de eventos a partir de marcadores
metAFLP en plantas regeneradas (Bednarek y col., 2007).

Abreviatura Férmula Descripcién
$(0001) + 3(0010) + ¥(0101) + Y(0110) .

SE T3(1001) + X(1010) + S(1110) + S(1101) Eventos de secuencia

DME >(0111)+>(0110) Eventos de desmetilacion

DNME > (1011) + ¥ (1001) Eventos de metilacion de novo

CE > (0100) +Y (1000) Eventos complejos

SNMS > (1100) + > (1111) + Y (1101) Estado no metilado heredado

SMS > (0011) +(1100) Estado metilado heredado

TINTCIE SE + DME + DNME + CE Numero total de eventos

inducidos por el cultivo de tejidos

Tabla 3.11. Férmulas usadas para calcular, como porcentajes, caracteristicas de la variacion en
marcadores metFLP de plantas regeneradas (Bednarek y col., 2007).

Abreviatura Formula Descripcion

SE + DME + DNME + CE + SMS + Usado para el célculo de porcentajes

DENOMINADOR1 SNMS + 0000 g?\|§/|vs 5g/ll\\/|/éDNMV, CV, TTCIV,
sV 100 x SE/DENOMINADOR 1 Variacion de secuencia nucleotidica
DMV 100 x DME/DENOMINADOR 1 Variacién por desmetilacion
DNMV 100 x DNME/DENOMINADOR 1 Variacion por metilacién de novo
Ccv 100 x CE/DENOMINADOR 1 Cambios complejos

TTCIV 100 x TTCIE/DENOMINADOR 1 Eﬁ}::f/giﬂg Eg}?{;ggd”dda por el
SNMS 100 x SNMS/DENOMINADOR 1 Estado desmetilado heredado

SMS 100 x SMS/DENOMINADOR 1 Estado metilado heredado
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Tabla 3.12. Férmulas de los coeficientes de correccion y valores corregidos de Machczynska y col.

(2014b).

Abreviatura

Formula

Descripcién

CCsv

CCDMV

CCDNMV

CSv

CDMV

CDNMV

CV x SV/(SV + DMV + DNMV)

CV x DMV/(SV + DMV + DNMV)
CV x DNMV/(SV + DMV + DNMV)
SV + CCSV

DMV + CCDMV

DNMV + CCDNMV

Coeficiente de correccion de SV
Coeficiente de correccion de DMV
Coeficiente de correccion de DNMV
SV corregido

DMV corregido

DNMYV corregido

Tabla 3.13. Caracteristicas que describen la variacién de marcadores metAFLP en plantas regeneradas
(Machczynska y col. 2014b).

Abreviatura Formula Descripcion
TNNMS DME + SNMS Numero total de sitios no metilados
TNMS DNME + SMS Ndmero total de sitios metilados
DENOMINADOR 2 TNMS + TNNMS Usado para calcular porcentajes de

GM

GNM

SUTCIV

SAM

100 x TNMS/DENOMINADOR?2

100 x TNNMS/DENOMINADOR2

100 - TTCIV

TTCIV - CSV

GM y GNM
Porcentaje del genoma metilado

Porcentaje del genoma no metilado

Sitios no afectados por variacién
inducida por el cultivo de tejidos

Sitios afectados por metilacién
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4. RESULTADOS

4.1 Deteccion de marcadores moleculares metAFLP en Arabidopsis thaliana (L.) Heynh

A partir del anélisis de un total de 31 plantas de Arabidopsis thaliana ecotipo Columbia,
se han obtenido marcadores metAFLP mediante el empleo de los isoesquizomeros Acc65l1 y
Kpnl, endonucleasas que reconocen la secuencia diana palindromica 5-GGTACC-3’ y que
tienen un comportamiento diferente segun el estado de metilacion de las citosinas en cada una
de las dos cadenas del ADN. El corte por Acc65l esta bloqueado por el estado metilado de la
citosina situada en el extremo 3’ en ambas cadenas del ADN y altamente impedido (80%) en
caso de hemimetilacion, mientras que Kpnl no se ve afectada por ninguno de estos estados en
la citosina terminal. La hemimetilacion de la citosina interna no afecta a Kpnl aunque su corte
estd bloqueado cuando las citosinas internas de ambas cadenas estan metiladas y afectado en
un 50 % cuando las dos citosinas estan hemimetiladas en la misma cadena de ADN.
Actualmente no se conoce como afecta la metilacion en la citosina interna a la actividad de
Acc65l.

Las plantas analizadas correspondian a diez individuos de la poblacion control
Columbia, once plantas regeneradas a partir de dos lineas celulares independientes (seis
plantas de 208R0 y cinco plantas de 211R0) y diez plantas transgénicas obtenidas a partir de
otras dos lineas celulares independientes (cinco plantas de 261T0 y cinco plantas de 291T0).
Para cada una de estas 31 plantas, se han obtenido doce electroferogramas correspondientes a
seis combinaciones de cebadores selectivos empleados con cada una de las dos reacciones de
digestion realizadas independientemente, con Acc651 y Kpnl respectivamente. El
procedimiento se repitié al menos una vez para todas las muestras. Por tanto, se generaron
372 electroferogramas en total que fueron comparados inicialmente con la ayuda del software
GeneMapper v.4.0 y sometidos posteriormente a una revision manual de la que se obtuvieron
un total de 887 marcadores metAFLP (Tabla 4.1). Se ha considerado como marcador a cada
uno de los fragmentos de ADN detectados en al menos una de las plantas analizadas y que
esté presente en al menos una de las dos dobles reacciones de digestion (Acc651+Msel o
Kpnl+Msel) que corresponde a la presencia de un sitio 5’-GGTACC-3’. Dicho numero de
marcadores implico la realizacion de una matriz global de presencia-ausencia de 54.994 datos,
al considerar la situacion de cada uno de los marcadores en cada planta y reaccion de
digestion, en la que se codificaron con un 1 cuando estaban presentes y un 0 cuando estaban

ausentes.
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Tabla 4.1. Marcadores metAFLP detectados con cada combinacion de cebadores selectivos en
Arabidopsis thaliana.

Combinacion Marcadores P. control Linea Linea Linea Linea Lineas
de cebadores totales (CoL) 208R0 211R0 261T0 291T0 agrupadas

n=31 n=10 n==6 n=>5 n=>5 n=>5 n=21

P12 151 139 98 106 98 100 119

p22 147 142 102 106 108 101 112

p32 154 151 118 121 120 121 128

P42 149 145 98 98 100 100 114

p5b 154 151 96 102 105 101 109

P6® 132 128 105 116 114 112 116

TOTAL 887 857 617 649 645 635 698

a cebador del grupo CCGN; P cebador del grupo CCWG

El nimero de marcadores distintos detectados ha sido de 857 para la poblacion
control, que corresponden al 96,6 % del total de marcadores, mientras que fue claramente
inferior y de 617 y 649 en las plantas regeneradas de las lineas celulares 208R0 y 211R0, asi
como de 645 y 635 en las plantas transgénicas de las lineas celulares 261T0 y 291TO,
respectivamente (Tabla 4.1). EI mayor nimero de marcadores distintos en la poblacion podria
achacarse al mayor tamafio de muestra, pero si se generan todos los agrupamientos posibles
de cinco individuos de la poblacion (252 combinaciones), el nimero de marcadores distintos
que se detectarian oscila entre 735 y 839, con un valor medio de 807 marcadores, valores
claramente superiores a los observados en las lineas celulares. Por otro lado, al agrupar las 21
plantas analizadas de las cuatro lineas celulares, el nimero de marcadores distintos detectados
fue de 698 (el 78,7 % del total) tambien claramente inferior al de la poblacion de origen. Este
mayor nimero de marcadores distintos detectados en la poblacion control puede deberse tanto
a la existencia de un mayor nimero de motivos que pueden ser cortados por las endonucleasas
empleadas a nivel individual, como a la presencia de un mayor polimorfismo de marcadores
metAFLP entre los individuos de la poblacion control respecto al que presentan las plantas

clénicas obtenidas de las lineas celulares, aspectos que se analizaran a continuacion.

Cada uno de los marcadores metAFLP detectados fue clasificado en cada planta
analizada con un codigo de dos digitos de acuerdo a su patrén de presencia-ausencia en las

dos dobles digestiones indicadas anteriormente. Aquellos que aparecen en ambas reacciones
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se les denomind marcadores 11, a los que aparecen Unicamente en la reaccion con Acc65l se
les catalog6 como 10 y a los presentes exclusivamente en la reaccion con Kpnl se les nombré
como 01. Se asigno el codigo 00 a los marcadores ausentes en las dos reacciones de alguna de

las plantas comparadas, cuando se realizaron los analisis de variabilidad.

El ndmero total de marcadores metAFLP detectado en cada una de las plantas
analizadas se representa graficamente en la figura 4.1 y es proporcional al nimero de sitos 5'-
GGTACC-3’ que pueden ser cortados indistintamente por Acc651 y Kpnl, de tal forma que la
suma de marcadores de tipo 11 y 01 corresponde a los cortes por Kpnl y la suma de tipos 11y
10 a los cortes por Acc65l. En todas las plantas el nimero de fragmentos generados por Kpnl
ha sido superior al de Acc65l, como consecuencia de la presencia de distintos estados de
metilacion de la secuencia diana que afectan principalmente a la actividad de Acc65l, como se

indico anteriormente.

En la poblacion control, el numero total de marcadores por planta ha oscilado entre
626 y 729, que representan del 73,0 % al 85,1 % del total de marcadores detectado en dicha
poblacién, con un valor medio de 667,8. Por su parte, en cada una de las lineas celulares ha
variado entre 586 y 597 (media de 592,0) en la linea 208R0, entre 621 y 633 (media de 627,8)
en la linea 211RO0, entre 605 y 619 (media de 613,2) en la linea 261T0 y entre 591 y 611
(media de 602,8) en la linea 291TO0, que representan, los siguientes porcentajes del total de
marcadores detectado en cada una de dichas lineas: del 95,0 % al 96,8 % en 208R0, del 95,7
% al 97,5 % en 211RO0, del 93,8 % al 96,0 % en 261T0 y del 93,1 % al 96,2 % en 291TO0.
Considerando a todas las 21 plantas regeneradas como un Unico grupo, el namero medio de
marcadores por planta fue de 608,1. La distribucién de la variacion en el grupo de
regeneradas solapa con la de la poblacion, aunque se situ6 claramente en la regidn con valores
méas bajos. El valor medio de marcadores totales por planta presenté diferencias muy
significativas (t de Student; p<0,0001) entre la poblacion control y los agrupamientos de
plantas regeneradas (208R0+211R0), regeneradas transgénicas (261T0+291TO0) y total de
regeneradas agrupadas. También fue significativamente superior en la poblacion control
respecto al valor medio en cada una de las cuatro lineas celulares aunque a distintos niveles de
significacion: 208R0, p<0,001; 211R0, p<0,05; 261T0 y 291TO0, p<0,01. No se observaron
diferencias significativas comparando los valores medios de los agrupamientos de las plantas
regeneradas y de las regeneradas transgenicas.
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Figura 4.1. Nimero de marcadores metAFLP detectados, totales y de cada tipo, en cada planta y

grupo analizado en Arabidopsis thaliana; las lineas rojas indican el valor medio y las azules la

desviacion tipica.
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Cuando se consideran unicamente los marcadores generados por la endonucleasa Kpnl
(tipo 11 + tipo 01), a la que no le afecta la metilacion en la citosina en posicion 3°, también se
observa (Figura 4.1) un valor medio significativamente mas elevado en la poblacién control
respecto a cualquiera de los agrupamientos de las plantas regeneradas (t de Student;
p<0,0001) y a los valores medios obtenidos en cada linea celular (p<0,01). Por lo tanto, las
plantas regeneradas presentan un menor nimero de secuencias diana 5 -GGTACC-3’ que
puedan ser cortadas por Kpnl que las plantas de la poblacion de la que proceden. Este menor
numero puede atribuirse tanto a pérdidas de secuencia diana por cambios nucleotidicos como

a una mayor presencia de citosinas internas metiladas en la secuencia diana.

También existe un valor medio significativamente mas elevado en la poblacion control
respecto a cualquiera de los agrupamientos de las plantas regeneradas (t de Student;
p<0,0001) y a los valores medios obtenidos en cada linea celular (p<0,01), cuando se analizan

los marcadores generados por la endonucleasa Acc651 (tipo 11 + tipo 10).

Al comparar independientemente cada uno de los tres tipos de marcadores se comprobo
que los tipo 11 son los de mayor presencia en todas las plantas, seguidos por los de tipo 01 y
finalmente por los de tipo 10 (Figura 4.1). EI nimero medio de marcadores tipo 11 fue
significativamente superior en la poblacion y el de tipo 01 significativamente inferior,
respecto a los valores obtenidos en cualquiera de las lineas celulares o sus agrupamientos para

cada uno de estos tipos de marcadores (t de Student; p<0,001).

Para estos dos tipos de marcadores, 11 y 01, no se observaron diferencias significativas,
respecto a su nimero medio por planta, entre los agrupamientos de las plantas regeneradas y
las regeneradas transgénicas. Los valores medios de marcadores de tipo 10, los de menor
abundancia, no presentaron diferencias significativas entre los obtenidos para la poblacion
control y los correspondientes a los agrupamientos de plantas regeneradas o a las lineas
celulares, excepto para la lineas celular 211R0 (t de Student; p<0,001). Tampoco se
observaron diferencias significativas entre los agrupamientos de las plantas regeneradas y las

regeneradas transgénicas para el valor medio de marcadores de tipo 10.
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Figura 4.2. Numero de marcadores metAFLP, totales y de distintos tipos, detectados en cada planta y
grupo analizado con los grupos de cebadores CCGN y CCWG en Arabidopsis thaliana; las lineas
rojas indican el valor medio y las azules la desviacion tipica.
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Los marcadores metAFLP detectados pueden separarse en dos grupos teniendo en
cuenta el contexto de metilacion que pueden detectar cada uno de los cebadores selectivos que
se han empleado para su obtencion. Respecto a la secuencia diana comun para Acc651 y Kpnl
5-GGTACC-3’, los cebadores P1, P2, P3 y P4 permiten detectar cambios en los patrones por
metilacién de la citosina externa en el contexto CG y metilacion de la citosina interna en el
contexto CHG y forman el grupo que hemos denominado CCGN. Por su parte, P5 y P6
forman el grupo denominado como CCWG que detecta la metilacion de la citosina externa en

el contexto CHG y la metilacion de la citosina interna en el contexto CHH.

Cuando se analizaron de forma separada los marcadores obtenidos con cada uno de los
grupos de cebadores en cada una de las plantas (Figura 4.2), también se observaron
diferencias en los valores medios al comparar la poblacion con los distintos agrupamientos de
las plantas regeneradas. Asi, fue significativamente mayor en la poblacién que en el
agrupamiento de todas las plantas regenerados tanto el nimero de marcadores total, de tipo 11
como de tipos 11+01 obtenidos tanto con el grupo CCNG (t de Student; p<0,0001) como
también con el grupo CCWG (t de Student; p<0,01). Por su parte, el nimero de marcadores
01 fue significativamente menor en la poblacién que en el agrupamiento de plantas
regeneradas tanto para CCNG como CCWG (t de Student; p<0,0001). Por lo tanto, los
marcadores obtenidos con los dos grupos de cebadores revelaron un mismo patrén, con un
mayor numero total y de marcadores correspondientes a sitios cortados por Kpnl en las
plantas de la poblacion que en las plantas regeneradas y un menor nimero de marcadores de

tipo 01 en las plantas de la poblacidn que en las regeneradas.

Cuando se compara la proporcién media con la que aparecen los distintos tipos de
marcadores (Tabla 4.2) también se observaron diferencias significativas (Test Z; p<0.05) en la
frecuencia relativa de los codigos 11 y 01 entre las plantas de la poblacion control y las
plantas regeneradas de cada una de las lineas celulares o su agrupamiento, pero no para los
codigos 10 (excepto en el caso de la linea 211R0). Respecto a la citosina situada en el
extremo 3’ de la secuencia diana, los tipos 01 son proporcionales al numero de sitios
metilados o hemimetilados y los tipos 11 al namero de sitios sin metilacion. Las diferencias
significativas detectadas indican que en las plantas regeneradas existen, proporcionalmente en
su genoma, un ndmero menor de sitios no metilados y aproximadamente mas del doble de

sitios 5'-GGTACC-3’ metilados que en las plantas de la poblacion de origen.
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Tabla 4.2. Porcentaje medio de los distintos tipos de marcadores detectados en cada grupo de plantas
en Arabidopsis thaliana.

Pobl. control Linea Linea Linea Linea Lineas
(COL) 208R0 211R0 261T0 2910 agrupadas
cédigo 11 95,9+0,7 91,0+06 89,7+16 925+0,7 90,8+12 90,8+15
cédigo 10 09+04 06104 34+1,1 1,6 +0,7 1,7+15 18+14
cddigo 01 32405 8,8+0,9 69+18 59+1,1 75+1,6 74+18

(% corresponde a la desviacion tipica)

Si para el célculo se tienen en cuenta Unicamente a los marcadores obtenidos con Kpnl
en cada planta (11+01), para evitar los problemas de interpretacion de los patrones generados
por Acc65l, en las plantas de la poblacion los codigos 01 han oscilado entre el 2,2 % al 4,3 %,
con un valor medio del 3,2 %, mientras que en las plantas regeneradas de las lineas celulares
los valores han sido entre el 7,9 % y el 10,3 % con valor medio de 8,9 % para la linea 208R0,
entre el 5,6 % y el 10,7 % con un valor medio de 7,1 % para la linea 211RO0, entre el 4,6 % y
el 8,0 % con un valor medio de 6,0 % para la linea 261TO y entre el 5,9 % y el 10,0 % con un
valor medio de 7,7 % para la linea 291T0. Considerando todas las plantas regeneradas en
conjunto, el valor medio estimado de metilacion de la citosina terminal, en éstas plantas, seria
del 7,5 % de los motivos 5"-GGTACC-3".

4.1.1 Polimorfismo de marcadores moleculares metAFLP en Arabidopsis thaliana (L.)

Heynh

Los distintos marcadores metAFLP detectados se clasificaron como monomorficos o
polimorficos atendiendo a la presencia de los codigos 11, 01, 10 y 00, de tal forma que si
todas las plantas del grupo de analisis (poblacion o linea regenerada) mostraban el mismo
coédigo, se ha considerado al marcador como monomorfico y, en caso contrario, como

polimorfico.

Se han mostrado como monomorficos el 50,1 % de los 887 marcadores totales
detectados cuando se compararon el total de 31 plantas analizadas. En el grupo de la
poblacién control se han mostrado como monomorficos el 57,8 % (495) de los marcadores
mientras que en las lineas de plantas regeneradas lo han sido el 89,1 % (550) para 208R0 y el
88,4% (574) para 211R0 y en las lineas de plantas transgénicas los valores fueron del 86,4 %
(557) para 261T0 y del 87,6 % (556) para 291T0. Comparando los valores obtenidos en las
plantas regeneradas y en las transgénicas no se observan diferencias estadisticamente
significativas, por lo que estos datos revelan una distribucion homogénea de polimorfismo en

cada uno de los procesos de regeneracion (Tabla 4.3). Por contra, en las lineas celulares los
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valores de polimorfismo son significativamente muy inferiores al obtenido en la poblacion
control (Test Z; p<0.01).

Tabla 4.3. Polimorfismo de marcadores metAFLP en cada grupo de plantas de Arabidopsis thaliana.

Marcadores Marcadores monomérficos Marcadores polimorficos
totales Tipoll Tipo0l  Tipo 10 Totales  Metilacion  Singletones
P. control 857 490 5 0 362 19 131
(CoL) (57,2) (0,6) 0,0 (42,2) (2,2) (15,3)
Linea 617 513 37 0 67 25 41
208R0 (83,1) (6,0 0,0 (10,9) (4,1) (6,6)
Linea 649 537 30 7 75 25 38
211R0 (82,7) (4,6) 1,1 (11,6) (3,9 (5,9)
Linea 645 538 18 1 88 27 30
261T0 (83,4) (2,8) 0,2) (13,6) (4,2) 4,7)
Linea 635 528 27 1 79 21 37
291T0 (83,1) (4,3) 0,2) (12,4) (3,3) (5,8)
Lineas 698 474 13 0 211 49 39
agrupadas (67,9) (1,9 (0,0) (30,2) (7,0) (5,6)

(Porcentajes entre paréntesis)

En cuanto a los marcadores polimorficos, hay que destacar que un gran numero de ellos
corresponden a diferencias presentes en una Unica planta del grupo analizado (“singletones”).
Asi, mas de un tercio (36,2 %) de los marcadores polimérficos en la poblacion control
corresponden a este tipo y en las lineas celulares sus valores van desde poco mas de un tercio
a cerca de dos tercios (34,2 % al 61,2 %). Sin embargo, cuando se agrupan las plantas
regeneradas de todas las lineas, los ‘“singletones” representan solo el 18,5% de los
marcadores polimorficos, indicando la presencia de marcadores polimorficos comunes en

procesos independientes de regeneracion.

En los marcadores polimorficos, se ha diferenciado entre marcadores cuya variacion se
debe exclusivamente a diferencias en estado de metilacion en la secuencia 5"-GGTACC-3’
del resto de marcadores polimérficos, en los que también han podido ocurrir cambios a nivel
de secuencia nucleotidica entre los individuos comparados. Dado el comportamiento de
Acc651 y Kpnl en los distintos estados de metilacion, los marcadores que se hayan mostrado
unicamente como 11 6 01 en todos los individuos comparados, deberan su polimorfismo
exclusivamente a la diferencia en el estado de metilacion. En la tabla 4.3 se puede observar
que en la poblacién control so6lo el 2,2 % de los marcadores presentaron polimorfismo

originado exclusivamente en diferencias de estado metilacion, lo que corresponde a un 5,2 %
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del total de marcadores polimdrficos. En las plantas regeneradas, se observo un porcentaje de
marcadores polimorficos significativamente inferior, como cabria esperar al comparar plantas
clénicas, entre el 10,9 % y el 13,6 % y unos valores para los marcadores polimorficos por
metilacion del 3,3 % al 4,2 % pero que se corresponden con frecuencias del 26,6 % al 37,3 %

de los marcadores polimorficos.

Al agrupar las plantas regeneradas de las distintas lineas, aumentd el porcentaje de
marcadores polimdrficos al 30,2 % que sigue siendo significativamente inferior al de la
poblacion control (Test Z; p<0.01), correspondiendo el 23,2 % de ellos a cambios
exclusivamente de metilacion. Estos datos apuntan a que las diferencias a nivel de secuencia
nucleotidica son el principal componente del polimorfismo detectado entre la poblacién
control, con baja incidencia de los patrones de metilacion, mientras que en las plantas
regeneradas y transgénicas los polimorfismos de metilacion representan una fraccion mucho
mas importante en la variacion observada en los patrones metAFLP. No se han encontrado
diferencias significativas entre los valores obtenidos para las lineas de plantas regeneradas y

las regeneradas transgénicas en este aspecto (Test Z; p<0.01).

Los datos de polimorfismo obtenidos cuando se agrupan los marcadores atendiendo a
los contextos de metilacion que detectan los cebadores con los que se han obtenido, los
denominados grupos CCGN y CCWG, se presentan en la tabla 4.4. Cuando se compararon los
valores se observd la existencia de diferencias significativas en cuanto al porcentaje de
marcadores polimorficos detectados por estos dos grupos, presentando mayores niveles de
polimorfismo los marcadores del grupo CCGN, tanto para la poblacion como para las lineas
celulares, lo que se ve reflejado directamente en un mayor porcentaje de los marcadores
monomorficos de tipo 11 (dianas no metiladas) en el grupo CCWG y una mayor frecuencia de
marcadores polimorficos exclusivamente por metilacion en el grupo CCGN. También existe
una menor tasa de marcadores polimorficos en un tnico individuo (“singletones”) en el grupo

CCWG.
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Tabla 4.4. Polimorfismo de los marcadores metAFLP detectados con los grupos de cebadores CCGN

(arriba) y CCWG (abajo) en Arabidopsis thaliana.

Marcadores monomaorficos

Marcadores polimorficos

Marca-
dores . . . S .
Tipo 11 Tipo 01 Tipo 10 Totales Metilacion  Singletones
C(I)Dr?t?bl 578 312 (53,9) 5(0,9) 0(0,0) 261 (45,2) 16 (2,8) 100 (17,3)
(CoL) 279 178 (63,8)** 0 (0,0 0 (0,0 101 (36,2)* 3(1,1) 31 (11,1)*
Linea 416 330 (79,3) 30 (7,2) 0(0,0) 56 (13,5) 22 (5,3) 36 (8,7)
208 RO 201 183 (91,0)** 7(3,5) 0 (0,0 11 (5,5)** 3(1,5)* 5 (2,5)**
Linea 431 344(79,8) 26 (6,0) 2(0,5) 59 (13,7) 23 (5,3) 31(7,2)
211 RO 218 193(88,5)**  4(1,8)* 5(23)* 16 (7,3)* 4 (1,8)* 7(3.2)*
Linea 426 344 (80,8) 13 (3,1) 1(0,2) 68 (16,0) 21(4,9) 26 (6,1)
261 TO 219 194 (88,6)* 5(23) 0(0,0) 20 (9,1)* 5(2,3) 4 (1,8)*
Linea 422 338 (80,1) 23(5,5) 1(0,2) 60 (14,2) 14 (3,3) 32 (7,6)
291 TO 213 190 (89,2)**  4(1,9)* 0 (0,0) 19 (8,9) 6 (2,8) 5 (2,3)**
Lineas 473 297 (62,8) 11 (2,3) 0(0,0) 165 (34,9) 44 (9,3) 36 (7,6)
agrupadas 225 177 (78,7)** 2(0,9) 0(0,0) 46 (20,4)** 9 (4,0)* 3(1,3)**

Diferencias significativas en las proporciones (test-Z): * p < 0,05; ** p < 0,01; porcentajes entre paréntesis.

Empleando el total de marcadores detectados, se obtuvo el indice de identidad IRM para

marcadores de tipo MSAP considerando todas las parejas de plantas analizadas. El indice

oscilé entre 0,673 y 0,969, mostrando un valor medio de 0,807 al comparar las plantas

correspondientes a la poblacién y de 0,950, 0,936, 0,921, y 0,930 dentro de las lineas
celulares 208R0, 211R0, 261TO0 y 291TO0, respectivamente. Las relaciones de identidad entre

el total de las 31 plantas analizadas se presentan graficamente mediante un dendrograma en la

figura 4.3 en la que se aprecia la agrupacion de las plantas regeneradas de acuerdo a su linea

celular de procedencia.
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Figura 4.3. Fenograma obtenido usando el indice de identidad IRM y agrupamiento mediante

UPGMA para Arabidopsis thaliana.
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Para analizar la variacion que se ha detectado entre las plantas regeneradas obtenidas de
una misma linea celular, para cada marcador metAFLP se ha considerado como estado de
partida original el que presentaba el mayor nimero de plantas regeneradas de la misma linea.
En el caso de la linea 208R0, representada por seis plantas, cuando se obtuvo un empate entre
dos cddigos para un marcador se tomo el tipo 11 (desmetilado) como estado inicial dado que
es el més frecuente y que, ademas, no se presentaron igualdades en las que no participara el
tipo 11.

En la tabla 4.5 se puede observar que la frecuencia de marcadores polimérficos
epigenéticos detectados en las plantas regeneradas para cada linea celular, mostré una
variacion que va desde 0,5 % al 4,3 % con unos valores medios del 1,5 %, 1,8 %, 1,9 % y
1,8 % en las lineas 208R0, 211R0, 261T0 y 291TO0, respectivamente, y una valor medio total
del 1,7 %. Por su parte las variaciones observadas en una sola planta (“singletones™) para cada
linea celular mostraron valores que oscilan de cero al 74,1 % en los marcadores polimérficos
detectados, con unos valores medios del 26,7 %, 26,5 %, 20,5 % y 13,6 % en las lineas
208R0, 211R0, 261T0 y 291T0, respectivamente, y una media total del 22,1 %. Por lo tanto
en todas las lineas celulares, las plantas regeneradas comparten gran parte de las variaciones

que se han detectado.

Considerando los datos de las cuatro lineas celulares, se han encontrado todos los
posibles tipos de variacion posibles (Tabla 4.5), siendo el mas frecuente en todas ellas el
denominado 01(11) que implica un estado de metilacion que impide el corte por Acc65l
mientras que la mayoria de las plantas de la misma linea celular muestran un estado no
metilado, lo que se atribuye a un proceso de metilacion en la diana. Sin embargo, a nivel
individual se ha observado en siete de las 21 plantas, distribuidas en las cuatro lineas
celulares, un mayor o igual namero de cambios denominados 11(01) que implican un estado
no metilado mientras que la mayoria de las plantas de la misma linea presentan un estado de
metilacion que impide el corte por Acc65l, es decir un proceso de perdida de metilacion en la
diana. Los cambios de tipo 10(11) son los terceros en frecuencia, siendo los méas abundantes
en dos plantas, en los que la ausencia del marcador en la digestién con Kpnl puede atribuirse a
un proceso de metilacion de la citosina interna (siempre que dicha metilacion no afecte a
Acc65l, lo que se desconoce) pero también a que aparezcan situaciones en las que existan dos
puntos de corte en el rango de tamafios analizados y que se encuentren en distinto estado de

metilacion en la citosina externa (Figura 4.4).

95



Resultados

Tabla 4.5. Ndmero y tipo de marcadores polimorficos epigenéticos obtenidos en las plantas
regeneradas de cada linea celular en Arabidopsis thaliana.

TN Mo = i o,

celular otales 1AL 10(11) 11(01) 11(10) 10(01) 01(10)

208R0  At0.1 596 3 1 2 0 1 0 7(12)  2(286)
At0.2 597 4 0 4 0 0 0 8(13)  2(250)
At0.3 593 2 3 3 0 0 0 8(13) 5(625)
At0.4 591 5 0 0 1 0 0 6(10)  0(0,0)
At0.5 586 11 0 0 0 0 0 11(1,9) 4(364)
At0.6 589 12 0 0 1 0 0 13(22) 1(7.7)

211R0 Atll 625 1 4 1 0 2 1 9(14)  0(0,0)
Atl2 630 1 1 4 0 0 0 6(10) 1(16,1)
Atl3 633 2 4 3 1 1 0 11(1,7) 1(9,1)
Atl4 621 1 1 1 0 0 0 3(05)  1(333)
Atl5 630 20 4 0 1 0 2 27 (43) 20 (74,1)

261T0 At6.1 612 15 1 2 1 0 0 19(31) 7(36,8)
At6.2 615 5 1 3 0 0 0 9(15) 2(222)
At6.3 619 1 0 6 0 0 0 7(11)  1(143)
At6.4 605 7 4 3 0 0 0 14(23)  1(7,1)
A65 615 5 0 4 0 0 0 9(15)  2(222)

291T0 At9.1 608 1 2 10 0 1 0 14(23) 5(35,7)
A9.2 611 1 4 4 0 1 0 10(1,6) 1(10,0)
A9.3 591 2 0 1 2 0 0 5(08  0(0,0)
A9.4 600 7 0 1 0 0 0 8(13)  0(0,0)
A9.5 604 13 3 0 1 0 1 18(30) 4(22,2)

2Codigo presente en cada planta y codigo presente méas frecuente (entre paréntesis) para cada linea celular.
b\ariaciones observadas Ginicamente en la planta correspondiente; el porcentaje respecto a los marcadores
polimorficos en dicha planta aparece entre paréntesis.

DNA Msel Met+ Met-
————— % ——— -
Acc65 | Kpn |

@ @

Codigo

» 10
» 01
» 01

Figura 4.4. Origen de los marcadores metAFLP de tipo 10 por presencia de dos dianas para
Acc651/Kpnl con distinto estado de metilacion (Met+ y Met-) en su citosina 3’ terminal (Machczynska
y col., 2014b).

96



Resultados

Por lo tanto, analizando Unicamente aquellos tipos de cambios que pueden atribuirse
exclusivamente a modificaciones en el estado de metilacion del motivo 5-GGTACC-3’, se
han observado procesos tanto de metilacion como de pérdida de metilacion en las plantas
regeneradas y en las transgénicas, siendo a nivel global més abundantes los procesos de
metilacion, principalmente como consecuencia de su acumulacion en una o dos plantas en

cada una de las lineas celulares.

También se ha empleado el método ampliado de Machczynska y col. (2014b) basado en
el descrito por Bednarek y col. (2007) de analisis de marcadores metAFLP para describir las
caracteristicas cualitativas y cuantitativas de la variacion inducida por el cultivo de tejidos.
Esta metodologia consiste en el analisis conjunto de la planta donadora y las plantas
regeneradas obtenidas a partir de ella y en la interpretacion estricta de que la actividad de la
endonucleasa Kpnl no se ve afectada en modo alguno por ningun estado de metilacion en las
dos citosinas presentes en su secuencia diana mientras que la actividad de la endonucleasa

Acc65l esta siempre bloqueada por la presencia de citosinas metiladas.

Se han obtenido, para todos los marcadores y plantas regeneradas analizadas, los
codigos binarios de cuatro digitos propuestos por Bednarek y col. (2007) reemplazando el
cddigo que corresponderia a la planta donadora por el cddigo presente con mayor frecuencia
en la linea celular correspondiente, tal y como se indicé anteriormente. En la tabla 4.6 se
presentan las frecuencias absolutas correspondientes a los distintos cddigos de cuatro digitos
gue mostraron cada una de las plantas regeneradas de las distintas lineas celulares. El cddigo
binario indica, en este orden, la presencia o ausencia del fragmento en el estado original y en
la planta regenerada con Acc65I seguido de la presencia o ausencia del fragmento en el estado

original y en la planta regenerada con Kpnl.

A partir de los datos de la tabla 4.6 y aplicando las férmulas y coeficientes de
correccion propuestos por Machczynska y col. (2014b) se han calculado distintos parametros
que describen las caracteristicas de la variacion presente en las plantas regeneradas en cada
linea celular, distinguiendo entre la variacion correspondiente a cambios en la secuencia de
nucleotidos y a procesos tanto de pérdida como de ganancia de metilacion, asi como una

estimacion del estado de metilacion a nivel global del genoma (Tabla 4.7).
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Tabla 4.6. Frecuencias absolutas de patrones metAFLP conservados y variables entre las plantas regeneradas obtenidas en cada linea celular de
Arabidopsis thaliana, segun los cédigos binarios de cuatro digitos propuestos por Bednarek y col. (2007).

Cadigos de patrones metAFLP
Planta Conservados Correspondientes a variacion
1111 0011 1100 0001 0111 0101 0100 1011 1010 1001 1000 1110 1101 0010 0110

Linea
celular

208R0O At0.1 537 42 1 5 2 1 2 3 0 0 1 1 0 0 1
At0.2 537 41 1 2 4 4 4 4 0 0 1 0 0 0 0
At0.3 533 41 1 5 3 2 3 2 3 0 1 3 0 1 0
At0.4 536 45 1 2 0 0 1 5 0 0 0 0 1 0 0
At0.5 524 45 2 4 0 0 0 11 6 0 0 0 0 0 0
At0.6 528 44 1 1 0 1 1 12 1 0 0 0 1 1 0
211R0 Atl.l 563 34 12 3 1 2 2 1 1 1 5 4 0 3 2
Atl.2 566 33 18 0 4 0 7 1 1 0 0 1 0 3 0
Atl.3 563 33 17 0 3 1 8 2 0 0 0 4 1 3 1
Atl.4 564 38 10 5 1 0 1 1 3 0 8 1 0 1 0
Atl.5 542 40 14 3 0 2 2 20 3 2 1 4 1 0 0
261T0 At6.1 550 30 1 4 2 7 1 15 6 0 2 1 1 1 0
At6.2 562 29 2 2 3 1 10 5 4 0 2 1 0 1 0
At6.3 568 27 4 0 6 4 1 3 0 0 0 0 0 0
At6.4 553 26 4 0 3 3 7 8 0 0 4 0 4 0
At6.5 563 26 3 4 4 5 5 4 0 1 0 0 3 0
291T0 At9.1 545 31 5 3 10 4 1 2 0 0 2 0 0 1
At9.2 543 34 5 1 4 3 15 1 2 0 0 4 0 3 1
At9.3 542 38 3 3 1 0 0 2 6 0 0 0 2 3 0
At9.4 540 41 2 5 1 3 7 3 0 3 0 0 0 0
At9.5 534 41 2 5 0 3 1 13 0 1 1 3 1 1 0
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Tabla 4.7. Porcentaje medio de cambios inducidos durante el cultivo in vitro y estado de metilacion
en las plantas regeneradas en cada una de las lineas celulares de Arabidopsis thaliana.

Caracteristicas metAFLP 2'62“20 2'1'{‘?0 zlélln ?I'ao 2L9|1n ?I'ao Promedio
Variacion de secuencia 1,24+ 0,58 1,68+ 0,60 2,19+ 0,81 2,03+£0,20 1,79+ 0,37
Desmetilacion 0,27+0,27 0,36+ 0,24 0,56+ 0,21 0,56+ 0,64 0,4440,13
Metilacion de novo 1,00+ 0,63 0,84+ 1,23 1,02+ 0,72 0,78+ 0,79 0,91+0,10
Variacion compleja 0,38+ 0,29 1,02+ 0,31 1,08+ 0,49 0,84+ 0,81 0,83+0,28

Variacion de secuencia 143+0,70  2.28+0,63  2,82+0,63  254+064  2,27+052
corregida

Desmetilacion corregida 0,31+ 0,36 0,49+ 0,38 0,71+ 0,40 0,70+ 0,84 0,55+0,17

Metilacion de novo 1154061 114+129  131+073  098+084 1144012
corregida

Variacion total inducida

- " 2,88£0,71  391+1,18 4,85+ 0,87 4,22+ 0,98 3,97+0,71
por cultivo de tejidos

Sitios afectados por

. L 1,46+ 0,44 1,63+ 1,05 2,03+ 0,42 1,68+ 0,69 1,70+0,21
cambio en metilacién

Sitios no afectados por el

- it 97,12+ 0,71 96,09+ 1,18 95,15+0,87 95,78+0,98  96,03+0,71
cultivo de tejidos

Metilacion heredada 7,14+ 0,31 7,49+ 0,39 4,69+ 0,13 6,32+0,43 6,41+1,08

Estado no metilado 8631+ 077 8637+140 86,76+104 8518+061  86,1640,59

heredado
Genoma metilado 8,59+ 0,94 8,77+ 1,62 6,14+0,83 7,65+1,22 7,78+1,04
Genoma no metilado 91,41+0,94 91,23+1,63 93,86+0,83 92,35+1,22 92,22+1,04

(£ corresponde a la desviacion tipica)

Las cuatro primeras caracteristicas de la tabla 4.7 (variacion de secuencia,
desmetilacion, metilacion de novo y variacion compleja) corresponden a la interpretacion
inicial de Bednarek y col. (2007), mientras que los valores que se indican como corregidos
son los obtenidos después de aplicar el método extendido de Machczynska y col. (2014b) que
permite asignar especificamente a una de las otras tres categorias (variacion de secuencia,
desmetilacién y metilacion de novo) cada uno de los procesos englobados inicialmente dentro

de la categoria denominada “variacién compleja”. Como consecuencia, los valores corregidos
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de estos tres pardmetros son superiores a los calculados sin aplicar los coeficientes
correspondientes.

Para todas las caracteristicas cuantitativas descritas en la tabla 4.7 se han obtenido unos
valores muy proximos en las distintas lineas celulares, no existiendo diferencias significativas
entre ellos (test-Z; p <0.01), de tal forma que el porcentaje medio de motivos 5"-GGTACC-3’
afectados por el cultivo de tejidos en las plantas analizadas de Arabidopsis fue del 3,97 %,
correspondiendo un 2,27 % a cambios en su secuencia nucleotidica y un valor inferior, del
1,70 %, a modificaciones en el estado de metilacion. Este valor medio global del 1,7 %
coincide exactamente con el calculado anteriormente empleando Unicamente los datos de los
seis tipos de variacién originados exclusivamente por cambios de metilacion que figuran en la
tabla 4.5. También los valores obtenidos para cada linea celular (1,46 %, 1,63 %, 2,03 % vy
1,68 % en las lineas 208R0, 211R0, 261T0 y 291TO0, respectivamente) son muy préximos a
los calculados a partir de los datos de la tabla 4.5 (1,48 %, 1,78 %, 1,90 % y 1,80 % en las
lineas 208R0, 211R0, 261T0 y 291T0, respectivamente).

En todas las lineas celulares se observa un porcentaje mas elevado de procesos de
metilacién de novo frente a los procesos de desmetilacion, con unos valores medios del
1,14 % y del 0,55 %. El porcentaje medio de sitios de restriccion metilados que mantuvieron
su estado fue del 6,41 % mientras que el de sitios que mantuvieron su estado no metilado fue
del 86,16 %. La cuantificacion del porcentaje de sitios metilados presentes en las plantas
regeneradas, empleando esta metodologia, implica que su genoma presentaria una tasa de
metilacion del 7,78 %. Este valor es muy préximo al valor de 7,50 % calculado anteriormente
a partir de la frecuencia de los marcadores de distinto tipo obtenidos unicamente con Kpnl en
cada planta, siendo ambos valores muy superiores al calculado para las plantas de la

poblacién control, del 3,2 %.

4. 2 Deteccion de marcadores moleculares metAFLP en Oryza sativa L. spp. japonica

variedad Nipponbare

Mediante el empleo de los isoesquizomeros Acc651 y Kpnl, que reconocen la secuencia
diana palindromica 5 -GGTACC-3’ pero presentan un comportamiento diferente seglin el
estado de metilacion de las citosinas en cada una de las dos cadenas del ADN, se han obtenido
marcadores metAFLP para un total de 28 plantas de arroz (Oryza sativa spp. Japonica)

variedad Nipponbare. Las plantas analizadas correspondian a siete individuos de la poblacion
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control, once plantas regeneradas a partir de dos lineas celulares independientes (seis plantas
de la linea R1 y cinco plantas de la linea R3) y diez plantas transgénicas obtenidas a partir de
otras dos lineas celulares independientes (cinco plantas de la linea T2 y cinco plantas de la
linea T4).

Se obtuvieron doce electroferogramas para cada una de estas 28 plantas,
correspondientes a seis combinaciones de cebadores selectivos empleados tanto para la
digestion con Acc651 como para la digestion con Kpnl. Usando el mismo procedimiento
descrito anteriormente para A. thaliana, el andlisis de los correspondientes 336
electroferogramas permitio identificar un total de 745 marcadores metAFLP (Tabla 4.8). El
nimero de marcadores detectado implicé la realizacién de una matriz global de presencia-
ausencia de 41.720 datos, al tener que considerarse la situacion de cada uno de los marcadores

en cada planta y reaccion de digestion.

Tabla 4.8. Marcadores metAFLP detectados con cada combinacion de cebadores selectivos en arroz.

Marcadores P. Linea Linea Linea Linea Lineas
Combinacion totales control R1 R3 T2 T4 agrupadas
n=28 n=7 n=6 n=5 n=5 n=5 n=21
P12 102 93 91 99 91 90 99
p2a 121 116 117 115 120 119 121
P32 121 114 116 115 114 120 121
P42 119 117 117 111 113 115 117
p5b 141 137 139 135 136 134 141
PGP 141 139 135 138 134 137 139
TOTAL 745 716 715 713 708 715 738

2 cebador del grupo CCGN; ® cebador del grupo CCWG

El nimero de marcadores distintos detectados ha sido de 716 para la poblacion control,
que corresponden al 96,1 % del total de marcadores, y de 715 y 713 en las plantas
regeneradas de las lineas celulares R1 y R3, asi como de 708 y 715 en las plantas transgénicas
de las lineas celulares T2 y T4 respectivamente (Tabla 4.8). Por otra parte, si se agrupan todas
las plantas obtenidas en las cuatro lineas celulares, el nimero de marcadores distintos
detectados es de 738 (99,1 % del total). Por lo tanto, el nimero de marcadores distintos

detectados en los materiales de arroz de la variedad Nipponbare utilizados como poblacion
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control resultd ser muy similar al nimero de marcadores detectados en plantas regeneradas

por embriogénesis somatica o por transformacion genética.

El ndmero total de marcadores metAFLP detectado en cada una de las plantas se
presenta graficamente en la figura 4.5 y es proporcional al nimero de sitos 5"-GGTACC-3’
que pueden ser cortados indistintamente por Acc651 y Kpnl. Teniendo en cuenta el codigo
binario de dos digitos (primer digito para Acc65l y segundo digito para Kpnl), la suma de
marcadores de tipo 11 y 01 corresponde a los cortes por Kpnl y la suma de tipos 11 y 10 a los
cortes por Acc65l. En todas las plantas el nimero de fragmentos generados por Kpnl ha sido
superior al de Acc65l, como consecuencia de la presencia de distintos estados de metilacion
de la secuencia diana que afectan sobre todo a la actividad de Acc65l, tal y como se indico

anteriormente.

En la poblacion control, el nimero total de marcadores por planta ha variado entre 665
y 691, que representan del 92,9 % al 96,5 % del total de marcadores detectado en dicha
poblacién, con un valor medio de 683,3. Por su parte, en cada una de las lineas celulares ha
variado entre 647 y 700 (media de 684,2) en la linea R1, entre 653 y 696 (media de 679,2) en
la linea R3, entre 668 y 692 (media de 682,2) en la linea T2 y entre 660 y 704 (media de
688,8) en la linea T4, que representan, los siguientes porcentajes del total de marcadores
detectado en cada una de dichas lineas: del 90,5 % al 97,9 % en R1, del 91,6 % al 97,6 % en
R3, del 94,4 % al 97,7 % en T2 y del 92,3 % al 98,5 % en T4. Considerando a las 21 plantas
regeneradas como un Gnico grupo, el nimero medio de marcadores por planta fue de 683,6,
observandose que la distribucion de la variacion en la poblacién control es muy similar a la
observada en el grupo de regeneradas agrupadas. El valor medio de marcadores totales por
planta no presentd diferencias significativas entre la poblacion control y los agrupamientos de
plantas regeneradas (R1+R3), regeneradas transgénicas (T2+T4) y total de regeneradas
agrupadas. Tampoco se observaron diferencias significativas en la poblacion control respecto

al valor medio en cada una de las cuatro lineas celulares.
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Figura 4.5. Numero de marcadores metAFLP detectados, totales y de cada tipo, en cada planta y
grupo analizado en arroz; las lineas rojas indican el valor medio y las azules la desviacion tipica.
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Cuando se consideran Unicamente los marcadores generados por la endonucleasa Kpnl
(tipo 11 + tipo 01) a la que no le afecta la metilacion en la citosina en posicion 3’°, se observa
que los valores medios no son significativamente diferentes en la poblacion control respecto a
cualquiera de los agrupamientos de las plantas regeneradas ni en los valores medios obtenidos
en cada linea celular (Figura 4.5). Cuando se analizan los marcadores generados por la
endonucleasa Acc65l (tipo 11 + tipo 10) tampoco existen diferencias significativas entre los

grupos analizados respecto al niumero total de marcadores por planta.

Al comparar independientemente cada uno de los tres tipos de marcadores se comprobo
que los del tipo 11 son los de mayor presencia en todas las plantas, seguidos por los de tipo 01
y finalmente por los de tipo 10. El nimero medio de marcadores tipo 11 fue ligeramente
superior en la poblacion y el de tipo 01 ligeramente inferior, respecto a los valores obtenidos
en cualquiera de las lineas celulares o sus agrupamientos para cada uno de estos tipos de
marcadores, pero estas diferencias no fueron estadisticamente significativas. Para estos dos
tipos de marcadores, 11 y 01, tampoco se observaron diferencias significativas respecto a su
numero medio de marcadores por planta, entre los agrupamientos de las plantas regeneradas y
las regeneradas transgénicas. Los valores medios de marcadores de tipo 10, los de menor
abundancia, no presentaron diferencias significativas entre los obtenidos para la poblacién
control y los correspondientes a los agrupamientos de plantas regeneradas o a las lineas
celulares. Tampoco se observaron diferencias significativas entre los agrupamientos de las
plantas regeneradas y las regeneradas transgénicas para el valor medio de marcadores de tipo
10.

Cuando se analizaron de forma separada los marcadores obtenidos en cada una de las
plantas con cada uno de los grupos de cebadores (grupo CCGN: P1, P2, P3 y P4; grupo
CCWG: P5 y P6), se obtuvieron resultados similares a los descritos antes para el global de
marcadores, no observandose diferencias significativas entre ninguno de los grupos de plantas

comparados y grupo de cebadores analizado (Figura 4.6).
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Cuando se compara la proporcion media con la que aparecen los distintos tipos de
marcadores (Tabla 4.9) si que se observan diferencias significativas (Test Z; p<0.05) en la
frecuencia relativa de los codigos 11 y 01 entre las plantas de la poblacion control y las
plantas regeneradas de cada una de las lineas celulares o su agrupamiento. Respecto a los
marcadores tipo 11, correspondientes a secuencias diana no metiladas, fueron
significativamente méas frecuentes en la poblacion control, mientras que los de tipo 01, que
son proporcionales al numero de sitos que presentan metilacion, fueron significativamente
méas abundantes entre los marcadores detectados en las plantas regeneradas. Para los
marcadores de tipo 10 no se observaron diferencias significativas al comparar la poblacion

con las lineas regeneradas o su agrupamiento.

Tabla 4.9. Porcentaje medio de los distintos tipos de marcadores detectados en cada grupo de plantas
de arroz.

Pobl. Linea Linea Linea Linea Lineas
control R1 R3 T2 T4 agrupadas

codigo 11 861+24 816+24 80, 7+36 823+15 81,2+31 815+28
codigo 10 44+172 59+22 42+172 46+1,3 53+24 51+20

codigo 01 95+29 125+3,3 151+44 13,1+1,6 134+3,3 135+34
(% corresponde a la desviacion tipica)

Si para el célculo se tienen en cuenta Unicamente a los marcadores obtenidos con Kpnl
en cada planta (11+01), y de esta forma evitar los problemas que implica la interpretacion de
los patrones de Acc65l, en las plantas de la poblacion los cddigos 01 han oscilado entre el 5,7
% al 14,9 %, con un valor medio del 9,9 %, mientras que en las plantas regeneradas de las
lineas celulares los valores han sido entre el 10,0 % y el 19,7 % con valor medio de 13,3 %
para la linea R1, entre el 10,5 % y el 23,0 % con un valor medio de 15,7 % para la linea R3,
entre el 11,7 % y el 15,3 % con un valor medio de 13,7 % para la linea T2 y entre el 10,5 % y
el 19,0 % con un valor medio de 14,2 % para la linea T4. Considerando todas las plantas
regeneradas en conjunto, el valor medio de metilacion de la citosina terminal, en éstas plantas,
seria del 14,2 % de los motivos 5"-GGTACC-3".

106



Resultados

4.2.1 Polimorfismo de marcadores moleculares metAFLP en arroz Oryza sativa L. spp.

japonica variedad Nipponbare

Cada uno de los distintos marcadores metAFLP se clasific6 como monomorfico o
polimorfico atendiendo a la presencia de uno o de varios codigos 11, 01, 10 y 00,
respectivamente, dentro del grupo de plantas a considerar. Al comparar las 28 plantas
analizadas, se han mostrado como monomorficos el 48,6 % de los 745 marcadores totales
detectados. Por su parte, se han mostrado como monomorficos el 74,4 % (533) de los
marcadores en la poblacion control, mientras que en las lineas de plantas regeneradas lo han
sido el 65,6 % (469) para R1y el 71,8 % (512) para R3 y en las lineas de plantas regeneradas
transgénicas los valores fueron del 76,1 % (538) para T2 y del 75,9 % (542) para T4. Por lo
tanto, no se han observado diferencias significativas en cuanto al polimorfismo observado al
comparar la poblacion control con las lineas celulares, excepto con la linea R1 (Test Z;
p<0.01) que ademas ha presentado el mayor porcentaje de polimorfismo de todos los grupos
analizados (Tabla 4.10). Al agrupar las plantas regeneradas de las distintas lineas, aumenta el
porcentaje de marcadores polimorficos al 47,8 % siendo significativamente superior al de la
poblacion control (Test Z; p<0.01).

Tabla 4.10. Polimorfismo de marcadores metAFLP en cada grupo de plantas de arroz.

Marcadores monomorficos Marcadores polimdrficos
Marcadores . . .
Tipo 1l Tipo0l Tipo 10 Totales Metilacién Singletones

716 501 26 6 183 63 87

P. control (70,0 (3,6) (0,8) (25,6) (8,8) (12,2)
Linea 715 430 35 4 246 62 124
Linea 713 457 47 8 201 86 102
Linea 708 482 45 11 170 67 88
Linea 715 481 49 12 173 56 65
Lineas 738 360 23 2 353 91 103

agrupadas (48,8) 3,1 (0,3) (47,8) (12,3) (14,0)

(Porcentajes entre paréntesis)
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Un gran numero de marcadores polimérficos han correspondido a diferencias presentes
en una unica planta del grupo analizado (“singletones”). Asi, en la poblacion control el 47,5
% corresponde a este tipo de marcador y en las lineas celulares, los valores van desde el 37,6
% al 51,8 %. Por su parte, cuando se agrupan las plantas regeneradas de todas las lineas, los
“singletones” representan el 29,2 % de los marcadores polimoérficos lo que indica la presencia

de marcadores polimorficos comunes en procesos independientes de regeneracion.

Se ha diferenciado entre los marcadores cuyo polimorfismo se debe exclusivamente a
diferencias en el estado de metilacion de la secuencia 5"-GGTACC-3’ del resto de marcadores
polimorficos en los que también han podido ocurrir cambios a nivel de secuencia nucleotidica
entre los individuos comparados, dado que los marcadores que se hayan mostrado Unicamente
como 11 6 01 en todos los individuos comparados, deberan su polimorfismo exclusivamente a
la diferencia en el estado de metilacion. En la tabla 4.10 se puede observar que en la
poblacién control el porcentaje de marcadores polimorficos que presentaron polimorfismo
originado exclusivamente en diferencias de estado metilacion fue del 8,8 % lo que
corresponde a un 34,4 % del total de marcadores polimorficos. En las plantas regeneradas, no
se observaron valores significativamente distintos para los marcadores polimoérficos por
metilacidn y que correspondieron al 25,2 %, 42,8 %, 39,4 % y 32,4 % del total de marcadores

polimorficos detectados en las lineas R1, R3, T2 y T4, respectivamente.

Tabla 4.11. Resumen de los marcadores metAFLP detectados con los grupos de cebadores CCGN
(arriba) y CCWG (abajo) en arroz.

Marca- Marcadores monomorficos Marcadores polimorficos
dores Tipo 11 Tipo 01 Tipo 10 Totales Metilacion  Singletone
Pob. 440 304 (69,1) 23 (5,2) 3(0,7) 110 (25,0) 35(8,0) 40 (9,1)
control 276 197 (71,4) 3(L,1)** 3(11) 73 (26,4) 28(10,1) 47(17,0)**
Linea 441 242(54,9) 33(7,5) 4(0,9) 162 (36,7) 29 (6,6) 73 (16,6)
R1 274 188 (68,6)**  2(0,7)** 0(0,0) 84 (30,7) 33(12,0)*  51(18,6)
Linea 440 258(58,6) 38 (8,6) 5(11) 139 (31,6) 60 (13,6) 60 (13,6)
R3 273 199 (72,9)*  9(3,3)** 3(11) 62 (22,7)* 27(9,9) 42 (15,4)
Linea 438 293 (66,9) 37 (8,4) 7(1,6) 101(23,1) 29(6,6) 38(8,7)
T2 270 189 (70,0) 8 (3,0)** 4 (1,5) 69 (25,6) 40 (14,8)** 50 (18,5)**
Linea 444 275 (61,9) 39 (8,8) 5(11) 125 (28,2) 29 (6,5) 41(9,2)
T4 271 206 (76,00** 10 (3,7)**  7(2,6) 48 (17,7)** 30 (11,1)* 24 (8,9)
Li
agerJ%ZSd 458 210 (45,9) 21(46)  2(04) 225 (49,1) 28(61)  69(15,1)
280 150 (53.6)* 2 (0,7)** 0(0,0) 128 (45,7) 46 (16,4)** 34 (12,1)

as

Diferencias significativas en las proporciones (test-Z): * p < 0,05; ** p < 0,01; porcentajes entre paréntesis.
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En la tabla 4.11 se presentan los datos de polimorfismo distribuidos en los grupos de
cebadores CCGN y CCWG, que detectan distintos contextos de metilacién. Cuando se
compararon los valores en la poblacion control no se encontraron diferencias significativas en
cuanto al porcentaje de marcadores polimérficos detectados en estos dos grupos, ni tampoco
en las lineas celulares R1 y T2. Sin embargo en las lineas celulares R3 y T4 se encontraron
diferencias significativas observandose mayor polimorfismo en el grupo CCGN.

Empleando el total de marcadores detectados, se obtuvo el indice de identidad para
marcadores de tipo MSAP (IRM) considerando todas las parejas de plantas analizadas, el cual
oscilé entre 0,722 y 0,931 con un valor medio de 0,838 comparando parejas de plantas de la
poblacion y de 0,826, 0,843, 0,869, y 0,856 dentro de las lineas celulares R1, R3, T2 y T4,
respectivamente. Las relaciones de identidad entre el total de las 28 plantas analizadas se
presentan graficamente mediante un dendrograma, en la figura 4.7, donde se puede apreciar
que las plantas de la poblacion original quedan agrupadas, pero no asi las plantas obtenidas de

cada una de las lineas celulares.

Para analizar los distintos tipos variacion detectados al comparar las plantas regeneradas
obtenidas de una misma linea celular, se consider6 como estado de partida original de cada
marcador metAFLP a aquel que presentaba el mayor nimero de plantas regeneradas de la
misma linea. En el caso de empate entre dos cddigos para un marcador, se tomd el tipo 11
(desmetilado) como estado inicial dado que es el mas frecuente y que no se presentaron

igualdades en las que no participara el tipo 11.

En la tabla 4.12 se puede observar que la frecuencia de marcadores polimorficos
epigenéticos detectados en las plantas regeneradas para cada linea celular, revel6 una
variacion que va desde 1,9 a 14,8 % con unos valores medios del 8,2 %, 6,5 %, 5,3 % y 6,6 %
en las lineas R1, R3, T2 y T4 respectivamente y un valor medio total del 6,7 %. Por su parte
las variaciones observadas en una sola planta (“singletones”) para cada linea celular
mostraron valores que oscilan de 5,3 a 55,2 % en los marcadores polimorficos detectados con
unos valores medios del 27,1 %, 34,1 %, 34,2 % y 25,4% en las lineas R1, R3, T2 y T4
respectivamente y una media total del 30,1 %. Por lo tanto en todas las lineas celulares, las

plantas comparten una gran proporcion de las variaciones observadas.
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Figura 4.7. Fenograma obtenido usando el indice de identidad IRM y agrupamiento por el método
UPGMA para arroz.

Tabla 4.12. Numero y tipo de marcadores polimorficos epigenéticos obtenidos en las plantas
regeneradas de cada linea celular en arroz.
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Linea  Planta Marcadores Tipo de variacion @ Total (%)  Single-
celular detectados ~ Q1(11) 10(11) 11(01) 11(10) 10(01) 01(10) tone
R1  Osll 700 12 12 20 4 5 0 53 (7,6)  8(15,1)
0s1.2 684 11 22 1 0 1 0 35(51) 4(11,4)
0s1.3 687 53 2 5 1 0 4 65(9,5) 16 (24,6)
0Osl.4 647 28 52 11 4 0 1 96 (14,8) 53 (55,2)
0sl.5 697 6 25 3 2 2 0 38 (5,5) 18(47,4)
Os1.6 690 3 22 15 1 4 0 45 (6,5) 4 (8,9)
R3  0s3.1 689 8 7 7 0 1 0 23(33) 8(34,8)
0s3.2 688 67 0 3 0 3 73 (10,6) 16 (21,9)
0s3.3 670 31 11 3 0 0 45(6,7) 17 (37,8)
0s3.4 653 28 12 1 4 0 0 45(6,9) 21 (46,7)
0s3.5 696 4 8 18 3 0 1 34 (4,9) 10(29,4)
T2  0s2.1 668 26 15 1 2 2 0 46 (6,9) 22 (47,8)
0s2.2 680 13 11 5 0 8 0 37 (54) 11(29,7)
0s2.3 681 8 2 7 1 1 0 19 (2,8) 1(5,3)
0s2.4 692 28 1 11 0 1 0 41(5,9) 21(51,2)
0s2.5 690 18 13 5 1 1 0 38(5,5) 14(36,8)
T4  Os4l 704 10 8 5 1 0 0 24 (34) 9(37,5)
0s4.2 696 59 0 9 2 0 0 70 (10,1)  8(11,4)
0s4.3 660 40 21 4 0 2 1 68 (10,3) 20 (29,4)
Os4.4 685 4 40 0 0 5 1 50 (7,3)  9(18,0)
Os4.5 699 1 2 9 0 1 0 13(1,9) 4(30,8)

2 Codigo presente en cada planta y codigo presente mas frecuente (entre paréntesis) para cada linea celular
b Variaciones observadas (nicamente en la planta correspondiente; el porcentaje respecto a los marcadores

polimdrficos en dicha planta aparece entre paréntesis

Considerando los datos de las cuatro lineas celulares, se han detectado todos los
posibles tipos de variacion (Tabla 4.12), siendo el mas frecuente en tres de las lineas el
denominado 01(11) que implica un estado de metilacion que impide el corte por Acc65l
mientras que la mayoria de las plantas de la misma linea celular muestran un estado no
metilado, lo que se atribuye a un proceso de metilacion en la diana. En 13 de las 21 plantas se
observo un mayor numero de cambios de este tipo. Los cambios 10(11) fueron los segundos
en frecuencia, siendo los mas abundantes en cinco plantas, y en los que la ausencia del
marcador en la digestion con Kpnl puede atribuirse a un proceso de metilacion de la citosina
interna (siempre que dicha metilacion no afecte a Acc65l, lo que se desconoce) pero también a
que aparezcan situaciones en las que existan dos puntos de corte en el rango de tamarios

analizados y que la citosina externa se encuentren en distinto estado de metilacion en la
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citosina externa (Figura 4.4). Los cambios de tipo 11(01) fueron los terceros en frecuencia
total pero siendo los més abundantes y con bastante diferencia en tres plantas distribuidas en
distintas lineas celulares; este tipo implica un estado no metilado mientras que la mayoria de
las plantas de la misma linea presentan un estado de metilacion que impide el corte por

Acc65l, es decir un proceso de pérdida de metilacion en la diana.

Por tanto, a nivel global se ha observado un mayor nimero de procesos de metilacion
respecto a los de pérdida de metilacion, sin embargo es de destacar que el segundo tipo de
cambio maés frecuente no puede ser atribuido con precision, de momento, a ninguno de los dos
procesos dada la falta de informacion sobre la actividad de Acc65l en los posibles estados de
metilacion de la citosina interna del motivo 5-GGTACC-3" y que se han encontrado en

distintas lineas celulares plantas con una mayor frecuencia de pérdidas de metilacion.

Empleando la metodologia descrita por Bednarek y col., (2007) y por Machczynska y
col. (2014b), se han obtenido los cddigos binarios de cuatro digitos necesarios para el analisis
de todos los marcadores y plantas regeneradas, reemplazando el c6digo que corresponderia a
la planta donadora por el cddigo presente con mayor frecuencia en la linea celular
correspondiente, tal y como se indicO anteriormente. En la tabla 4.13 se presentan las
frecuencias absolutas correspondientes a los 16 codigos posibles para cada una de las plantas
regeneradas de las dos lineas celulares, los cuales indican, en este orden, la presencia o
ausencia del fragmento en el estado original y en la planta regenerada con Acc65I seguido de
la presencia o ausencia del fragmento en el estado original y en la planta regenerada con

Kpnl.

A partir de los datos de la tabla 4.13 y aplicando las formulas y coeficientes de
correccion propuestos por Machczynska y col. (2014b) se han calculado distintos parametros
(Tabla 4.14) que describen las caracteristicas de la variacidn presente en las plantas
regeneradas en cada linea celular, distinguiendo entre la variacion correspondiente a cambios
en la secuencia de nucleotidos y a procesos tanto de pérdida como de ganancia de metilacion,

asi como una estimacion del estado de metilacion a nivel global del genoma.
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Tabla 4.13. Frecuencias absolutas de patrones metAFLP conservados y variables entre las plantas regeneradas obtenidas en cada linea celular de arroz,
segun los codigos binarios de cuatro digitos propuestos por Bednarek y col. (2007).

Codigos de patrones metAFLP

CI;II:?; Planta Conservados Correspondientes a variacion
1111 0011 1100 0001 0111 0101 0100 1011 1010 1001 1000 1110 1101 0010 0110
R1J Osl.1 567 53 10 6 20 6 5 12 0 0 2 12 4 1 5
Osl.2 556 73 15 2 0 3 11 2 0 1 22 0 4 1
0s1.3 535 72 10 4 5 0 1 53 1 4 1 2 1 2 0
Osl.4 494 47 7 2 11 1 0 28 17 1 4 52 4 21 0
Osl.5 560 71 14 5 3 1 8 0 0 25 2 3 2
Osl.6 562 60 15 1 15 1 6 0 0 22 1 0 4
R3A 0s3.1 567 69 21 1 1 7 0 1 0 4 1
0s3.2 516 80 13 5 0 1 67 0 3 3 3 1 0
0s3.3 524 72 18 4 0 7 31 17 0 1 11 3 9 0
0s3.4 518 69 17 4 0 0 28 25 0 1 12 4 11 0
0s35 571 63 18 2 18 5 3 4 0 1 0 8 3 0 0
T2 0Os2.1 537 63 18 2 1 1 26 6 0 0 15 2 16 2
0s2.2 555 62 19 1 0 6 13 5 0 1 11 0 7 8
0s2.3 572 68 17 1 7 0 4 8 2 0 2 2 1 6 1
0s2.4 554 68 17 7 11 4 1 28 1 0 3 0 2 1
0Os25 553 73 15 9 5 0 2 18 0 0 4 13 1 3 1
T4 Os4.1 580 72 19 3 5 0 6 10 0 0 0 1 0 0
Os4.2 538 67 15 3 9 0 3 59 1 0 3 2 1 0
0Os4.3 508 62 15 2 4 1 4 40 29 1 4 21 0 9 2
Os4.4 548 66 19 1 0 0 1 4 6 1 0 40 0 6 5
Os45 594 66 19 4 9 0 3 0 1 2 0 1 1
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Tabla 4.14. Porcentaje medio de cambios inducidos durante el cultivo in vitro y estado de metilacion
en las plantas regeneradas en cada una de las lineas celulares de arroz.

. Linea Linea Linea Linea .
Caracteristicas metAFLP R1J R3A T T4 Promedio

Variacién de secuencia 5,65+ 3,65 3,98+239 3,62+ 1,53 4,14+ 3,52 4,35+ 0,77

Desmetilacién 153+1,13 0,74+ 0,95 1,15+ 0,51 0,95+ 0,29  1,09+0,29

Metilacién de novo 2,69+255 3,87+£318 2,55+ 1,04 3,16+ 3,11 3,07+ 0,51

Variacién compleja 0,71+0,28 0,65+0,38 0,66+0,29 0,68+£0,32 0,67+0,02

Variacion de secuencia 6,05+3,69 4,28+241  3,95+150 4,48+3,61 4,69+0,81
corregida

Desmetilacion corregida 1,64+125 0,79+1,04 1,26+ 0,57 1,03£0,35 1,18+0,31

Metilacion de novo 2,88+259 4,16+£3,30 2,78+1,03 3,42+ 3,34 3,31+ 0,55
corregida

Variacién total inducida 10,57+ 4,27 9,24+ 2,89 7,99+ 1,76 8,93+ 4,73 9,18+ 0,92
por cultivo de tejidos

Sitios afectados por 452+244 4,96+ 2,62 4,04+ 1,05 4,45+3,39 4,49+ 0,33
cambio en metilacién

Sitios no afectados porel  89,43+4,27 90,76+2,89 9201+1,76 91,07+4,73 90,82+ 0,92
cultivo de tejidos

Metilacion heredada 10,18+1,67 11,99+0,58 11,53+0,42 11,43+0,61 11,28+0,67

Estado no metilado 76,47+ 3,44 76,19+3,38 7853+155 77,77+4,31 77,24+0,96
heredado

Genoma metilado 14,16+ 2,98 17,09+3,82 15,02+1,16 15,63+297 15,48+10,7

Genoma no metilado 85,84+298 8291+3,82 84,98+1,16 84,37+297 84,52+ 1,07

(£ corresponde al error estandar)

Al igual que en los resultados para Arabidopsis, los valores correspondientes a la
variacion de secuencia, desmetilacion, metilacién de novo y variacion compleja descritas en la
tabla 4.14 corresponden a la interpretacion inicial de Bednarek y col., (2007) y los valores que
se indican como corregidos son los obtenidos después de aplicar el método extendido de
Machczynska y col. (2014b) que permite asignar especificamente a la variacion de secuencia,
desmetilacion y metilacion de novo, cada uno de los procesos englobados inicialmente dentro

de la “variaciéon compleja”.
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Para todas las caracteristicas cuantitativas descritas en la tabla 4.14 se han obtenido
valores muy préximos en las distintas lineas celulares, no existiendo diferencias significativas
entre ellos (test-Z; p <0.01), de tal forma que el porcentaje medio de motivos 5-GGTACC-3’
afectados por el cultivo de tejidos en las plantas analizadas de arroz fue del 9,18 %,
correspondiendo un 4,69 % a cambios en su secuencia nucleotidica y un valor casi idéntico,
del 4,49 %, a modificaciones en el estado de metilacion. Este valor medio global del 4,49 %
es proximo al 6,7 % calculado anteriormente empleando Unicamente los datos de los seis tipos
de variacion originados exclusivamente por cambios de metilacion (Tabla 4.12); también los
valores obtenidos para cada linea celular (4,52 %, 4,96 %, 4,04 % y 4,45 % en las lineas R1J,
R3A, T2y T4, respectivamente) son préximos a los calculados a partir de los datos de la tabla
4.12 (5,1 %, 4,9 %, 5,4 % y 3,0 % en las lineas R1J, R3A, T2y T4, respectivamente).

En todas las lineas celulares se observa un porcentaje mas elevado de procesos de
metilacion de novo frente a los procesos de desmetilacion, con unos valores medios del 3,31
% y del 1,18 %. El porcentaje medio de sitios de restriccion metilados que mantuvieron su
estado fue del 11,28 % mientras que el de sitios que mantuvieron su estado no metilado fue
del 77,24 %. La cuantificacion del porcentaje de sitios metilados presentes en las plantas
regeneradas, empleando esta metodologia, implica que su genoma presentaria una tasa de
metilacion del 15.48 %. Este valor es proximo al valor de 14,2 % calculado anteriormente
empleando la frecuencia de los marcadores de distinto tipo obtenidos Gnicamente con Kpnl en
cada planta y ambos valores muy superiores al calculado para las plantas de la poblacion
control, del 9,9 %.

4.3 Deteccidon de marcadores moleculares metAFLP en Secale cereale L. cv. Ailés

A partir del analisis de un total de 24 plantas de centeno (Secale cereale L. cv. Ailés), se
han obtenido marcadores metAFLP mediante el empleo de los isoesquizémeros Acc65l y
Kpnl, como se menciond anteriormente, dado que estas endonucleasas presentan un
comportamiento diferente segun el estado de metilacion de las citosinas en cada una de las
dos cadenas del ADN de su secuencia diana 5-GGTACC-3’. Las plantas analizadas
correspondian a doce individuos de la poblacion control y doce plantas regeneradas a partir de
dos lineas celulares independientes, seis plantas de la linea K(1A1C) y seis plantas de la linea
M(7A1). No se utilizaron lineas celulares transformadas ya que es una especie recalcitrante a

la transformacion genética.
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Para cada una de estas 24 plantas, se han obtenido doce electroferogramas al usar seis
combinaciones de cebadores selectivos con cada una de las dos reacciones de digestion
realizadas independientemente con Acc651 y Kpnl. El analisis de estos 288 electroferogramas
totales permitio obtener un total de 1191 marcadores metAFLP (Tabla 4.15). El anélisis de
dicho nimero de marcadores implicé la realizacion de una matriz global de presencia-
ausencia de 57.168 datos, al considerar la situacion de cada uno de los marcadores en cada

planta y reaccion de digestion.

Tabla 4.15. Marcadores metAFLP detectados con cada combinacion de cebadores selectivos en
centeno.

Combinacion Marcadores  P. control Linea Linea Lineas
de cebadores totales K (1A1C) M (7Al) agrupadas
n= 24 n=12 n=6 n=6 n=12
P12 186 183 111 105 119
p22 202 195 118 101 158
P32 229 225 130 124 149
P42 219 210 130 123 149
P50 189 186 131 126 138
PGP 166 165 121 120 126
TOTAL 1191 1164 741 699 839

a cebador del grupo CCGN; ® cebador del grupo CCWG

El nimero de marcadores distintos detectados ha sido de 1164 para la poblacién control,
que corresponden al 97,7 % del total de marcadores, mientras que fue claramente inferior y de
741 y 699 en las plantas regeneradas de las lineas celulares K y M, respectivamente (Tabla
4.15); cuando se agrupan las 12 plantas analizadas de las dos lineas celulares, el nimero de
marcadores distintos detectados fue de 839, el 70,4 % del total. Este mayor nimero de
marcadores distintos detectados en la poblacion control puede deberse tanto a la presencia de
un mayor polimorfismo de marcadores metAFLP entre los individuos de la poblacion control
respecto al que presentan las plantas clonicas obtenidas de las lineas celulares como a la
existencia de un mayor nimero de motivos que pueden ser cortados por las endonucleasas

empleadas a nivel individual.
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Siguiendo el mismo método indicado en las especies anteriores, los marcadores
metAFLP detectados fueron clasificados en cada planta analizada con un codigo de dos
digitos de acuerdo a su patron de presencia-ausencia en las dos dobles digestiones. Aquellos
que aparecen en ambas reacciones se les denomind marcadores 11, a los que aparecen
Unicamente en la reaccion con Acc651 se les catalogd como 10 y a los presentes
exclusivamente en la reaccion con Kpnl se les nombr6 como 01. Se asigno el codigo 00 a los
marcadores ausentes en las dos reacciones de alguna de las plantas comparadas, cuando se

realizaron los analisis de variabilidad.

El nimero total de marcadores metAFLP detectado en cada una de las plantas se
representa graficamente en la figura 4.8 y es proporcional al nimero de sitos diana que
pueden ser cortados indistintamente por Acc651 y Kpnl. Teniendo en cuenta el cddigo binario
de dos digitos (primer digito para Acc65l y segundo digito para Kpnl), la suma de marcadores
de tipo 11 y 01 corresponde a los cortes por Kpnl y la suma de tipos 11 y 10 a los cortes por
Acc651. En todas las plantas el namero de fragmentos generados por Kpnl ha sido superior al
de Acc65l, debido a la presencia de distintos estados de metilacion de la secuencia diana que
afectan principalmente, segun los datos disponibles actualmente, a la actividad de Acc65I.

En la poblacién control, el nimero total de marcadores por planta ha oscilado entre 774
y 853, que representan del 66,5 % al 73,3 % del total de marcadores detectado en dicha
poblacién, con un valor medio de 820,6. Por su parte, en cada una de las lineas celulares el
namero fue inferior y ha variado entre 663 y 673 (media de 669,8) en la linea 1A1C y entre
600 y 634 (media de 622,3) en la linea 7A1, que representan, los siguientes porcentajes del
total de marcadores detectado en cada una de dichas lineas: del 89,5 % al 90,8 % en 1A1Cy
del 85,8 % al 90,7 % en 7A1. Considerando a todas las 12 plantas regeneradas como un unico
grupo, el numero medio de marcadores por planta fue de 646,1. Las diferencias de los valores
medios obtenidos para la poblacion control y cada una de las dos lineas celulares o su

agrupamiento fueron muy significativas (t de Student; p<0,0001).

Cuando se consideran tnicamente los marcadores generados por la endonucleasa Kpnl
(tipo 11 + tipo 01), a la que no le afecta la metilacion en la citosina en posicion 3°, también se
observa (Figura 4.8) un valor medio significativamente mas elevado en la poblacién control
respecto al agrupamiento de las plantas regeneradas y a los valores medios obtenidos en cada
linea celular (t de Student; p<0,0001). Por lo tanto, las plantas regeneradas presentan un

menor nimero de secuencias diana 5'-GGTACC-3’ que puedan ser cortadas por Kpnl que las
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plantas de la poblacion de la que proceden. Este menor numero puede atribuirse tanto a
pérdidas de secuencia diana por cambios nucleotidicos como a una mayor presencia de

citosinas internas metiladas en la secuencia diana.

Cuando se analizan los marcadores generados por la endonucleasa Acc65l (tipo 11 +
tipo 10), también se observa un valor medio significativamente mas elevado en la poblacion
control respecto al agrupamientos de las plantas regeneradas y a los valores medios obtenidos
en cada linea celular (t de Student; p<0,0001).

Al comparar independientemente cada uno de los tres tipos de marcadores se observd
que los tipo 11 son los de mayor presencia en todas las plantas, seguidos por los de tipo 01 y
finalmente por los de tipo 10 (Figura 4.8). Respecto al nUmero medio de marcadores de tipo
11, que corresponden a secuencias diana no metiladas, la poblacion control no mostro
diferencias significativas con el agrupamiento de las lineas ni con la linea 1A1C, aunque si
con la linea 7A1 dado que esta ultima linea también present6 valores significativamente mas
bajos que 1A1C (t de Student; p<0,0001).

En cuanto al numero medio de marcadores de tipo 01, que se corresponden con
secuencias diana metiladas en la citosina externa, estos fueron significativamente superiores
en la poblacion control respecto a los valores obtenidos en las lineas celulares regeneradas y
su agrupamiento (t de Student; p<0,0001), no observandose diferencias significativas respecto
al nimero medio por planta de este tipo de marcadores entre las dos lineas celulares

regeneradas.

Por ultimo, los valores medios de marcadores tipo 10, los de menor abundancia y que
no pueden atribuirse a un estado especifico de metilacion, fueron significativamente
superiores en la poblacion control respecto a cada una de las lineas celulares asi como
también con su agrupamiento (t de Student; p<0,0001), sin embargo no se observaron

diferencias significativas entre la linea celular 1A1C y la linea celular 7AL.
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Figura 4.8. Numero de marcadores metAFLP detectados, totales y de cada tipo, en cada planta y
grupo analizado en centeno; las lineas rojas indican el valor medio y las azules la desviacién tipica.
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Como ya se mencion6 anteriormente, los marcadores metAFLP pueden separarse en dos
grupos teniendo en cuenta el contexto de metilacion que pueden detectar cada uno de los
cebadores selectivos. Asi, el grupo CCGN esta formado por los cebadores P1, P2, P3 'y P4 que
permiten detectar cambios en los patrones por metilacion de la citosina externa en el contexto
CG y metilacién de la citosina interna en el contexto CHG y el grupo CCWG incluye a los
cebadores P5 y P6 que permiten detectar la metilacion de la citosina externa en el contexto

CHG y la metilacién de la citosina interna en el contexto CHH.

Cuando se analizaron de forma separada los marcadores obtenidos con cada uno de los
grupos de cebadores en cada una de las plantas (Figura 4.9), se observaron resultados
similares a los descritos antes para el global de marcadores en cada uno de los grupos de
cebadores. Asi, fueron significativamente mayores los valores obtenidos en la poblacion
respecto a los valores obtenidos en las lineas y los agrupamiento de las plantas regeneradas,
tanto para el nimero de marcadores total, marcadores de los tipos 11+01 y de tipo 10, con los
dos grupos de cebadores (t de Student; p<0,0001).

Por su parte, el namero de marcadores 01 también fue significativamente mayor en la
poblacién que en el agrupamiento de plantas regeneradas para los grupos CCNG y CCWG (t
de Student; p<0,0001). Por otra parte, no se observaron diferencias significativas entre la
poblacion control y la linea celular 1A1C respecto al nimero medio de marcadores del tipo 11
en los dos contextos de metilacion CCNG y CCWG, tampoco entre la poblacién control y la
linea celular 7Al en el contexto CCWG. Cuando se hizo la comparacion entre las lineas
celulares regeneradas se observaron diferencias significativas (t de Student; p<0,0001) para
los marcadores de tipo 11 en ambos contextos de metilacion, pero no en los marcadores de
tipo 10 y de tipo 01, tanto para el contexto CCNG como para el contexto CCWG. Por lo tanto,
los marcadores obtenidos con los dos grupos de cebadores revelaron un mayor nimero total,
de marcadores correspondientes a sitios cortados por Kpnl y de tipo 01 (correspondientes a

sitios metilados) en las plantas de la poblacion que en las plantas regeneradas.
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Figura 4.9. Numero de marcadores metAFLP, totales y de distintos tipos, detectados en cada planta y
grupo analizado en centeno con los grupos de cebadores CCGN y CCWG; las lineas rojas indican el
valor medio y las azules la desviacion tipica.
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Cuando se compara la proporcion media con la que aparecen los distintos tipos de
marcadores (Tabla 4.16) se observaron diferencias significativas en la frecuencia relativa de
los codigos 11, 10 y 01, entre las plantas de la poblacion control y las plantas de las lineas
celulares regeneradas o su agrupamiento (Test Z; p<0.01). Los marcadores tipo 11, que
corresponden a secuencias diana no metiladas, fueron significativamente mas frecuentes entre
los marcadores detectados en las plantas regeneradas, mientras que los de tipo 01, que son
proporcionales al numero de sitos que presentan metilacion, fueron significativamente mas
abundantes en la poblacion control. Para los de tipo 10 no se observaron diferencias
significativas al comparar la poblacion con las lineas agrupadas o la linea 7A1, pero si con la
linea 1A1C (Test Z; p<0.01).

Tabla 4.16. Porcentaje medio de los distintos tipos de marcadores detectados en cada grupo de plantas
de centeno.

Pobl. control Linea Linea Lineas
K(1A1C) M (7Al) agrupadas
cadigo 11 59,9+ 3,6 765+1,1 706+14 73,5+ 3,2
cédigo 10 141+15 79+0,8 114+29 9,7+2,7
codigo 01 26,0+2,8 18,0+£0,7 18,0+ 2,7 16,8+ 2,3

(£ corresponde a la desviacion tipica)

Si para el célculo se tienen en cuenta Unicamente a los marcadores obtenidos con Kpnl
en cada planta (11+01), evitando los problemas de interpretacion de los patrones generados
por Acc65l, en las plantas de la poblacién los codigos 01 han oscilado entre el 24,0 % al 35,6
%, con un valor medio del 30,3 %, mientras que en las plantas regeneradas de las lineas
celulares los valores han sido entre el 17,3 % y el 20,2 % con valor medio de 18,5 % para la
linea 1A1C y entre el 14,7 % y el 22,8 % con un valor medio de 20,3 % para la linea 7AL.
Considerando las plantas regeneradas en conjunto, el valor medio de metilacion de la citosina
terminal seria del 18,6 % de los motivos 5"-GGTACC-3".

4.3.1 Polimorfismo de marcadores moleculares metAFLP en Secale cereale L. cv. Ailés

Atendiendo a la presencia de los codigos 11, 01, 10 y 00 en el grupo de plantas a
considerar, cada uno de los distintos marcadores metAFLP detectados fue clasificado como

monomorfico o polimorfico. Comparando las 24 plantas analizadas, se han mostrado como
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monomorficos el 13,0 % de los 1191 marcadores totales detectados. Atendiendo a cada uno
de los grupos, se han mostrado como monomérficos el 19,1 % (223) de los marcadores en la
poblacién control, mientras que en las lineas de plantas regeneradas lo han sido el 71,2 %
(527) para K y el 64,4% (450) para M. Comparando los valores obtenidos en cada una de las
lineas de plantas regeneradas (Tabla 4.17), no se observan diferencias estadisticamente
significativas en cuanto al nimero de marcadores monomorficos de tipo 01 y 10 pero si para
los marcadores tipo 11 (Test Z; p<0.01). Por otro lado en las lineas celulares y su
agrupamiento, los valores de polimorfismo son significativamente muy inferiores al obtenido
en la poblacion control (Test Z; p<0.01), observandose también diferencias significativas
(Test Z; p<0.01) entre las dos lineas de plantas regeneradas aunque con valores no muy

distantes.

Tabla 4.17. Polimorfismo de marcadores metAFLP en cada grupo de plantas de centeno.

Marcadores Marcadores monomérficos Marcadores polimorficos
totales Tipo 11 Tipo 01 Tipo 10 Totales Metilacion  Singletones
P.control 1164 (12%) (11,?3) (ol,ls) (gg,%;) (3,2) (115,%3)
Linea 741 452 56 19 214 62 101
K (1A1C) (61,0) (7,6) (2,6) (28,9) (8,4) (13,6)
Linea 699 377 50 23 249 45 126
M (7A1) (53,9) (7,2) (3,3) (35,6) (6,4) (18,0)
Lineas 839 321 26 3 489 57 84
agrupadas (38,3) (3,1) 0,4) (58,3) (6,8) (10,0

(Porcentajes entre paréntesis)

Los polimorfismos denominados como “singletones” fueron el 13,0 % de los
marcadores polimorficos detectados en la poblacion control mientras que en las lineas
celulares estos polimorfismos correspondian a practicamente la mitad de los marcadores
polimorficos (47,2 % y 50,6 %). Sin embargo, cuando se agrupan las plantas regeneradas de
las dos lineas, los “singletones” representan solo el 17,2 % de los marcadores polimoérficos,
indicando la presencia de marcadores polimorficos comunes en los procesos de regeneracion

ocurridos en cada una de las lineas celulares.

En los marcadores variables se ha podido diferenciar entre marcadores cuyo

polimorfismo se debe exclusivamente a diferencias en estado de metilacion en la secuencia
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5-GGTACC-3’ del resto de marcadores polimoérficos, en los que también han podido ocurrir
cambios a nivel de secuencia nucleotidica entre los individuos comparados. En la tabla 4.17
se puede observar que mientras en la poblacion control el nimero de marcadores polimérficos
representd el 80,8 %, sélo el 8,3 % de los marcadores presentaron polimorfismo originado
exclusivamente en diferencias de estado metilacién, lo que corresponde a un 10,3 % de los

polimorficos.

En las plantas regeneradas, se observé un porcentaje de marcadores polimorficos
significativamente inferior, como cabria esperar comparando plantas clonicas, con valores del
28,9 % y el 35,6 % en las lineas 1A1C y 7A1l, respectivamente, y de marcadores polimorficos
por metilacion del 6,4% y 8,4 % pero que correspondieron al 29,0 % y 18,1 % de los
marcadores polimorficos. También se han encontrado diferencias significativas entre los
valores obtenidos para las dos lineas celulares (Test Z; p<0.01). Al agrupar las plantas
regeneradas de las dos lineas celulares, aumenté el porcentaje de marcadores polimérficos al
58,3 % que sigue siendo significativamente inferior al de la poblacion control (Test Z;
p<0.01), y de tal forma que el 11,7 % lo fue por cambios exclusivamente de metilacion. Estos
datos apuntan a que las diferencias a nivel de secuencia nucleotidica son el principal
componente del polimorfismo detectado entre la poblacién control, con baja incidencia de los
patrones de metilacion, mientras que en las plantas regeneradas los polimorfismos de
metilacién son un componente con mas peso en la variacion observada entre las plantas de la

misma linea celular.

En la tabla 4.18 se presentan los datos de polimorfismo distribuidos en los grupos de
cebadores CCGN y CCWG, que detectan distintos contextos de metilacion. Se obtuvieron
diferencias significativas en cuanto al porcentaje de marcadores polimérficos detectados por
estos dos grupos, presentando mayores niveles de polimorfismo los marcadores del grupo
CCGN tanto para la poblacion como para las lineas celulares, como consecuencia de una
mayor frecuencia de los marcadores monomorficos de tipo 11 (dianas no metiladas) en el
grupo CCWG. También se observo una mayor tasa de marcadores polimorficos en un unico
individuo (“singletones”) en el grupo CCWG para la poblacion control, mientras que en las
lineas celulares 1A1C y 7A1 y su agrupamiento, fue significativamente menor en dicho grupo
CCWG.
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Tabla 4.18. Resumen de los marcadores metAFLP detectados con los grupos de cebadores CCGN
(arriba) y CCWG (abajo) en centeno.

Marca- Marcadores monomorficos Marcadores polimorficos
dores Tipo 11 Tipo01  Tipo 10 Totales Metilacion  Singletone
csr?ttr)bl 813 117 (144)  14(1,7)  4(05) 678 (83,4) 70 (8,6) 80(9,8)
(coL) 351 84 (23,9)**  4(11) 0(0,0) 263 (74,9)** 27 (7,7) 42 (12,0
Linea 489 268 (54,8) 41(84) 13(27) 167 (34,2) 41 (8,4) 75 (15,3)
K (1A1C) 252  184(730)0** 15(60) 6(24) 47(18,7)** 21(83)  26(10,3)*
Linea 453 219 (48,3) 37(82) 19(42) 178 (39,3) 25 (5,5) 94 (20,8)
M (7A1) 246 158 (64,2)** 13 (5,3) 4(1,6) 71 (28,9)** 20(8,1) 32 (13,0)*
Lineas 575 174(30,3) 21 (37) 3(05) 377 (65,6) 29 (5,0) 66 (11,5)
agrupadas 264 147 (557)**  5(1,9) 0(0,0) 112 (42,4)** 28 (10,6)**  18(6,8)*

Diferencias significativas en las proporciones (test-Z): * p < 0,05; ** p < 0,01; porcentajes entre paréntesis.

Empleando el total de marcadores detectados, se obtuvo el indice de identidad IRM para
marcadores de tipo MSAP considerando todas las parejas de plantas analizadas. Este indice
oscil6 entre 0,295 y 0,919, con un valor medio de 0,469 comparando parejas de plantas de la
poblacion y de 0,858 y 0,824 para las lineas celulares 1Al y 7A1l, respectivamente. Las
relaciones de identidad entre el total de las 24 plantas analizadas se presentan graficamente
mediante un dendrograma, en la Figura 4.10, en el que las plantas regeneradas quedan
agrupadas de acuerdo a la linea celular de procedencia y separadas de las plantas de la
poblacion de origen.

Como ya se menciono en las especies analizadas anteriormente, para el analisis de la
variaciéon mostrada por las plantas regeneradas obtenidas de una misma linea celular, se ha
considerado como estado de partida de cada uno de los marcadores metAFLP a aquel que
presentaron el mayor nimero de plantas. Cuando se obtuvo un empate entre dos cédigos para
un marcador se tomo el tipo 11 (desmetilado) como estado inicial dado que es el mas

frecuente y que, ademas, no se presentaron igualdades en las que no participara el tipo 11.
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ScK.15
ScK17
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sck 13 | Linea celular K (1A1C)
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ScM.23 | Pl regeneradas

scM20 | Linea celular M (7A1)
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ScP.9 Plantas
ScP.10 | Poblacién
ScP 8 control
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Figura 4.10. Fenograma obtenido usando el indice de identidad IRM y agrupamiento por el método
UPGMA para centeno.

En la tabla 4.19 se puede observar que la frecuencia de marcadores polimorficos
epigenéticos detectados en las plantas regeneradas para cada linea celular, oscilo entre el 2,4
% y el 9,8 %, con unos valores medios de 4,4 % y 5,2 % en las lineas 1A1C y 7Al
respectivamente y un valor medio total de 4,8 %. Por su parte las variaciones observadas en
una sola planta (“singletone ) para cada linea celular mostraron valores que oscilan del 5,3 %
al 46,9 % en los marcadores polimorficos detectados, con unos valores medios del 19,0 % y
22,8% en las lineas 1A1C y 7Al respectivamente, y una media total del 20,9 %. Por lo tanto

en las dos lineas celulares, las plantas comparten gran parte de las variaciones observadas.
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Tabla 4.19. Numero y tipo de marcadores polimorficos epigenéticos obtenidos en las plantas
regeneradas de cada linea celular de centeno.

Linea Marca- Tipo de variacion @ Total  Single-
celular Planta  dores (%) tones ®
totales  01(11) 10(11) 11(01) 11(10) 10(01) 01(10)

" AKl o SeKi 67 15 10 4 4 1 0  34(1) 5(147)

ScK2 663 9 5 5 6 0 0 25(38) 3(12,0)

ScK.3 673 8 5 2 1 0 0 16(24) 2(125)

ScK.4 672 23 10 11 3 0 2 49(73) 23(46,9)

ScK5 673 7 5 6 0 1 0  19(28) 1(53)

ScK.6 667 17 11 1 5 0 1 35(52) 8(229)

(7%1) ScM.1 624 11 1 11 7 0 2 32(51) 10(31,3)

ScM.2 634 12 3 7 4 1 0 27(43) 4(148)

ScM.3 600 4 32 14 2 7 0  59(9,8) 23(39,0)

ScM4 624 8 1 3 2 0 1 15(24) 2(133)

ScM.5 619 9 10 3 3 1 0 26(42) 6(231)

ScM.6 633 12 11 5 4 1 0 33(52) 5(152)

aCdodigo presente en cada planta y codigo presente méas frecuente (entre paréntesis) para cada linea celular.
b Variaciones observadas Unicamente en la planta correspondiente; el porcentaje respecto a los marcadores
polimdrficos en dicha planta aparece entre paréntesis.

Considerando los datos obtenidos en las dos lineas celulares, se han detectado todos los
posibles tipos de variacion (Tabla 4.19), siendo el mas frecuente el denominado 01(11) que
implica un estado de metilacion que impide el corte por Acc651 mientras que la mayoria de las
plantas de la misma linea celular muestran un estado no metilado, lo que se atribuye a un
proceso de metilacién en la diana. Los cambios de tipo 10(11) son los segundos en frecuencia
como consecuencia de su acumulacién en una de las plantas; en ellos la ausencia del
marcador en la digestion con Kpnl puede atribuirse a un proceso de metilacion de la citosina
interna (siempre que dicha metilacion no afecte a Acc65l, lo que se desconoce) pero también a
que existan dos puntos de corte en el rango de tamafos analizados y que se encuentren en
distinto estado de metilacion en la citosina externa (ver Figura 4.4). Los cambios de tipo
11(01) son los terceros en frecuencia e implican un estado no metilado mientras que la
mayoria de las plantas de la misma linea presentan un estado de metilacion que impide el

corte por Acc65l, es decir un proceso de pérdida de metilacion en la diana.
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Tabla 4.20. Frecuencias absolutas de patrones metAFLP conservados y variables entre las plantas regeneradas obtenidas en cada linea celular de centeno, segun
los cddigos binarios de cuatro digitos propuestos por Bednarek y col. (2007).

Codigos de patrones metAFLP

Linea
celular Planta Conservados Correspondientes a variacion
1111 0011 1100 0001 0111 0101 0100 1011 1010 1001 1000 1110 1101 0010 0110
K (1A1C) ScK.l1 497 82 34 7 4 0 17 15 4 0 2 10 4 12 1
ScK.2 509 83 32 6 5 0 8 9 3 0 2 5 6 11 0
ScK.3 512 90 39 6 2 2 8 8 1 0 0 5 1 7 0
ScK.4 491 79 26 3 11 3 21 23 2 2 9 10 3 9 0
ScK.5 512 84 40 10 6 2 6 7 2 0 0 5 0 8 1
ScK.6 495 89 33 5 1 3 7 17 3 1 1 11 5 9 0
M (7A1) ScM.1 433 96 35 12 11 4 12 11 3 2 10 1 7 6 0
ScM.2 433 99 48 6 7 1 20 12 0 0 2 3 4 6 1
ScM.3 409 66 43 3 14 0 20 4 3 0 9 32 2 26 7
ScM.4 439 101 51 4 3 2 12 8 0 1 0 1 2 9 0
ScM5 425 105 44 13 3 0 6 9 4 0 7 10 3 4 1
ScM.5 424 102 50 8 5 0 16 12 1 0 0 11 4 5 1
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A nivel global se observa, por tanto, una mayor abundancia de procesos de metilacion
respecto a los de pérdida de metilacion, pero hay que tener en cuenta que el segundo tipo de
cambio mas frecuente no puede ser atribuido con precision, de momento, a ninguno de los dos
procesos dada la falta de informacion sobre la actividad de Acc65I en los posibles estados de

metilacién de la citosina interna del motivo 5"-GGTACC-3".

Empleando la metodologia de andlisis de marcadores metAFLP de Bednarek y col.,
(2007) y Machczynska y col. (2014b), se han obtenido los codigos binarios de cuatro digitos
necesarios para todos los marcadores y plantas regeneradas analizadas, reemplazado el cédigo
que corresponderia a la planta donadora por el cddigo presente con mayor frecuencia en la
linea celular correspondiente, como ya se indico anteriormente. En la tabla 4.20 se presentan
las frecuencias absolutas correspondientes a los distintos codigos que mostraron cada una de
las plantas regeneradas de las distintas lineas celulares. Dicho cédigo binario indica, en este
orden, la presencia o ausencia del fragmento en el estado original y en la planta regenerada
con Acc65l seguido de la presencia o ausencia del fragmento en el estado original y en la

planta regenerada con Kpnl.

A partir de los datos de la tabla 4.20 y aplicando las férmulas y coeficientes de
correccion propuestos por Machczynska y col. (2014b) se han calculado distintos pardametros
(Tabla 4.21) que describen las caracteristicas de la variacion presente en las plantas
regeneradas en cada linea celular, distinguiendo entre la variacion correspondiente a cambios
en la secuencia de nucleétidos y a procesos tanto de pérdida como de ganancia de metilacion,

asi como una estimacion del estado de metilacion a nivel global del genoma.

Como ya se ha indicado para las especies analizadas en los apartados anteriores, las
cuatro primeras caracteristicas de la tabla 4.21 corresponden a la interpretacion inicial de
Bednarek y col. (2007) y los valores que se indican como corregidos son los obtenidos

después de aplicar el método extendido de Machczynska y col. (2014b).
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Tabla 4.21. Porcentaje medio de cambios inducidos durante el cultivo in vitro y estado de metilacion
en las plantas regeneradas en cada una de las lineas celulares de centeno.

Caracteristicas metAFLP 1A1C TAl Promedio
Variacion de secuencia 4,02+0,7 4,73x24 438+04
Desmetilacion 0,66+£0,4 1,18+0,8 0,92+0,3
Metilacion de novo 1,75+0,8 13104 1,53+0,2
Variacién compleja 1,73+1,1 253+0,8 2,13+04

Variacién de secuencia corregida  5,10+1,0 6,39+3,0 5,75+0,6

Desmetilacion corregida 0,84+06 159+10 1,22+04

Metilacion de novo corregida 2,23x12 177£06  2,00+0,2

Variacion total inducida por

cultivo de tejidos 8,17+25 9,76+35 8,96+0,8

Sitios afectados por cambios en

U 3,07+£1,7 3,36+0,9 3,22+0,1
metilacion

Sitios no afectados por el cultivo 91,83+25 9024+35 91,04+08

de tejidos

Metilacion heredada 15,2109 18,67x2,1 16,94+x17
Estado no metilado heredado 69,30+ 1,3 63,4715 66,3829
Genoma metilado 19,52+ 0,7 23,61x21 21,56+2,0
Genoma no metilado 80,48+ 0,7 76,39+2,1 78,4420

(£ corresponde a la desviacion tipica)

Para todas las caracteristicas cuantitativas descritas en la tabla 4.21 se han obtenido
valores no muy diferentes en las distintas lineas celulares, no existiendo diferencias
significativas entre ellos (test-Z; p <0.01), de tal forma que el porcentaje medio de motivos
5-GGTACC-3’ afectados por el cultivo de tejidos en las plantas analizadas de centeno fue del
8,96 %, correspondiendo un 5,75 % a cambios en su secuencia nucleotidica y un valor
inferior, del 3,22 %, a modificaciones en el estado de metilacion. Este valor medio global es
menor que el calculado anteriormente (4,80 %), empleando unicamente los datos de los seis

tipos de variacion originados exclusivamente por cambios de metilacion presentados en la
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tabla 4.19; también los valores obtenidos para cada linea celular (3,07 %, y 3,36 % en las
lineas 1A1C y 7Al, respectivamente) son inferiores a los calculados a partir de los datos de la
tabla 4.19 (4,43 % y 5,17 % en las lineas 1A1C y 7A1, respectivamente).

En todas las lineas celulares se observa un mayor porcentaje en los procesos de
metilacion de novo frente a los procesos de desmetilacion, con unos valores medios del 2,0 %
y del 1,22 %. El porcentaje medio de sitios de restriccion metilados que mantuvieron su
estado fue del 16,94 %, mientras que el de sitios que mantuvieron su estado no metilado fue
del 66,38 %. La cuantificacion del porcentaje de sitios metilados presentes en las plantas
regeneradas, empleando esta metodologia, implica que su genoma presentaria una tasa de
metilacion del 21,56 %. Este valor es ligeramente superior al valor de 18,6 % calculado
anteriormente empleando la frecuencia de los marcadores de distinto tipo obtenidos
unicamente con Kpnl en cada planta y ambos muy inferiores al calculado para las plantas de

la poblacion control, del 30,3 %.
4.4 Deteccion de marcadores moleculares TMD en Arabidopsis thaliana (L.) Heynh

Los marcadores obtenidos con la técnica TMD (transposon methylation display)
permiten analizar el estado de metilacion en secuencias proximas a elementos transponibles
(TE). Se ha empleado esta metodologia para estudiar el patron de metilacion de los motivos
5’-CCGG-3’ que flanquean a cuatro tipos de retrotransposones (TE) de clase I (gypsy, copia,
TRIM y SINE) en un total de 28 plantas de Arabidopsis thaliana. Para ello se han utilizado los
isoesquizomeros Hpall y Mspl, endonucleasas que reconocen la misma secuencia diana
palindromica 5’-CCGG-3’ y que tienen un comportamiento distinto segun su estado de
metilacion. Ambas enzimas estan bloqueadas por la metilacion completa de las dos citosinas
en las dos cadenas del ADN y ambas cortan cuando no existe metilacion en ninguna de las
citosinas. Hpall (pero no Mspl) también corta si Unicamente la citosina externa esta
hemimetilada y Mspl (pero no Hpall) también corta si solo la citosina interna esta
hemimetilada o metilada en las dos cadenas, es decir, que estas endonucleasas cortan de

forma diferencial unicamente en distintos estados de metilacion parcial de su secuencia diana.

Las plantas analizadas correspondieron a nueve individuos de la poblaciéon control
Columbia, nueve plantas regeneradas a partir de dos lineas celulares independientes (cuatro
plantas de 208R0 y cinco plantas de 211R0) y diez plantas transgénicas obtenidas a partir de

otras dos lineas celulares independientes (cinco plantas de 261T0 y cinco plantas de 291TO).
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Para cada una de estas 28 plantas, se han obtenido ocho electroferogramas correspondientes a
la amplificacion con las parejas de cebadores especificos para los cuatro tipos de TE
analizados (gypsy, copia, TRIM y SINE) a partir de cada una de las dos reacciones de
digestion realizadas independientemente, con Hpall y Mspl respectivamente. El
procedimiento se repitié al menos una vez para todas las muestras. Por tanto, se generaron
224 electroferogramas que fueron comparados inicialmente con la ayuda del software
GeneMapper v.4.0 y sometidos a una revision manual de la que se obtuvieron un total de 111
marcadores TMD (Tabla 4.22). Cada fragmento amplificado obtenido en al menos una planta
y en una de las reacciones dobles de digestion (Hpall+EcoRI o Mspl+EcoRlI) se considerd
como un marcador TMD que indica la presencia de un motivo 5’-CCGG-3’ que no se
encuentra completamente metilado. Dicho nimero de marcadores implico la realizacion de
una matriz global de presencia-ausencia de 6.216 datos, al considerar la situacion de cada uno
de los marcadores en cada planta y reaccion de digestion, codificados con un 1 cuando
estaban presentes y un 0 cuando estaban ausentes.

Tabla 4.22. Marcadores TMD detectados en Arabidopsis thaliana para cada tipo de retrotransposones.

Marcadores P. control Linea Linea Linea Linea Lineas
totales (CoL) 208R0 211R0 261T0 291T0 agrupadas
n=28 n=9 n=4 n=>5 n=>5 n=>5 n=19

gypsy 8 3 3 2 3 5 6
copia 51 23 27 21 28 31 46
SINE 17 6 10 6 12 5 15
TRIM 35 22 28 25 30 24 33
TOTAL 111 54 68 54 73 65 100

El nimero de marcadores obtenido a partir de los TE de tipo copia y TRIM ha sido muy
similar en todos los grupos de plantas, aunque ha sido muy superior al detectado a partir de
los TE de tipo gypsy y de tipo SINE (Tabla 4.22). EI numero total de marcadores detectado en
cada una de las plantas analizadas se representa graficamente en la figura 4.11 siendo
proporcional al nimero de sitos 5-GGCC-3’ proximos a los citados TE que pueden ser
cortados indistintamente por Hpall y Mspl y que, por tanto, corresponde al nimero de sitios

gue no se encuentran completamente metilados.
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Figura 4.11. Ndmero de marcadores TMD detectados, totales y de distintos tipos, en cada planta y
grupo analizado en Arabidopsis thaliana; las lineas rojas indican el valor medio y las azules la
desviacidn tipica.

El valor medio de dichos sitios por planta fue significativamente superior (t de Student;
p<0,0001) en el agrupamiento de plantas regeneradas (51,8) y de regeneradas transgénicas
(56,1), asi como en el total de regeneradas agrupadas (54,1), que en la poblacién control
(38,1). También lo fue comparando el valor medio en cada una de las cuatro lineas celulares
con el de la poblacion (t de Student; p<0,0001). Por su parte, no se observaron diferencias
significativas entre los valores medios de los agrupamientos de las plantas regeneradas y de

las regeneradas transgénicas.

Los marcadores que fueron clasificados como tipo 11 (fragmentos detectados en ambas
reacciones de restriccion) revelan la presencia de sitios diana no metilados y fueron los méas
frecuentes en todas las plantas analizadas, mientras que varios tipos de dianas parcialmente
metiladas son detectadas por los marcadores clasificados como tipo 10 (los que aparecen
Unicamente en la reaccion con Hpall) o como tipo 01 (los presentes exclusivamente en la
reaccion con Mspl). Los de tipo 01, que implican metilacion o hemimetilacion Gnicamente de
la citosina interna de la secuencia diana, fueron mas abundantes en todas las plantas que los

de tipo 10, que implican hemimetilacion de la citosina externa.

Cuando se comparé la frecuencia media con la que aparecen los distintos tipos de
marcadores (Tabla 4.23) no se observaron diferencias significativas entre la poblacién control

y cada una de las lineas celulares regeneradas o sus agrupamientos.
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Tabla 4.23. Porcentaje medio de los distintos tipos de marcadores detectados en cada grupo de plantas
en Arabidopsis thaliana.

Marcadores Pobl. control Linea Linea Linea Linea Lineas
(CoL) 208R0 211R0O 26170 29170 agrupadas
cédigo 11 774+55 805+43 762+33 773+38 746+56 77,0+48
cédigo 10 6,2+5,1 36+11 3,7+0,7 83+28 6,3+2,1 55+27
cédigo 01 16,4+ 3,8 159+36 20,1+32 144+24 191+64 175148

(£ corresponde a la desviacion tipica)

En la figura 4.12 también se representan de forma independiente el nimero total de
sitios no metilados (tipo 11) y de parcialmente metilados (tipo 10 + tipo 01) que fue detectado
en cada una de las plantas analizadas. Todas las plantas regeneradas y regeneradas
transgénicas presentaron un mayor namero de sitios no metilados (tipo 11) que las plantas de
la poblacion de origen, con valores medios significativamente diferentes (t de Student;
p<0,001) cuando se compard la poblacion (29,4) con cada una de las lineas celulares (de 37,2
a 47,0) o bien con el agrupamiento de plantas regeneradas (40,5), transgénicas (42,6) o
regeneradas mas transgénicas (41,6). No se observaron diferencias significativas respecto a su
nimero medio por planta, entre los agrupamientos de las plantas regeneradas y las
regeneradas transgénicas. Comparando el numero medio de sitos parcialmente metilados
(tipos 10+01) también se observaron diferencias significativas (t de Student; p<0,05) siendo
menor su valor en la poblacién (8,7) que en el agrupamiento de regeneradas (11,3),

transgénicas (13,5) o regeneradas mas transgénicas (12,5).
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Figura 4.12. Numero de marcadores TMD detectados asociados a elementos copia, totales y de
distintos tipos, en cada planta y grupo analizado en Arabidopsis thaliana; las lineas rojas indican el
valor medio y las azules la desviacion tipica
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Estas diferencias observadas para el total de marcadores TMD entre las plantas
obtenidas por regeneracion y las plantas de la poblacion de origen también se detectaron al
analizar de forma independiente los marcadores obtenidos con los TE copia (Figura 4.12) y
TRIM (Figura 4.13). En el caso de gypsy y SINE el nUmero de marcadores obtenido fue muy

bajo, por lo que no se considerd su analisis individualizado.
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Figura 4.13. Namero de marcadores TMD detectados asociados a elementos TRIM, totales y de cada
tipo, en cada planta y grupo analizado en Arabidopsis thaliana; las lineas rojas indican el valor medio
y las azules la desviacion tipica.

4.4.1 Polimorfismo de marcadores moleculares TMD en Arabidopsis thaliana (L.) Heynh

Para analizar la variabilidad de cada uno de los marcadores TMD detectados, se
compararon sus correspondientes codigos de presencia entre las plantas de una misma linea
celular o grupo de plantas (poblacion, regeneradas o transgénicas). En consecuencia, si todas
las plantas del grupo de analisis mostraban el mismo codigo, se ha considerado al marcador
como monomdrfico y, en caso contrario, como polimorfico. Se han tenido en cuenta dos tipos
de marcadores polimorficos, aquellos que siempre se detectaron en al menos una de las
reacciones de digestion (tipos 11, 10 o 01) para todas las plantas del grupo de analisis y
aquellos que en al menos una de las plantas no fueron detectados (tipo 00). La ausencia de un

fragmento en ambas digestiones puede ser debido tanto a diferencias en la secuencia
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nucleotidica como a un estado de metilacion completa de la diana, mientras que el primer tipo

de marcadores polimérficos se deben exclusivamente a diferencias en el estado de metilacion.

Comparando conjuntamente las 28 plantas analizadas, se han mostrado como
monomorficos el 13,5 % de los 111 marcadores totales detectados. En cada uno de los grupos
(Tabla 4.24), se han mostrado como monomaoérficos el 35,2 % de los marcadores presentes en
la poblacion control, mientras que en las lineas de plantas regeneradas lo han sido el 63,2 %
para 208R0 y el 70,4 % para 211R0 y en las lineas de plantas transgénicas los valores fueron
del 58,9 % para 261T0 y del 55,4 % para 291T0. Comparando los valores obtenidos entre las
lineas celulares regeneradas y las regeneradas transgénicas no se observan diferencias
estadisticamente significativas, por lo que estos datos revelan una distribucion homogénea de
polimorfismo en cada uno de los procesos de regeneracion. Sin embargo, en las plantas de
cada una de las lineas celulares regeneradas los valores de polimorfismo son

significativamente inferiores al obtenido en la poblacion control (Test Z; p<0.05).

Tabla 4.24. Polimorfismo de marcadores TMD en cada grupo de plantas de Arabidopsis thaliana.

Marcadores Marcadores monomédrficos Marcadores polimérficos
totales Tipo 11 Tipo 01 Tipo 10  Totales Metilacién Singletones
P. control 54 19 0 0 35 2 6
(coL) (35,2) (0,0) (0,0) (64,8) (3,7 (11,1)
Linea 68 40 3 0 25 3 17
208R0 (58,8) (4,4) 0,0 (36,8) (4,4) (25,0
Linea 54 33 5 0 16 4 9
211R0 (61,1) (9,3) (0,0) (29,6) (7,4) (16,7)
Linea 73 38 4 1 30 2 22
26170 (52,1) (5,5) (1,4) (41,2) 2,7 (30,1)
Linea 65 33 2 1 29 10 17
29170 (50,8) (3,1) (1,5) (44,6) (15,4) (26,2)
Lineas 100 24 2 0 74 4 28
agrupadas (24,0) 2) (0,0) (74,0) (4,0 (28,0

(Porcentajes entre paréntesis)

En cuanto a los marcadores polimorficos, hay que destacar que cierto numero de ellos
se deben a diferencias presentes en una unica planta del grupo analizado (“singletones”). En la
poblacién control el 17,1 % de los marcadores polimérficos correspondieron a este tipo y en
las lineas celulares, los valores oscilaron entre el 56,3 % y 73,3 %, indicando la presencia de

marcadores polimorficos comunes en el proceso de regeneracion de cada linea celular. Asi,
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cuando se agrupan las plantas regeneradas, los “singletones” descienden hasta el 37,8 % de

los marcadores polimérficos.

En la Tabla 4.24 también se puede observar que solo una pequefia parte de los
marcadores polimoérficos puede ser asignada especificamente a cambios de metilacion.
Mientras en la poblacion el nimero de marcadores polimorficos representa el 64,8 %, sélo el
3,7 % de los marcadores presentan polimorfismo originado exclusivamente por diferencias de
estado metilacion, lo que corresponde a un 5,71 % de los polimérficos. En las plantas
regeneradas, se observa un porcentaje de marcadores polimarficos significativamente inferior,
como cabria esperar comparando plantas clénicas, entre el 29,6 % y el 44,6 %, sin embargo
los marcadores polimérficos por metilacion oscilan del 2,7 % al 15,4 % correspondiendo a
entre el 6,7 % y 34,5 % de los marcadores polimorficos. Al agrupar las plantas de todas las
lineas, aumento el porcentaje de marcadores polimorficos al 74,0 %, correspondiendo el 5,4
% de ellos a cambios exclusivamente de metilacion. A este respecto cabe recordar que las
endonucleasas Hpall y Mspl no permiten distinguir entre polimorfismos generados por
cambios de secuencia y los generados por metilacion completa de su diana. Aun asi, se ha
observado una mayor variabilidad en los marcadores debida a cambios de metilacion en las

plantas obtenidas por regeneracion que en las de la poblacién original.

La frecuencia de marcadores polimorficos epigenéticos detectados en cada una de las
plantas regeneradas de cada linea celular (Tabla 4.25) mostr6 una variacién que va desde cero
al 11,7 % con unos valores medios del 2,6 %, 3,7 %, 5,2 % y 6,5 % en las lineas 208R0,
211R0, 261TO0 y 291TO, respectivamente, y una valor medio total del 4,6 %. Por su parte las
variaciones observadas en una sola planta (“singletones”) dentro de cada linea celular
mostraron valores que varian de cero al 100,0 % en los marcadores polimérficos detectados
en cada individuo, con unos valores medios del 50,0 %, 0,0 %, 17,7 % y 38,8 % en las lineas
208R0, 211R0, 261T0 y 291T0, respectivamente, y una media total del 25,3 %. Por lo tanto
en todas las lineas celulares las plantas comparten una gran parte de las variaciones

encontradas.

Considerando los datos de las cuatro lineas celulares, se han detectado todos los
posibles tipos de variacion (Tabla 4.25), siendo mas frecuente en todas las lineas el tipo
01(11) que implica un estado de ganancia de grupos metilo en la citosina interna, mientras

gue la mayoria de las plantas de la misma linea celular muestran un estado no metilado.

137



Resultados

También se ha observado en cuatro de las 19 plantas, distribuidas en las cuatro lineas
celulares, un mayor o igual nimero de cambios de tipo 11(01) que implica pérdida de grupos
metilo en la citosina interna, dado que la mayoria de las plantas de la misma linea presentan
metilacion de la citosina interna. Los cambios de tipo 10(11) que implica ganancia de
hemimetilacion en la citosina externa, han sido los terceros en frecuencia, siendo los mas
abundantes en dos plantas. Asi mismo se ha podido observar que los cambios menos
frecuentes corresponden a los tipos 10(01) y 01(10) que son ambos resultado tanto de
pérdidas como de ganancia de grupos metilo en cada una de las citosinas y al tipo 11(10) que

implica la pérdida de hemimetilacion de la citosina externa.

Tabla 4.25. Numero y tipo de marcadores TMD polimorficos epigenéticos obtenidos en las plantas
regeneradas de cada linea celular de Arabidopsis thaliana.

00 T v’ P

celular otales 0111 10(11) 11(01) 11(10) 10(01) 01(10)

208R0O  At0.1 53 1 0 0 0 0 0 1(1,9)  0(0,0)
A0.2 58 2 0 0 0 0 0 2(34)  1(50,0)
A0.3 60 0 1 1 0 0 0 2(33) 1(50,0)
At0.4 52 0 1 0 0 0 0 1(1,9) 1(100,0)

211R0  AtL.1 52 0 0 2 0 0 0 2(38)  0(0,0)
Atl.2 47 1 0 0 0 0 0 121  0(0,0)
Atl.3 44 2 0 0 0 0 0 2(45)  0(0,0)
Atl.4 51 2 0 0 0 0 0 2(39)  0(0,0)
Atl5 50 0 0 0 0 1 1 2(40)  0(0,0)

261T0  At6.1 63 0 1 1 1 1 1 5(79)  3(60,0)
At6.2 60 2 3 1 0 1 0 7(117)  2(286)
At6.3 59 1 1 0 0 0 0 2(34)  0(0,0)
At6.4 64 1 1 0 0 0 0 2(31)  0(0,0)
At6.5 58 0 0 0 0 0 0 0(00)  0(0,0)

291T0  At9.1 58 3 0 2 1 0 0 6(103) 1(167)
At9.2 49 0 0 0 1 0 0 1(20) 0(0,0)
A9.3 50 2 0 0 0 0 0 2(4,0)  2(100,0)
At9.4 48 3 0 1 0 0 0 4(83)  0(0,0)
A9.5 52 0 0 2 0 1 1 4(77)  3(750)

aCadigo presente en cada planta y codigo presente mas frecuente (entre paréntesis) para cada linea celular.
®Variaciones observadas Ginicamente en la planta correspondiente; el porcentaje respecto a los marcadores
polimérficos en dicha planta aparece entre paréntesis.
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4.5 Deteccién de marcadores moleculares TMD en arroz Oryza sativa L. spp. japonica
variedad Nipponbare

Se ha empleado la técnica TMD (transposon methylation display) con las endonucleasas
Hpall y Mspl, al igual que en el apartado anterior, para analizar el patron de metilacion de los
motivos 5’-CCGG-3’ que flanquean, en este caso, a los retrotransposones de clase I Tos17
(copia) y Karma (LINE) y a los transposones de clase Il mPing (MITE) y nDart en un total de

28 plantas de arroz.

Las plantas analizadas correspondian a siete individuos de la poblacion control, once
plantas regeneradas a partir de dos lineas celulares independientes (seis plantas de R1 y cinco
plantas de R3) y diez plantas transgénicas obtenidas a partir de otras dos lineas celulares
independientes (cinco plantas de T2 y cinco plantas de T4). Para cada una de estas 28 plantas,
se han obtenido ocho electroferogramas mediante el uso de los cebadores especificos para
cada uno de los citados elementos transponibles (TE) activos de arroz en cada una de las dos
reacciones de digestion realizadas independientemente, con Hpall y Mspl respectivamente. Se
repiti6 el procedimiento al menos una vez para cada una de las muestras y los
electroferogramas fueron comparados inicialmente con la ayuda del software GeneMapper
v.4.0 y posteriormente sometidos a una revisién manual de la que se obtuvieron un total de
152 marcadores TMD (Tabla 4.26). Como ya se indicé en el apartado anterior, se considero
como marcador a cada uno de los fragmentos de ADN detectados en al menos una de las
plantas analizadas y en al menos una de las dos dobles reacciones de digestion (Hpall+EcoRI
0 Mspl+EcoRl) por lo que se corresponde con la presencia de un sitio 5’-CCGG-3’ que no se
encuentre completamente metilado. La matriz global de presencia-ausencia incluyé un total
de 8.512 datos, al considerar la situacion de cada uno de los 152 marcadores en cada planta 'y
reaccion de digestion, que fueron codificados con un 1 cuando estaban presentes y un 0

cuando estaban ausentes.

El numero total de marcadores detectado asociado a cada uno de los TE analizados ha
variado entre 30 y 46 presentando, aquellos obtenidos a partir de Karma y mPing, un nimero
muy similar en todos los grupos de plantas mientras que se ha observado una mayor variacion
entre los grupos para los obtenidos a partir de Tos17 y nDart. EI nimero total de marcadores
detectado en cada una de la plantas analizadas, que se corresponde con el nimero de sitios
gue no se encuentran completamente metilados en proximidad a estos TE, se muestra de

forma grafica en la Figura 4.14. El valor medio en las plantas de la poblacion original (84,3)
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no mostro diferencias significativas con los agrupamientos de plantas regeneradas (84,1), de
regeneradas transgénicas (78,6) ni con el total de regeneradas agrupadas (81,5). Tampoco
hubo diferencias significativas entre los valores medios de los agrupamientos de las plantas

regeneradas y las regeneradas transgénicas.

Tabla 4.26. Marcadores TMD detectados en arroz asociados a cada tipo de elemento transponible.

Marcadores Lineas
totales P.control  LineaR1 Linea R3 Linea T2 LineaT4  agrupadas
n=28 n=7 n=6 n=5 n=5 n=5 n=21

Tos17 30 19 30 9 19 11 30
Karma 35 32 35 35 31 29 35
nDart 46 19 41 14 19 7 44
mPing 41 40 36 35 36 37 37
TOTAL 152 110 142 93 105 84 146
= 1o
@ 4 tipos 10+01
o 1404 1001
° 0
S ° o o g
S 1204 S 807
g * 3
€ 1001 ESO-&%%%%&%‘?
) €
S @
o T 404
S 80' o
: 2 {' ey
3 60 s % ok @
=
T T T T T T 0 T . - T
NI X L O N oo N > @ R D
T A K N A < A
O voq_ &5 & < O v"@ Q},@ S
& &
<& <&
Grupo de plantas Grupo de plantas

Figura 4.14. Numero de marcadores TMD detectados, totales y de cada tipo, en cada planta y grupo
analizado en arroz; las lineas rojas indican el valor medio y las azules la desviacion tipica.

Siguiendo el mismo procedimiento descrito en el apartado anterior para A. thaliana,
cada uno de los marcadores TMD detectado fue clasificado en cada planta analizada con un
cédigo de dos digitos de acuerdo a su patron de presencia-ausencia en las dos dobles
digestiones. Los marcadores que fueron clasificados como tipo 11 (fragmentos detectados en
ambas reacciones de restriccion) revelan la presencia de sitios diana no metilados y fueron los
méas frecuentes en todas las plantas analizadas, mientras que varios tipos de dianas
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parcialmente metiladas son detectadas por los marcadores clasificados como tipo 10 (los que
aparecen Unicamente en la reaccion con Hpall) o como tipo 01 (los presentes exclusivamente
en la reaccién con Mspl). Los de tipo 01, que implican metilacion o hemimetilacion
unicamente de la citosina interna de la secuencia diana, fueron mas abundantes que los de tipo
10, que implican hemimetilacion de la citosina externa, excepto en tres plantas de la
poblacion y en tres plantas de la linea R1. Dos de dichas plantas de la linea R1 mostraron un
numero muy elevado de marcadores totales, una por su alto numero de tipo 11 y de 10 y la
otra por el elevado valor de tipo 10, comparado con el resto de plantas regeneradas. Por ello,
al comparar la frecuencia media con la que aparecen los distintos tipos de marcadores (Tabla
4.27) Unicamente se observan diferencias significativas (Test Z; p<0.01) para los de tipo 10

entre la poblacion y las distintas lineas y su agrupamiento, excepto con la linea R1.

Tabla 4.27. Porcentaje medio de los distintos tipos de marcadores detectados en cada grupo de plantas

en arroz.
Marcadores Pobl. Linea Linea Linea Linea Lineas
control R1 R3 T2 T40 agrupadas
cddigo 11 75,0422 69,9+9,6 782+7,8 774+59 80,1+36 76,1483
cddigo 10 129+42 18,7+150 3,7+2,0 6,51 6,1 37+20 87+108
cddigo 01 12,1+ 5,0 114+71 18,1+8,3 16,1+5,9 16,2+ 3,3 153+6,9

(+ corresponde a la desviacion tipica)

En la figura 4.14 también se representan de forma separada el nimero total de sitios no
metilados (tipo 11) y de parcialmente metilados (tipo 10 + tipo 01) que fue detectado en cada
una de las plantas analizadas. Respecto a los sitios no metilados, no se observaron diferencias
significativas entre los valores medios obtenidos para la poblacién de origen y los
agrupamientos de plantas regeneradas, regeneradas transgénicas, 0 regeneradas mas
transgénicas, a pesar de que la linea celular R3 si present6 un valor significativamente inferior
al mostrado tanto por la poblacion como por las otras lineas celulares (t de Student; p<0,01).
Por su parte, cuando se analizan los sitios parcialmente metilados (tipo 10 + tipo 01), tampoco
se observan diferencias significativas entre la poblacidn control respecto al valor obtenido en

los agrupamientos de las plantas regeneradas y de regeneradas transgenicas.
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Figura 4.15. Nimero de marcadores TMD detectados asociados a cada uno de los elementos Tos17,
Karma, nDart y mPing, en cada planta y grupo analizado en arroz; las lineas rojas indican el valor
medio y las azules la desviacion tipica.

142



Resultados

Al analizar de forma independiente los marcadores obtenidos para cada uno de los TE
empleados (Tos17, Karma, mPing y nDart) tampoco se observaron diferencias significativas
entre las plantas pertenecientes a la poblacion de origen y los distintos grupos de plantas
regeneradas y transgénicas, con la excepcion de los casos ya comentados de la linea celular
R3, cuyo inferior nimero total de marcadores se debi6 a la menor presencia de marcadores
asociados a retrotransposones Tos17 (Figura 4.15), y de la linea celular R1 que present6 dos

plantas con un elevado numero de marcadores correspondientes a retrotransposones nDart .

4.5.1 Polimorfismo de marcadores moleculares TMD en Oryza sativa L. spp. japonica
variedad Nipponbare

Atendiendo a la presencia de los codigos 11, 01, 10 y 00 en el grupo de plantas a
considerar, cada uno de los distintos marcadores TMD detectados fueron clasificados como
monomorfico o polimérfico. En consecuencia, si todas las plantas del grupo de analisis
(poblacion o linea regenerada) mostraban el mismo cddigo, se ha considerado al marcador
como monomorfico y, en caso contrario, como polimoérfico. Al igual que en apartado anterior,
se han tenido en cuenta dos tipos de marcadores polimérficos, los que mostraron Unicamente
codigos 11, 10 o 01 en todas las plantas del grupo analizado y aquellos marcadores que
también presentaron el cédigo 00 en al menos una de las plantas. Los primeros deben su
polimorfismo exclusivamente a diferencias en el estado de metilacion, mientras que en los
segundos la ausencia de un marcador puede deberse tanto a un cambio a nivel de secuencia
nucleotidica como a un estado de metilacion en ambas cadenas de las dos citosinas de la
secuencia diana 5’-CCGG-3’.

Comparando conjuntamente las 28 plantas analizadas, se han mostrado como
monomorficos el 27,0 % de los 152 marcadores totales detectados. En cada uno de los grupos
(Tabla 4.28), se han mostrado como monomarficos el 48,2 % de los marcadores presentes en
la poblacién control, mientras que en las lineas de plantas regeneradas lo han sido el 31,7 %
para R1y el 57,0 % para R3 y en las lineas de plantas transgénicas los valores fueron del 55,2
% para T2 y del 66,7 % para T4. Comparando los valores obtenidos para la poblacion y para
cada una de las lineas celulares se observan diferencias significativas unicamente (Test Z;
p<0.01) con la linea R1 de plantas regeneradas que presentd una mayor tasa de polimorfismo
y también con la linea T4 que presentd una menor tasa de polimorfismo. Las lineas R3 'y T2

mostraron unos porcentajes de marcadores polimorficos muy parecidos, ligeramente
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inferiores al de la poblacion, que fueron significativamente menores que el de la linea R1
(Test Z; p<0.01). La linea T4 también present6 un valor significativamente inferior al de la
linea R1. Estos resultados apuntan a una distribucion muy heterogénea del polimorfismo en

cada uno de los procesos de regeneracion analizados.

Tabla 4.28. Polimorfismo de marcadores TMD en cada grupo de plantas de arroz.

Marcadores monomarficos Marcadores polimdrficos

Marcadores
totales Tipo 11 Tipo01  Tipo10 Totales Metilacion ~ Singletones
P-control 110 @y 00 0o 6Ly @y 200)
Linea 142 45 0 0 97 10 35
R1 (31,7) (0,0 (0,0 (68,3) (7,0 (24,6)
Linea 93 50 3 0 40 7 22
R3 (53,8) (3,2) (0,0 (43,0) (7,5) (23,7)
Linea 105 52 6 0 47 9 32
T2 (49,5) (5,7) (0,0 (44,8) (8,57) (30,5)
Linea 84 53 3 0 28 8 11
T4 (63,1) (3,6) (0,0) (33,3) (9,5) (13,1)
Lineas 146 41 0 0 105 8 20
agrupadas (28,1) (0,0) (0,0) (71,9) (5,5 (13,7)

(Porcentajes entre paréntesis)

En la poblacion control el 38,6 % de los marcadores polimérficos corresponden a los
definidos como “singletones” (diferencias presentes en una tnica planta del grupo analizado)
y en las lineas celulares, los valores oscilan entre el 36,1 % y 68,1 % indicando la presencia
de marcadores polimorficos comunes en el proceso de regeneracion de cada linea celular. Por
ello, cuando se agrupan las plantas regeneradas los “singletones” representan tnicamente el

19,0 % de los marcadores polimorficos.

En la tabla 4.28 también se puede observar que solo una pequefia parte de los
marcadores polimoérficos puede ser asignada especificamente a cambios de metilacion.
Mientras en la poblacién control el nimero de marcadores polimorficos representa el 51,8 %,
solo el 45 % de los marcadores presentan polimorfismo originado exclusivamente por
diferencias de estado metilacion, lo que corresponde a un 8,7 % de los polimoérficos. En tres
de las lineas celulares regeneradas y regeneradas transgénicas, los valores de polimorfismo
fueron inferiores al obtenido en la poblacion control, oscilando entre el 33,3 % y el 44,8 % y

en la linea R1 fue superior del 68,3 %, mientras que los marcadores polimdrficos por
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metilacion fueron del 7,0 % al 9,5 %, correspondiendo a entre el 10,3 % y el 28,6 % de los
polimdrficos en dichas lineas. Al agrupar las plantas de todas las lineas, el porcentaje de
marcadores polimdrficos aument6 al 71,9 % correspondiendo el 7,6 % de ellos a cambios
exclusivamente de metilacion. Por lo tanto, se ha observado un mayor porcentaje de
variabilidad debida a cambios de metilacion en las plantas obtenidas por regeneracion que en

las plantas de la poblacién de origen.

La frecuencia de marcadores polimorficos epigenéticos detectados en cada una de las
plantas regeneradas de cada linea celular (Tabla 4.29) mostr6 una variacion que va desde cero
al 16,9 % con unos valores medios del 10,9 %, 6,9 %, 5,8 % y 6,4 % en las lineas R1, R3, T2
y T4, respectivamente, y una valor medio total del 7,7 %. Por su parte las variaciones
observadas en una sola planta (“singletones™) dentro de cada linea celular mostraron valores
que varian de cero al 57,1 % en los marcadores polimérficos detectados, con unos valores
medios del 7,4 %, 4,0 %, 21,4 % y 18,9 % en las lineas R1, R3, T2 y T4, respectivamente, y
una media total del 12,7 %. Por lo tanto en todas las lineas celulares las plantas comparten

gran parte de las variaciones encontradas.

Considerando los datos de las cuatro lineas celulares, se han detectado casi todos los
posibles tipos de variacion epigenética (Tabla 4.29) con la Gnica excepcién del tipo 01(10). El
mas frecuente fue el tipo 01(11) que implica un estado de ganancia de grupos metilo en la
citosina interna, mientras que la mayoria de las plantas de la misma linea celular muestran un
estado no metilado. Los cambios de tipo 10(11), que implica ganancia de hemimetilacién en
la citosina externa, fueron los segundos en frecuencia global aunque en tres plantas se
mostraron como los mas abundantes. Los cambios de tipo 11(01), que implica pérdida de
grupos metilo en la citosina interna, han sido los terceros en frecuencia global pero los méas
abundantes en ocho de las plantas. En menor medida se han presentado cambios de tipo
11(10) que implica la pérdida de hemimetilacion de la citosina externa y de tipo 10(01) que

implica tanto pérdidas como ganancia de grupos metilo en cada una de las citosinas.
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Tabla 4.29. Numero y tipo de marcadores polimorficos epigenéticos obtenidos en las plantas
regeneradas de cada linea celular de arroz.

Linea Planta '\32::2- Doy el Total (%) Single-
celular totales 01(11) 10(11) 11(01) 11(10) 10(01) 01(10) tones ©
R1 Os1.1 114 1 13 1 1 3 0 19(16,7)  7(36,8)
Os1.2 129 5 0 3 4 0 0 12 (9,3) 0(0,0)

0s1.3 88 1 1 0 0 1 0 3(34) 0 (0,0

Osl.4 78 7 1 0 0 0 0 8 (10,3) 0 (0,0

Osl1.5 77 11 1 0 1 0 0 13 (16,9) 1(7,7)

Os1.6 78 5 2 0 0 0 0 7(9,0) 0 (0,0)

R3 0s3.1 71 0 1 4 0 0 0 5(7,0) 0 (0,0)
0s3.2 68 3 2 0 0 2 0 7(10,3) 0 (0,0)

0s3.3 64 2 1 2 0 0 0 5(7,8) 0 (0,0

0s3.4 73 2 1 2 0 0 0 5 (6,8) 1(20,0)

0s3.5 85 1 0 1 0 0 0 2(2,4) 0(0,0)

T2 0s2.1 98 1 1 4 0 0 0 6 (6,1) 1(16,7)
0s2.2 72 0 2 4 0 1 0 7(9,7) 0 (0,0)

0s2.3 74 5 1 1 0 0 0 7(9,5) 4 (57,1)

0s2.4 83 0 2 1 0 0 0 3(3,6) 1(33,3)

0s2.5 76 0 0 0 0 0 0 0 (0,0 0 (0,0

T4 Os4.1 79 1 0 6 1 0 0 8 (10,1) 3(37,5)
0Os4.2 78 0 0 2 1 0 0 3(3,8) 0(0,0)

0s4.3 82 0 0 0 0 0 0 0 (0,0 0 (0,0

Os4.4 75 4 0 0 2 0 0 6 (8,0) 0 (0,0

Os4.5 69 3 4 0 0 0 0 7(10,1) 4 (57,1)

2Codigo presente en cada planta y codigo presente méas frecuente (entre paréntesis) para cada linea celular.
bVariaciones observadas Ginicamente en la planta correspondiente; el porcentaje respecto a los marcadores
polimérficos en dicha planta aparece entre paréntesis.
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5. Discusion

El estudio de especies vegetales consideradas como modelos bioldgicos, ha sido
utilizado frecuentemente para investigar diversos aspectos relacionados con la variacion
somaclonal y, adicionalmente, la disponibilidad de diferentes metodologias de cultivo in vitro
y transformacion completamente estandarizadas para estas especies, ha permitido obtener
organismos modificados genéticamente de forma eficiente. Las especies Arabidopsis thaliana
(L) Heynh, Oryza sativa L. y Secale cereale L. poseen excelentes caracteristicas para el
analisis de la variacion somaclonal y de sus componentes epigenéticos. Diversos estudios
previos han demostrado que el uso de estas especies, empleando diferentes técnicas de cultivo
in vitro y marcadores moleculares, ha resultado muy eficaz para detectar distintos aspectos
relacionados con la inestabilidad genética y epigenética, como indican los trabajos realizados
hasta ahora en Arabidopsis (Polanco y Ruiz, 2002; Fras y col., 2007; Jiang y col., 2011;
Barkla y col., 2014; Ito y Tarutani, 2014; Wickramasuriya y Dunwell, 2015), en arroz (Gao y
col., 2009; La y col., 2011; Park y col., 2011; Miyao y col., 2012; Kantama y col., 2013;
Stroud y col., 2013; Wang y col., 2013; Main y col., 2015) y en centeno (Rakoczy-
Trojanowska, 2002; de la Puente y col., 2008; Ballesteros y col., 2009; Linacero y col., 2011,
Gonzélez y col., 2013; Targonska y col., 2013).

La variacion somaclonal se ha relacionado con mutaciones puntuales, reordenaciones
cromosomicos y cambios en el nivel de ploidia, que causan inestabilidad genética (Azman y
col., 2014). Ahora se sabe que la variacion inducida a traves de las técnicas in vitro, no solo se
relaciona con cambios en las secuencias nucleotidicas, sino que también se relaciona con los
cambios que inducen variacion a otro nivel como la metilacién del ADN vy activacion de
elementos maviles, dando lugar a cambios heredables en la expresion génica que no dependen
de modificaciones a nivel nucleotidica y que conducen a la variacién epigenética. La
epigenética hace referencia a la variacién hereditaria en la regulacion y la funcién de los

genes que no puede ser explicada por cambios en la secuencia de ADN.

La inestabilidad gendmica inducida por el cultivo de tejidos se puede analizar mediante
el estudio de las alteraciones que se observan en los patrones de fragmentos obtenidos por
digestion con endonucleasas del genoma de plantas regeneradas. En este trabajo se describen
los resultados obtenidos de dicho anélisis en las especies mencionadas que presentan unas
caracteristicas genomicas diferentes. Para ello, se han empleado dos tipos de marcadores
moleculares altamente reproducibles, metAFLP (Bednarek y col., 2007) y TMD (Kashkush y
Khasdan, 2007) por primera vez en dichas especies, que a diferencia de la mayoria de
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estudios en los que se han empleado anteriormente, han sido analizados mediante separacion

por electroforesis capilar empleando marcaje con fluorocromos en lugar de electroforesis en

gel.

Se ha seleccionado la separacion en capilar porque permite obtener la maxima
resolucion (un par de bases) en la identificacion de los marcadores y por tanto evita, en la
mayor medida posible, tanto la coincidencia de tamarios de fragmentos diferentes dentro de
una muestra como la homoplasia (misma migracion de fragmentos no homdélogos) cuando se
comparan distintas muestras, problemas que pueden afectar al analisis de los citados tipos de
marcadores (Meudt y Clarke, 2007). Ademas, se comprobaron individualmente todos los
marcadores detectados inicialmente como polimérficos, mediante el anlisis de forma manual
de todas las réplicas de los electroferogramas correspondientes tratando de reducir los

posibles errores de la anotacion primaria por software.

Los marcadores metAFLP y TMD son particularmente Utiles en el estudio de la
variacion somaclonal y su componente epigenético en plantas regeneradas a través de técnicas
de cultivo in vitro. Son marcadores evolucionados a partir de las técnicas AFLP y TD,
respectivamente, en las que se han sustituido las endonucleasas de restriccion originales por
otras que puedan tener bloqueada su actividad como consecuencia de la presencia de 5-metil
citosinas en su secuencia diana. De esta forma y dependiendo de las endonucleasas elegidas
se habla de unos tipos u otros de marcadores que hacen posible la deteccidn y discriminacion
de polimorfismos entre individuos tanto a nivel de secuencia nucleotidica (variabilidad
genética) como a nivel de estado de metilacion del ADN (variabilidad epigenética). Asi,
mientras los marcadores AFLP y TD (nicamente permiten detectar cambios a nivel de
secuencia, los marcadores MSAP (derivado de AFLP) y TMD permiten la deteccion de
cambios a nivel de metilacién y los denominados como metAFLP permiten identificar tanto
cambios a nivel de secuencia como alteraciones en el patrén de metilacion, permitiendo la
evaluacion de numerosas caracteristicas cuantitativas de la variacion observada en individuos

obtenidos por el cultivo de tejidos in vitro (Machczynska y col. 2014b).
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5.1 Endonucleasas de restriccion utilizadas para el estudio de la inestabilidad genética y

epigenética.

Los isoesquizomeros Hpall y Mspl, que reconocen la misma secuencia diana 5°-CCGG-
3’, han sido y contintan siendo la pareja de endonucleasas mas empleada para el analisis de
cambios a nivel de metilacion con distintas metodologias, entre las que se incluyen la
obtencion de marcadores MSAP y TMD. Sin embargo, la eleccion de las endonucleasas
Hpall y Mspl puede conducir a una interpretacion ambigua de los datos obtenidos y algunas
conclusiones pueden ser inconsistentes con el estado de conocimiento actual de la metilacion
del ADN de animales y plantas (Fulnecek y Kovaiik, 2014). Por un lado, la secuencia diana
5’-CCGG-3’ puede presentar tedricamente hasta 10 formas de metilacion distintas y no se han
realizado los ensayos de actividad para todas ellas. Ademas, Hpall y Mspl generan patrones
idénticos de digestion frente a distintas formas de metilacion de su secuencia diana, lo que no
permite detectar todos los cambios de metilacion en ese motivo, y también existe una
controversia respecto a la especificidad de Hpall para digerir secuencias hemimetiladas en la
citosina externa, que podria depender tanto de la concentracion de enzima usada como de los

tiempos de incubacion (Schulz y col., 2013; Fulneéek y Kovaiik, 2014).

Ambas endonucleasas, Hpall y Mspl, estan blogueadas por la metilacién completa de
ambas citosinas en las dos cadenas del ADN, por lo que no permiten una estimacion precisa
de los niveles de metilacion ni tampoco diferenciar polimorfismos originados por metilacion
completa de aquellos originados por cambio de secuencia nucleotidica. Ambas cortan cuando
no hay ninguna citosina metilada, mientras que Hpall (pero no Mspl) también corta si solo
estd hemimetilada la citosina externa y Mspl (pero no Hpall) también corta si solo la citosina
interna estd hemimetilada o metilada por completo, como demuestran los estudios de Butkus
y col. (1987), Ben-Hattar y Jiricny (1988), McClelland y col. (1994) y de Hou et al. (2004). A
pesar de las conclusiones de los citados trabajos, algunos autores consideran que Mspl no
corta cuando la citosina interna estd hemimetilada (Baurens y col., 2003; Guo y col., 2007; Li
y col., 2007; Salmon y col., 2008) o bien que Hpall también corta cuando la citosina interna
estd hemimetilada (Li y col., 2002; Bardini y col., 2003; Chakrabarty y col., 2003; Portis y

col., 2004; Hao y col., 2004; Hanai y col., 2010) generando interpretaciones contradictorias.

Ademas, en el caso concreto de los marcadores MSAP en los que se emplea como
enzima de corte poco frecuente a EcoRI, también puede verse comprometida la actividad

cuando las citosinas de su secuencia diana 5’-GAATTC-3’ estan metiladas en ambas cadenas
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y, por lo tanto, no todos los cambios en los patrones de MSAP reflejan cambios en sitios
Mspl/Hpall (Fulnecek y Kovarik, 2014).

Como alternativa a los inconvenientes que plantea el uso de Hpall y Mspl junto a EcoRl
para obtener marcadores MSAP, Bednarek y col. (2007) utilizaron por primera vez la variante
metAFLP de la técnica MSAP empleando la combinacion de endonucleasas Acc65l y Kpnl
(como enzimas de corte poco frecuente que reconocen la secuencia diana 5’-GGTACC-3 que
puede verse afectada por metilacion) y a la endonucleasa Msel como enzima de corte
frecuente que reconoce la secuencia 5°-TTAA-3’. Segun Bednarek y col. (2007), estas
endonucleasas permiten analizar tanto los cambios a nivel de secuencia nucleotidica como los
cambios por metilacion en plantas regeneradas porque Acc65l es sensible a la presencia de
5metil-citosina en su secuencia de reconocimiento mientras que Kpnl no esta afectada por el
estado de metilacion. En los distintos trabajos publicados hasta la fecha en los que se han
empleado marcadores metAFLP se indica esta misma interpretacion (Fiuk y col., 2010; Lu et
al., 2012; Chwedorzewska and Bednarek, 2012; Machczynska y col. 2014b; Machczynska y
col. 2015). Sin embargo, la informacion disponible en la base de datos de referencia sobre
endonucleasas de restriccion, REBASE (Roberts y col. 2015; The Restriction Enzyme
Database, http://rebase.neb.com), aporta detalles concretos respecto la sensibilidad de Acc65I
y contradice, en parte, la interpretacion como no sensible de Kpnl.

Actualmente, en REBASE se sefiala que el estado metilado de la citosina terminal en la
doble cadena (5 GGTAC5mC 3’/ 3° 5SmCCATGG 5°) impide el corte por Acc651, mientras
que cuando estd hemimetilada se presenta una tasa del 20 % de sitios digeridos. Dichos datos
estan avalados por observaciones de la empresa Fermentas UAB (Vilnius, Lituania) no
publicadas. No existe informacion disponible respecto a como afecta la metilacion de la

citosina interior (en la doble cadena o en estado hemimetilado) a la actividad de Acc65I.

Para Kpnl, se indica que tanto el estado metilado de la citosina terminal en la doble
cadena (5 GGTAC5SmC 3’/ 3° SmCCATGG 5’) como su estado hemimetilado no afectan al
corte, segun datos no publicados de la empresa New England Biolabs (Ipswich, MA,
EE.UU.). También se sefiala que el estado hemimetilado de la citosina interior tampoco
impide el corte, segin datos no publicados de la empresa Megabase Research Products
(Lincoln, NE, EE.UU.). Por otra parte, se ha descrito que el estado hemimetilado simultaneo
en las dos citosinas de la secuencia de reconocimiento impide parcialmente la digestion por

Kpnl, siendo necesarias altas concentraciones de la endonucleasa para conseguir la digestion
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del 100% de los sitios (Nelson y col., 1992) y que el estado metilado de la citosina interior en
la doble cadena (5 GGTASmCC 3° / 3 CSmCATGG 5’°) impide totalmente la digestion por
Kpnl (Korch y Hagblom, 1986; Gunn y col., 1992).

En resumen, las enzimas Acc65l y Kpnl se comportan de manera diferente y concreta
respecto al estado de metilacion de la citosina terminal y se desconoce actualmente como le
afectan a Acc65l los posibles estados de metilacion de la citosina interior mientras que si
existen datos sobre sensibilidad de Kpnl en dicha situacién, pero estos ultimos no han sido
tenidos en cuenta en la interpretacion propuesta por Bednarek y col. (2007) ni en la
modificacion de Machczynska y col. (2014b) para marcadores metAFLP. Por lo tanto, el
empleo de esta pareja de isoesquizémeros para el analisis del cambio de estado de metilacion
a nivel gendmico implica asumir un posible desajuste en la interpretacion de los resultados
gue se obtienen, si para ello se tiene en cuenta Unicamente el estado de metilacion de la

citosina externa.

En este trabajo se han empleado las endonucleasas Acc651 y Kpnl para la obtencién de
marcadores metAFLP y se han interpretado los resultados obtenidos tanto empleando la
metodologia publicada por Machczynska y col. (2014b) basada en la inicial de Bednarek y
col. (2007), como considerando los estados de metilacion que afectan a Kpnl. Ademas, se
trato de adaptar los marcadores TMD a las endonucleasas Acc651 y Kpnl, para aprovechar las
ventajas de analisis que permitirian discriminar entre cambios nucleotidicos y cambios en los
patrones de metilacion. Sin embargo, la frecuencia de su secuencia diana es baja dado que son
seis pares de bases, por lo que se originaban pocos marcadores y de un tamario superior al de
resolucion en el equipo de analisis empleado. Por ello, se desestimo el analisis de las muestras
con dichas endonucleasas, realizando la obtencion de marcadores TMD con las enzimas

descritas originalmente para esta metodologia, Hpall y Mspl.

Los resultados obtenidos con la pareja de isoesquizémeros Acc651 y Kpnl (marcadores
metAFLP) que reconocen la secuencia 5 GGTACC 3’ no deben ser comparados directamente
con los que se hayan obtenido con marcadores MSAP en los que se hayan empleado los
isoesquizomeros Hpall y Mspl como enzimas sensibles a la metilacion y que reconocen la
secuencia 5° CCGG 3’. Ello es debido a que las citosinas que presentan las secuencias de
reconocimiento de unas y otras enzimas se presentaran en estado metilado como consecuencia
de la actuacion de distintas rutas y actividades enzimaticas. En las plantas se ha encontrado 5-

metil citosina en tres contextos de secuencia: CG, CHG y CHH, siendo H cualquiera de los

153



Discusion

nucleétidos A, T o C. La metilacion en mCG se mantiene por MET1 pero también esta
controlada por VIM1 y por DDM1, la metilacion en mCHG es mantenida por CMT3 y por
KYP y en algunos loci esta también controlada por CMT3 y DRM2, la metilacion mCHH se
mantiene por la ruta RADM (small RNA-directed DNA methylation) y la metilacion de novo

en los tres contextos se establece generalmente por DRM2 (Miguel y Marum, 2011).

Por lo tanto, el contexto CG implica, para Hpall/Mspl, la posibilidad de metilacion de la
citosina interna en todas sus dianas en cualquiera de las dos cadenas mientras que para
Acc651/Kpnl se metilaria la citosina externa pero solo cuando exista una guanina siguiendo a
su secuencia diana en posicion 3’ o bien su secuencia diana esté precedida por una citosina en
su posicion 5°, siendo necesario que ocurran ambas situaciones para presentar metiladas las
dos cadenas. El contexto CHG implica, para Hpall/Mspl, la posibilidad de metilacion de la
citosina externa en sus dianas en cualquiera de las dos cadenas mientras que para Acc651/Kpnl
se pueden metilar tanto la citosina interna como la externa segun las secuencias situadas en
los extremos 5’ y 3° de sus secuencias diana, bien en una o en las dos cadenas. Finalmente, el
contexto CHH no genera metilacion en las secuencias diana para Hpall/Mspl mientras que
para Acc651/Kpnl se pueden metilar tanto la citosina interna como la externa segin las
secuencias situadas en los extremos 5’ y 3’ de sus secuencias diana, bien en una o en las dos
cadenas. En resumen, los procesos que regulan la metilacion de la citosina en los contextos
CG y CHG afectan a las secuencias diana de ambas parejas de isoesquizémeros, mientras que

el contexto CHH Unicamente afecta a las secuencia diana de la pareja Acc651/Kpnl.
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5.2 Deteccion y polimorfismo de marcadores moleculares metAFLP

El empleo de marcadores metAFLP ha resultado eficaz en este estudio tanto para
comparar los niveles de metilacion y polimorfismo presentes en los individuos de la
poblacion control y en plantas regeneradas obtenidas a partir de individuos de esas mismas
poblaciones, como para analizar la variacion somaclonal presente en las plantas clénicas
obtenidas en las distintas lineas celulares de las tres especies estudiadas. Los marcadores
metAFLP son altamente reproducibles y también han sido utilizados en la identificacion de
cambios a nivel de secuencia nucleotidica y cambios en los patrones de metilacién del ADN
en plantas regeneradas por cultivo de tejidos de cebada (Bednarek y col, 2007), de Gentiana
pannonica (Fiuk y col., 2010) y de triticale (Machzczynska y col., 2014b; Machzczynska y
col., 2015).

En cuanto al primero de los aspectos, hay que resaltar que en dos de las especies
estudiadas, Arabidopsis y centeno, el nimero total de marcadores distintos observados fue
claramente superior en la poblacion control que en las plantas regeneradas, mientras que en
arroz se obtuvieron valores no significativamente diferentes en ambos grupos. Estas
diferencias tuvieron como causa el numero de motivos que pueden ser cortados por las
endonucleasas a nivel individual, de tal forma que el numero total de marcadores por planta
fue inferior en las plantas obtenidas por regeneracion tanto de Arabidopsis como de centeno.
Ambas endonucleasas, Acc65l y Kpnl, individualmente generaron un menor nimero de
fragmentos lo que apunta a que se han producido cambios nucleotidicos que implican la
pérdida de dianas, ademas de cambios hacia estados de metilacion que impiden la actuacion

de estas enzimas.

Al analizar la presencia a nivel individual de los distintos tipos de marcadores metAFLP
(11, 01 y 10) queda patente que las diferencias observadas en Arabidopsis y centeno tienen un
origen diferente en cuanto a los cambios a nivel de metilacion. En Arabidopsis mostraron
diferencias significativas los sitios no metilados (11) y metilados (01) de tal forma que las
plantas regeneradas presentaron mas sitios metilados y menos sitios no metilados que las
plantas de la poblacién original. Este mismo patron también se observo en los dos grupos de
cebadores analizados que diferencian contextos de metilacion. Los valores medios estimados
de metilacion en las plantas regeneradas fueron del 7,50 % usando los marcadores de Kpnl y
del 7,78 % con el método de Machzczynska y col. (2014 b), frente al 3,2 % en las plantas de
la poblacion calculado usando los marcadores de Kpnl.
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Las plantas regeneradas y transgénicas de Arabidopsis se obtuvieron mediante un
proceso de organogénesis en dos pasos, pre-incubando explantes de raiz durante poco tiempo
en un medio de induccidn de callo rico en auxina (CIM) seguido por el cultivo prolongado en
un medio de induccion de tallos rico en citoquinina (SIM). Che y col. (2007) identificaron un
grupo de genes que son esenciales para la organogénesis de novo y que estan
sobreexpreséndose en el medio SIM Unicamente si el explante se incubd previamente en CIM.
Recientemente, Shemer y col. (2015) han propuesto que la presencia de citoquinina lleva a
una dilucion en el nivel de metilacion del DNA que permite que estos genes respondan en el
medio SIM, al comprobar que explantes de raiz de plantas mutantes incapaces de metilar los
sitios CHG y CHH e incubados directamente en medio SIM son capaces de regenerar tallos.
Proponen que ello es debido a que en el medio SIM la expresién del gen CMT3, que codifica
para la metiltransferasa que mantiene metilados los sitios CHG durante la replicacién del
ADN, se reduce a menos de la mitad, por lo que Shemer y col. (2015) consideran que la
competencia para la regeneracion en Arabidopsis estéd regulada por la metilacion en los sitios
CHG. Después la metilacion del DNA en los sitios CHG debe restablecerse para reprimir los

genes que han permitido la organogénesis.

Nuestros resultados indican que los niveles de metilacion global presentes en las plantas
regeneradas de Arabidopsis obtenidas directamente de los explantes son superiores a los que
presentan las plantas control de la poblacién. Una posible explicacion podria radicar en la
presencia en altas concentraciones de auxinas en el medio de enraizamiento usado, en el que
las plantas permanecen 30 dias después de la obtencion de los tallos regenerados, puesto que
Shemer y col. (2015) también comprobaron que el gen CMT3 se sobreexpresa en explantes de
Arabidopsis hasta tres veces mas en presencia de medio rico en auxina. La metilacion en el
contexto CHG, que es mantenida por CMT3 (Law y Jacobsen, 2010), seria detectada por los
dos grupos de cebadores usados, afectando en uno a la citosina interna (grupo CCGN) y en el
otro a la externa (grupo CCWG) por lo que en ambos grupos se esperarian resultados

similares, como ha ocurrido en los resultados obtenidos.

En centeno mostraron diferencias significativas los marcadores de tipo 01,
correspondientes a sitios metilados, y los de tipo 10, que podrian estar asociados a estados de
metilacion de la citosina interna de la secuencia diana, presentando las plantas regeneradas,
menos sitios metilados que las plantas de la poblacion de origen, al contrario de lo observado
en Arabidopsis. El andlisis de los contextos de metilacién también presentd el mismo el

mismo patron de diferencias significativas. El valor medio estimado de metilacion para la
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plantas regeneradas fue del 18,6 % usando los marcadores de Kpnl y de 21,56 % con el
método de Machzczynska y col., (2014 b) frente al 30,3 % de las plantas de la poblacion
obtenido con los marcadores de Kpnl. Hay que resaltar que estos porcentajes medios de
metilacién son muy similares a los obtenidos por Gonzalez y col. (2013) para los motivos 5’-
CCGG-3’ en el mismo cultivar de centeno empleando marcadores MSAP, que fueron del
20,19 % en plantas regeneradas y del 30,28 % para las plantas control, coincidiendo los
resultados en cuanto al estado de menor metilacion global en la plantas regeneradas respecto a

las de la poblacion de origen.

Por su parte, en arroz se observd un menor nimero medio fragmentos generado por
Acc651 en las plantas regeneradas que apunta a una mayor presencia de sitios metilados, pero
la diferencia con la poblacién control no fue estadisticamente significativa. El valor medio de
metilacién estimado para las plantas regeneradas fue del 14,2 % (con un rango de variacion
entre el 10,0 % y el 23,0 %) usando los marcadores de Kpnl y del 15,48 % con el método de
Machzczynska y col. (2014 b) frente al 9,9 % (con un rango de variacion entre el 7,5y el 14,9
%) de las plantas de la poblacion, lo que indica un aumento global de sitios metilados, al igual
que en Arabidopsis. Wang y col. (2013) obtuvieron la tasa de metilaciébn con marcadores
MSAP para la misma variedad Nipponbare de arroz en plantas obtenidas de semilla, callos y
plantas regeneradas, siendo del 14 % en los dos primeros casos y oscilando entre el 13 % vy el
15 % en las cuatro plantas regeneradas que analizaron, por lo que apenas detectaron

diferencias entre estos grupos.

Las plantas regeneradas de arroz y centeno, a diferencia de las de Arabidopsis, fueron
obtenidas por embriogénesis somatica a partir de embriones cigoticos inmaduros. En ambos
casos se obtuvieron callos embriogénicos en medios suplementados con la auxina 2,4-D como
paso intermedio, pero los callos de arroz fueron incubados posteriormente durante 5 dias en
medio RE-III rico en la citoquinina quinetina para la regeneracion de plantulas antes de ser
pasados a medios de cultivo de enraizamietno libres de reguladores. Por lo tanto el
tratamiento con distintos reguladores podria ser una de las causas de los distintos resultados
obtenidos ya que Shemer y col. (2015) demostraron los diferentes niveles de expresion de la
metiltransferasa CMT3 de Arabidopsis en presencia de auxinas y citoquininas. En este
sentido, Xiao y col. (2007) proponen que la metilacion del DNA puede estar directa o
indirectamente involucrada en la regulacion del transporte polar de auxinas durante la
embriogénesis temprana, y también Wickramasuriya y Dunwell (2015) sugieren que los

niveles elevados de expresion de los genes relacionados con la metilacion de citosinas que
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observaron en embriones sométicos de Arabidopsis pueden estar ligados a las rutas de

sefializacion que tienen lugar durante la embriogénesis in vitro.

Stroud y col. (2013) realizaron una secuenciacion con bisulfito (BS-seq) del genoma
completo de arroz en varias lineas regeneradas y en plantas control, para obtener la medida de
su metilacion con una resolucion a nivel de nucle6tido, que ademés permite diferenciarla en
sus distintos contextos. Sus resultados indican una pérdida significativa de metilacion en las
plantas regeneradas respecto a las no regeneradas que ademas fue ampliamente estable a lo
largo de las generaciones, siendo una pequefia proporcion de sitios del genoma los que son
particularmente susceptibles a la pérdida de metilacion. Dicho nivel de resolucion a nivel
gendémico no es comparable al obtenido en este trabajo con varios cientos de marcadores
metAFLP y quiza la diferencia en los resultados obtenidos en arroz se deba a que no exista
una distribuciéon gendmica aleatoria de los motivos detectados por metAFLP y no se hayan
detectado un numero considerable de las regiones caracterizadas por Stroud y col (2013)

donde se acumula la pérdida de metilacion.

En este sentido Machczynska y col. (2015) observan en triticale que los valores de las
estimaciones de metilacion global en plantas regeneradas y donantes con marcadores
metAFLP son alrededor de la mitad del valor obtenido con analisis por cromatografia liquida
de alta resolucion RP-HPLC para la 5-metildeoxicitidina, por lo que proponen que es posible
que los marcadores metAFLP reflejen diferencias en regiones gendmicas particulares en vez
de estar distribuidos regularmente a largo del genoma completo. Bednarek y col. (2003)
realizaron, en centeno, un mapeo de marcadores AFLP descubriendo que no se distribuian
regularmente por los cromosomas, sino que formaban clusters de marcadores estrechamente
ligados. Sin embargo, Wang et al. (2013) comprobaron que las alteraciones genéticas
detectadas con marcadores AFLP y epigenéticas detectadas con marcadores MSAP en plantas
regeneradas de arroz se distribuyen aleatoriamente entre los cromosomas de esta especie. En
cualquier caso, la estimacion de metilacion global con marcadores metAFLP puede estar
ademas afectada por potenciales imprecisiones en la interpretacion del comportamiento de las

endonucleasas utilizadas, como se discutiod anteriormente.

Una mayor tasa de metilacion como consecuencia del cultivo de tejidos se ha descrito
en tomate (Smulders y col., 1995), mirto (Parra y col., 2001), guisante Smykal y col. 2007),
en banano (Peraza-Echeverria y col., 2001) y en Gentiana pannonica (Fiuk y col., 2010). En

otras especies no se han observado diferencias en los niveles de metilacibn como en
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Codonopsis lanceolata (Guo y col., 2007), guisante (Smykal y col. 2007) o Gardenia
jasminoides (Wu vy col., 2012). Por el contrario, se ha descrito un descenso en los niveles de
metilacion asociado al cultivo de tejidos en otras plantas como soja (Quemada y col., 1987),
maiz (Kaeppler y Phillips 1993), palma (Matthes y col., 2001), rosa (Xu y col., 2004), cebada
silvestre (Li y col., 2007) y triticale (Machczynska y col., 2015). En Arabidopsis también se
ha descrito un descenso de metilacion en callos desdiferenciados analizando el motivo 5°-
CCGG-3’, descenso que se ha visto incrementado por la presencia de kanamicina y
dependiente de su dosis (Bardini y col., 2003). En nuestro caso hemos observado en
Arabidopsis y arroz una mayor metilacion pero en un motivo distinto (5-GGTACC-3") y en
plantas regeneradas y no se ha observado diferencias significativas entre las plantas
regeneradas y las pantas transgénicas que han pasado por cultivo con kanamicina. Por lo
tanto, el comportamiento del estado de metilacion a nivel global es diferente en distintas
especies y pude estar influida tanto la técnica de cultivo empleada como el fondo genético de
las plantas empleadas (Wang y col. 2013; Machczynska y col. 2015).

El analisis separado de las diferencias en los patrones de metilacion segun el contexto
es particularmente interesante porque las alteraciones en su estado de metilacién dependen de
diferentes familias de metiltransferasas y, por tanto, podrian ser reguladas de forma
independiente (Finnegan 2010). Dependiendo de la especie, la ocurrencia de la metilacion
segun el contexto puede variar. Estudios realizados en Arabidopsis thaliana, respecto a los
niveles de metilacion de ADN a escala gendmica revelaron que aproximadamente el 24%,
6,7% y 1,7% de las secuencias CG, CHG y CHH presentan metilacion, respectivamente
(Cokus y col., 2008). Estos valores son muy proximos a los que fueron calculados
posteriormente por Feng y col. (2010) de 22,3 %, 55,92 % y 1,51 % de las secuencias CG,
CHG y CHH metiladas. En el arroz, el ADN estad metilado en los tres contextos (CG, CHG,
CHH), con niveles muy altos de metilacién CG (59,4 %), moderados en CHG (20,7 %) y
niveles muy bajos (2,18 %) en CHH (Feng y col., 2010).

En nuestro estudio, los cambios en el contexto CG se veran reflejados en los marcadores
metAFLP que hemos obtenido con los cebadores del grupo CCNG y los cambios en el
contexto CHH en los marcadores del grupo CCWG, pero los cambios en el contexto CHG
afectan a ambos grupos (en distintas citosinas de la secuencia diana de las endonucleasas
utilizadas) por lo que no pueden cuantificarse y ademas pueden compensar los que ocurran en
los otros dos contextos. Por ello, en este trabajo no se ha asignado la variacion observada en
los marcadores de cada grupo de cebadores a contextos de metilacion especificos. En
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cualquier caso, nuestros resultados revelaron diferencias entre la poblacion control y las lineas
celulares regeneradas en ambos grupos de cebadores usados, tanto en Arabidopsis como en
centeno, mientras que en arroz las diferencias no fueron significativas. También se observé un
mayor porcentaje de polimorfismo en los marcadores del grupo CCGN tanto entre plantas
control como en las lineas celulares, que se corresponde con la deteccion de los contextos CG
y CHG que son los que acumulan la mayor frecuencia de sitios metilados en Arabidopsis y
arroz (Feng y col., 2010). Las pérdidas de metilacion observadas en plantas regeneradas de
arroz por Stroud y col. (2013) se localizaron en los tres contextos, estando asociada la pérdida

en CG con la pérdida en el contexto CHG y en menor medida en el contexto CHH.

En cuanto a la variacion somaclonal presente en las plantas clonicas obtenidas en las
distintas lineas celulares de las tres especies estudiadas, hay que destacar que el principal
componente es genético mas que epigenético. Esta conclusion esta avalada tanto por el
porcentaje de marcadores metAFLP polimorficos que pueden ser asignados especificamente a
cambios de metilacién, como por los porcentajes de cada tipo de variacion calculados con la
metodologia de Machzczynska y col., (2014 b). Este resultado coincide con el obtenido en
arroz por Wang y col. (2013) quienes analizaron en las mismas muestras marcadores AFLP
para el componente genético y marcadores MSAP para el epigenético. Sin embargo, en otras
especies estudiadas con AFLP y MSAP se encontraron frecuencias similares para ambos tipos
de variaciones, como en sorgo (Zhang y col., 2009) y maiz (Yu y col, 2011) por lo que Wang
y col. (2013) proponen que las alteraciones genéticas y epigenéticas no estan acopladas y, por
tanto, estan controladas por distintos mecanismos, como también corroboraron los analisis de
expresion de genes involucrados en la reparacion y metilacion del ADN que realizaron en

dicho estudio.

Los valores medios de porcentaje de motivos 5'-GGTACC-3’ afectados por el cultivo
de tejidos, calculados con la metodologia de Machzczynska y col. (2014 b), fueron similares
en arroz (9,18 %) y centeno (8,96 %) y bastante menor en Arabidopsis (3,97 %). Los valores
en arroz y centeno fueron proximos al obtenido por Bednarek y col. (2007) en cebada (7,0 %)
aunque todos ellos son inferiores a los obtenidos en Gentiana pannonica (15,7 %, Fiuk y col.,
2010) y en triticale (19,0 %, Machczynska y col. 2014b; 29,1 %, Machczynska y col. 2015),
valores que fueron calculados con la misma metodologia empleando marcadores metAFLP.
En plantas regeneradas de centeno, se ha descrito un porcentaje del 2,90 % de marcadores

ISSR polimérficos en (Linacero y col. 2011) y del 9,01 % de marcadores MSAP (Gonzalez y
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col. 2013) que es un valor practicamente idéntico al obtenido con metAFLP en centeno y

arroz.

En las distintas especies que han sido analizadas con marcadores metAFLP hasta la
fecha existen diferencias, en cuanto al reparto de la variacion detectada, entre cambios de
secuencia y sitios afectados por cambios de metilacion. Nuestros resultados respectivos son
en Arabidopsis de 2,3 % frente a 1,7 %, en arroz de 4,7 % frente a 4,5 % y en centeno de 5,7
% frente a 3,2 %. En triticale también se ha observado mayor frecuencia de cambios de
secuencia (11, 4 % frente a 7, 6 %, Machczynska y col. 2014b; 19,2 % frente a 10,6 %,
Machczynska y col. 2015) mientras que en cebada ha sido al contrario (1,7 % frente a 3,5 %,
Bednarek y col., 2007) y en Gentiana pannonica la diferencia ha sido muy pequefia (3,3 %
frente a 3,5 %, Fiuk y col., 2010). Wang y col. (2013) comprobaron en arroz que las
alteraciones genéticas detectadas con marcadores AFLP fueron prevalentes respecto a las
alteraciones epigenéticas detectadas con marcadores MSAP. Sin embargo, en centeno la gran
mayoria de las variaciones observadas con marcadores MSAP se atribuyeron a cambios en el

estado de metilaciéon (Gonzalez y col. 2013).

En todas las lineas celulares de las tres especies analizadas en este trabajo, se han
observado cambios en las plantas regeneradas que implican tanto ganancias como pérdidas de
grupos metilo, respecto al estado mas frecuente de las plantas clénicas de la misma linea, y
aunque a nivel de planta individual se presentaron todas las situaciones posibles, al
considerarlas en conjunto fue mayor la proporcion de ganancias respecto a la de pérdidas de
metilacion. En concreto en Arabidopsis el valor medio de sitios que perdieron metilacién fue
del 0,55 % frente al 1,14 % de sitios metilados de novo, en arroz fue del 1,18 %% frente al
3,31 % y en centeno fue del 1,22 % frente al 2,00 %, respectivamente. También se habia
detectado con marcadores MSAP en centeno un mayor numero de cambios que implican
ganancia de metilacién que de cambios de pérdida de metilacion comparando individuos de la
misma linea celular (Gonzalez y col. 29013), a pesar de que las plantas regeneradas
presentaban una tasa global de metilacion menor que las plantas control. A este respecto hay
gue tener en cuenta que se ha comparando entre plantas ya regeneradas de una misma linea
celular y no directamente con el explante del que proceden cada una de ellas, por lo que es
posible que exista una distribucion heterogénea de las citosinas metiladas en una de las cada
planta regeneradas que daria lugar a los resultados obtenidos. Asi, Stroud y col. (2013)
indican que los resultados de su mapeo de secuenciacion con bisulfito del genoma de arroz

sugieren que cada planta regenerada presenta un patron distinto de metilacion del ADN a
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pesar de provenir de un mismo origen y que el cultivo de tejidos induce cambios de
metilacion de forma estocastica afectado a cada planta individual de manera diferente.

A pesar de estas diferencias a nivel de planta individual, también se ha descrito un
comportamiento no aleatorio de la variacion somaclonal a lo largo de los genomas en distintas
especies, existiendo regiones que son mas propensas a acumular los cambios. Esa distribucion
no aleatoria se ha descrito en estudios con marcadores moleculares en centeno (Linacero y
col., 2011; Gonzalez y col., 2013), cebada (Bednarek y col. 2007), lapulo (Peredo y col.
2006), sorgo (Zhang y col. 2009), Gentiana pannonica (Fiuk y col. 2010) y arroz (Shan y col.
2012) y también en estudios de secuenciacion masiva del genoma de plantas regeneradas de
Arabidopsis (Jiang y col. 2011) y arroz (Stroud y col., 2013). Los resultados obtenidos en el
presente trabajo indican la presencia en las tres especies estudiadas de una alta frecuencia de
marcadores polimorficos compartidos entre las plantas regeneradas de una misma linea
celular y una baja frecuencia de marcadores que se presentaron como polimérficos en una
Unica planta regenerada. Por lo tanto, aunque cada planta presenta un patron distinto de
variacion como proponen Stroud y col. (2013), también poseen zonas gendmicas donde se
acumulan cambios que comparten varias plantas regeneradas incluso procedentes de distintas

lineas celulares.

Es de destacar que en ninguna de las especies analizadas en este trabajo se observaron
diferencias significativas entre las plantas regeneradas y transgénicas en cuanto al analisis de
sus marcadores metAFLP. De forma similar Stroud y col. (2013) proponen que los cambios
en la metilacion del ADN que observan en plantas regeneradas no transformadas y en
regeneradas transgénicas de arroz estan causadas por el paso del cultivo in vitro y no se deben
al proceso de transformacion. En estudios previos Labra y col. (2004) empleando marcadores
AFLP y RAMP (Random Amplified Microsatellite Polymorphism), detectaron que los
cambios a nivel de ADN en plantas control y plantas transgénicas de Arabidopsis, obtenidas
sin usar procesos de cultivo in vitro, resultaron similares y con una frecuencia baja, pero que
en las plantas regeneradas resultaron mas frecuentes. Sin embargo, Bednarek y col. (2007)
indican que el modo de regeneracién no tiene efecto significativo respecto a los cambios de
secuencias y cambio en el estado de metilacion inducida por el cultivo de tejidos, comparando
los resultados obtenidos con marcadores metAFLP en plantas de cebada regeneradas por
androgénesis y por embriogénesis somatica. De esta forma sugieren que dicho planteamiento
contradice la afirmacion de que las plantas regeneradas que no pasen por una fase de callo son

menos propensos a la variacion somaclonal en comparacién con las obtenidas después de una
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fase de callo, necesaria en la obtencion de plantas transformadas con Agrobacterium.
También en Freesia hybrida (Gao y col., 2010) y en triticale (Machczynska y col. 2015) se
han observado valores similares en los cambios de secuencia y de metilacion para procesos de

regeneracion directa y de regeneracion indirecta pasando por un estado de callo.

Los resultados obtenidos en este trabajo aportan nuevas evidencias respecto a que se
producen cambios a nivel de secuencia nucleotidica y de estado de metilacion en los genomas
de Arabidopsis, arroz y centeno durante el cultivo in vitro de tejidos con una frecuencia lo

suficientemente alta como para ser una fuente importante de variacion en estas especies.
5.3 Deteccion y polimorfismo de marcadores moleculares TMD

El empleo de marcadores TMD (transposon methylation display) basados en la
metodologia descrita por Takata y col. (2007), resultd eficaz para analizar el estado de
metilacidn de secuencias cercanas a elementos transponibles (TE) de la poblacion control y en
plantas regeneradas y transformadas en Arabidopsis y arroz. Estos marcadores han sido
utilizados anteriormente con éxito para el andlisis de elementos transponibles (TE) y cambios
en los patrones de metilacion del ADN (Takagi y col., 2007; Gao y col., 2009; Kantama y
col., 2013; Azman y col., 2014).

El nimero total de marcadores detectado es proporcional al de sitios 5-GGCC-3" que
no se encuentran completamente metilados flanqueando a los TE en estudio. Este valor
mostré una tendencia diferente en Arabidopsis y arroz. Mientras que en Arabidopsis las
plantas regeneradas presentaron un mayor numero de sitios no completamente metilados que
la plantas control, en arroz no se observaron diferencias estadisticamente significativas entre
ambos grupos. En ninguna de las dos especies analizadas se observaron diferencias
significativas entre las plantas regeneradas y transgénicas en cuanto al nimero de marcadores

TMD o el polimorfismo que presentaron cada uno de estos grupos de plantas.

En Arabidopsis se obtuvo un considerable mayor nimero de marcadores para los TE
copia y TRIM que para gypsy y SINE por lo que Unicamente fue posible realizar el analisis
independiente para los marcadores de los dos primeros. Comparado con otras especies
vegetales, la proporcién de TEs en en genoma de Arabidopsis es baja, aproximadamente un
10 % (The Arabidopsis Genome Initiative, 2000), pero esta baja proporcidon no se debe a la

falta de diferentes familias de TE ya que en Arabidopsis se encuentran todas las familias de
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TE conocidas en las plantas (Joly-Lopez y Bureau, 2014), sino que es debido al bajo nimero
de copias para cada una de estas familias de TE (Ito y Kakutani, 2014).

Las diferencias observadas a nivel global entre las plantas regeneradas y las control
también se detectaron individualmente para las regiones proximas a los TE copia y TRIM. Por
lo tanto, estos resultados en obtenidos en Arabidopsis indican que a diferencia de la mayor
tasa de metilacion global detectada con los marcadores metAFLP en las plantas regeneradas
respecto a las control, se detectdé una mayor presencia de motivos no completamente
metilados y también de motivos no metilados en proximidad a diferentes TEs. Ademas,
comparando los marcadores entre las plantas regeneradas de la misma linea celular, se
observaron todos los tipos de variacion en el motivo 5’-CCGG-3’ tanto de ganancia de grupos
metilo en la citosina interna, pérdida en la citosina interna, ganancia de hemimetilacién en la
citosina externa, pérdida de hemimetilacion en la citosina externa como de procesos de
ganancia y pérdida simultanea en cada una de las citosinas, todos ellos en frecuencias muy
bajas y con valores préximos distribuidos heterogéneamente entre las plantas regeneradas de

una misma linea celular.

Muchos de los TEs de plantas presentan una alta metilacion tanto en los sitios CG como
en los no-CG (Cokus y col., 2008; Lister y col. 2008) y la importancia de la metilacion en el
control de los TE se ha demostrado directamente usando mutantes para los genes relacionados
con el establecimiento y mantenimiento de la metilacion del ADN. Asi, se ha demostrado en
mutantes de Arabidopsis que presentan una metilacion gendmica reducida que una variedad
de TE pasan a estar desreprimidos y movilizados (Singer y col., 2001; Miura y col., 2001,
Kato y col., 2003; Lippman y col., 2004; Tsukahara y col., 2009; Mirouze y col., 2009). Se ha
comprobado que algunos TEs como COPIA93/EVADE y VANDAL21/Hiun se movilizan en
mutantes MET1, la metiltransferasa que mantiene la metilacién en sitios CG (Mirouze y col.,
2009; Tsukahara y col., 2009), mientras que otros como CACTA y GYPSY3 necesitan de
dobles mutaciones en MET1 y CMT3 (metiltransferasa para sitios no-CG) para su
movilizacion, lo que sugiere que tanto la metilacion en CG como en sitios no-CG esta
involucrada en su inmovilizacion en Arabidopsis (Kato y col.,. 2003; Tsukahara y col., 2009).
La secuencia diana de las endonucleasas utilizadas para la obtencion de los marcadores TMD
se ve afectada por ambos tipos de metilacion, reflejando un descenso en la metilacion global

de ambos contextos de metilacion.
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Sin embargo, el estudio de varias lineas de plantas regeneradas de Arabidopsis realizado
por Jiang y col. (2011) detect6 un amplio espectro de cambios moleculares como
sustituciones de bases, inserciones y deleciones, de tal forma que proponen que la mayor
causa de la variacion somaclonal de las lineas de plantas regeneradas estudiadas son la
sustitucion de bases, mientras que la movilidad de los transposones es muy improbable que
contribuya sustancialmente a dicha variacion. Esta conclusién se basa en los datos de
secuenciacion masiva del genoma de cinco plantas regeneradas R1, analizados para la
presencia de varias clases de transposones como CACTA, COPIA, gypsy, hAT, no-LTR que
determind la ausencia de transposiciones detectables.

En arroz no se observaron diferencias significativas en los marcadores TMD entre las
plantas de la poblacion control y las plantas de las distintas lineas de plantas regeneradas y
transgénicas en cuanto al nimero total de marcadores detectados que implican la presencia de
sitios no metilados o parcialmente metilados. El andlisis individualizado para cada uno de los
TE analizdos (Tosl17, Karma, nDart y mPing) tampoco presentd diferencias entre ambos
grupos de plantas. La tasa de polimorfismo también fue similar en ellos siendo un bajo
porcentaje de los marcadores polimorficos el que se pudo asignar especificamente a cambios
de estado de metilacién, aunque en este caso si que fue mayor en las plantas regeneradas el
porcentaje de marcadores polimorficos debidos a cambos de metilacion. Comparando los
marcadores entre las plantas regeneradas de la misma linea celular, se observaron casi todos
los tipos de variacion en el motivo 5’-CCGG-3’ que implican ganancias o pérdidas de grupos
metilo en la citosina interna o en la citosina externa, todos ellos en frecuencias bajas y

distribuidos heterogéneamente entre las distintas plantas de una misma linea celular.

En arroz, el 35 % del genoma esta constituido por TEs (International Rice Genome
Sequencing Project 2005) y entre ellos los MITES son numéricamente predominantes,
constituyendo el 8,6 % del genoma (Chen y col. 2012). Miniature Ping (mPing) de 0,43 Kb
fue el primer MITE activo identificado en el genoma de arroz y su ndimero de copias
permanece a un bajo nivel en la mayoria de los cultivares, con menos de 10 copias en los
cultivares de japonica tropicales e indica y un namero aproximado de 50 copias en los
cultivares de clima templado de japonica aunque para Nipponbare, la variedad empleada en
este trabajo, es valor estimado es de 70 copias (Jian y col., 2003). EI nimero medio de
marcadores TMD detectado por planta para mPing ha sido de 35,5 en la plantas control y de
34,5 en las regeneradas y transgénicas, comprobando que mas del 76 % de los motivos 5°-

CCGG-3’ de cada planta situados en proximidad a mPing no estan metilados (marcadores tipo
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11). Aunque la transposicion de mPing esta suprimida en la mayoria de los cultivares de
arroz, se ha comprobado que puede ser activada en condiciones de estrés como el cultivo de
tejidos (Jian y col., 2003; Kikuchi y col. 2003), irradiacion con rayos gamma (Nakazaki y col.
2003) o altas presiones hidrostacticas (Lin y col. 2006). Ademas, existen lineas como
japonica EG4 donde mPing se transpone activamente durante la embriogénesis sin la
presencia de estrés (Teramoto y col. 2014). La baja metilacion detectada para mPing en las
plantas regeneradas y transgénicas de arroz obtenida en este trabajo podria posibilitar la

activacion de mPing.

Los transposones Tosl7 y Karma también pueden activarse durante el cultivo de
tejidos. Tos17 presenta un tamafio de 4,1 kb y su numero de copias es muy bajo, entre una y
cinco dependiendo del cultivar. Nipponbare presenta Unicamente dos copias por genoma
haploide pero Hirochika y col. (1996) comprobaron que el nimero de copias de Tosl7 se
incrementa con los periodos prolongados de cultivo detectando entre 5 y 30 copias en plantas
regeneradas y transgénicas de la variedad Nipponbare. EI nimero de marcadores TMD
detectado a nivel individual en el presente trabajo ha oscilado entre 3 y 19 que
corresponderian a copias en las que los motivos 5’-CCGG-3 proximos no estan
completamente metilados. En concreto el porcentaje de sitos detectados como no metilados ha
oscilado entre 25 % y 100%. En las plantas de la poblacién se han detectado entre 9 y 18
marcadores TMD, por lo que aparentemente cada copia de Tos17 genera mas de un marcador,
quiza debido a la no completa digestion del ADN en determinados estados de metilacién por

las endonucleasas utilizadas, como se comentd anteriormente.

Karma es un retrotransposon de tipo LINE que también se activa por el cultivo de
tejidos bajo hipometilacién del ADN (Komatsu y col. 2003). En la variedad japonica cv.
Nipponbare se ha establecido que presenta una copia completa y otras nueve copias truncadas
en su extremo 5°. Komatsu y col. (2003) no detectaron un incremento de copias en las células
cultivadas ni en las hojas de plantas RO regeneradas a partir de ellas. Sin embargo si que
observaron un incremento bien en plantas de la R1 en unas lineas celulares o en plantas de la
R2 en otras lineas celulares. Ademas comprobaron que las propias secuencias de Karma
presentaban unos niveles de metilaciébn mas bajos en las células cultivadas y en las plantas
regeneradas que en las plantas control. En el presente trabajo se han analizado plantas RO y no
se han observado diferencias en el numero de marcadores TMD entre plantas control y
regeneradas que hubieran reflejado diferencias de metilacion en las regiones flanqueantes y

no en la propia secuencia de Karma.
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El elemento nDart de 0,6 kb es otro de los transposones end6genos activos en arroz que
pertenece a la familia hAT. En el genoma del cultivar Nipponbare se han encontrado 18 copias
de secuencias relacionadas con nDart y aproximadamente otras 60 copias de otros elementos
relacionados pero mayores de 2 kb, de los que algunos codifican para transposasas putativas
(Tsugane y col., 2006). Hasta la fecha no se ha descrito activacion de este transposon por
cultivo de tejidos. Nuestros resultados muestras un nimero de marcadores TMD entre 3y 15
para la mayor parte de las plantas analizadas, con la excepcion de dos plantas regeneradas que
mostraron valores muy elevados de 27 y 38 marcadores, lo que implica una mayor presencia

en ellas de motivos no completamente metilados en proximidad a las copias de nDart.

En cualquier caso, hay que tener en cuenta que el analisis realizado por Takata y col.
(2007) de caracterizacion del estado de metilacion que flaquea a 12 familias de TE en arroz,
determind que en la vecindad de los retrotransposones tiende a presentarse una mayor tasa de
metilacion que en los propios transposones por lo que no pudieron correlacionar el nimero de
copias y el grado de conservacién de las familias de TE con el estado de metilacion de las
regiones que los rodean. Aunque demostraron que las familias de TE presentes en el genoma
de arroz pueden ser caracterizadas por el estado de metilacién de sus zonas flanqueantes,

siendo caracteristicas de cada TE.
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6. CONCLUSIONES

1. Se han empleado por primera vez los marcadores metAFLP en las especies Arabidopsis
thaliana (L) Heynh, arroz (Oryza sativa L.) y centeno (Secale cereale L.), siendo eficaces
tanto para comparar los niveles de metilacion y polimorfismo presentes en los individuos de
la poblacion control y en plantas regeneradas obtenidas a partir de individuos de esas mismas
poblaciones, como para analizar la variacion somaclonal presente en las plantas clénicas

obtenidas en las distintas lineas celulares de las tres especies estudiadas.

2. En cuanto a los niveles de metilacién, las tres especies han presentado distintos resultados
al comparar las plantas obtenidas por regeneracion con las de la poblacion control. En
Arabidopsis las plantas regeneradas presentaron mas sitios metilados y menos sitios no
metilados, en arroz no se observaron diferencias estadisticamente significativas y en centeno

las plantas regeneradas presentaron menos sitios metilados.

3. Las diferencias a nivel de secuencia nucleotidica son el principal componente del
polimorfismo detectado entre las plantas de la poblacion control con una menor incidencia de
los patrones de metilacion, mientras que en las plantas obtenidas por regeneracion los
polimorfismos de metilacion son un componente con mas importancia en la variacion

observada.

4. El componente principal de la variacion somaclonal presente en las plantas cldnicas
obtenidas por regeneracion en las distintas lineas celulares de las tres especies estudias es mas

a nivel de cambios nucleotidicos que de modificaciones en el estado de metilacion.

5. En todas las lineas celulares de las tres especies analizadas en este trabajo, se han
observado cambios en las plantas regeneradas que implican tanto ganancias como pérdidas de
grupos metilo, respecto al estado méas frecuente de las plantas clénicas de la misma linea, y
aunque a nivel de planta individual se presentaron todas las situaciones posibles, al
considerarlas en conjunto fue mayor la proporcion de ganancias respecto a la de perdidas de

metilacion.

6. En el analisis del estado de metilacion en el entorno de distintos elementos transponibles

mediante marcadores TMD, se han obtenido distintos resultados para Arabidopsis y arroz. En
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7. Arabidopsis las plantas regeneradas presentaron un mayor numero de sitos metilados
parcialmente o sin metilacion que las plantas control, mientras que en arroz no se observaron

diferencias estadisticamente significativas.

8. Se ha observado un mayor porcentaje de variabilidad en marcadores TMD debida a
cambios de metilacion en las plantas obtenidas por regeneracion que en las plantas de la

poblacién de origen, tanto para Arabidopsis como para arroz.
9. El analisis de marcadores metAFLP y TMD no ha revelado diferencias significativas entre

los grupos de plantas regeneradas y plantas transgénicas en ninguno de los aspectos

contemplados, tanto en Arabidopsis como en arroz.
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