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Introduccion

1. LOS CITRICOS
1.1 ORIGEN DEL GENERO CITRUS

Hay diversas hipétesis sobre el origen del género Citrus. La mas aceptada lo sitia hace
miles de afios en el sureste de Asia, con una posterior expansion por los otros
continentes y siendo actualmente cultivado en todo el mundo. No se conocen
exactamente las rutas de dispersion de los citricos por los distintos continentes, aunque

se sabe que estan presentes en las escrituras antiguas de muchas culturas.

Los primeros citricos fueron el resultado de mutaciones espontaneas de las plantas
silvestres. El mejoramiento genético vegetal generd nuevas variedades e hibridos con
tolerancia a condiciones de estrés bidtico y abidtico, de alto rendimiento y con las
caracteristicas de calidad requeridas por el mercado. Este proceso de domesticacion
llevado a cabo por el hombre ha provocado que las principales especies modernas de
citricos no se encuentren en estado silvestre, pues son resultado de hibridaciones tanto

naturales como seleccionadas por el hombre a través del tiempo.

1.2 IMPORTANCIA ECONOMICA Y DISTRIBUCION GEOGRAFICA DE
LOS CITRICOS

Los citricos ocupan el primer lugar en volumen de produccién en fruticultura de acuerdo

con las estadisticas sobre agricultura mundial (F.A.O., 2003).

Los principales paises productores son Brasil, USA, China y Espafa. Espafa es el
principal exportador de naranja para consumo directo, con una producciéon de 3.000.000
de toneladas y una superficie de cultivo de 285.000 hectareas. Por regiones, el 68% de
la superficie cultivada estd en la Comunidad Valenciana, el 12% en Murcia y el 16% en

Andalucia.

1.3 CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS, REPRODUCTIVAS Y
GENETICAS DEL GENERO

1.3.1 Morfologia de los citricos

Los citricos son arboles, a veces espinosos, que se caracterizan por su fruto carnoso
denominado hesperidio (Figura 1A). Las flores (Azahar), muy blancas, son apreciadas

por su buen olor (Figura 1B).
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Figura 1. (A) Hesperidio o fruto
de los citricos. El exocarpo es rico
en glandulas que acumulan
esencias aromaticas, y el
mesocarpo es carnoso pero Seco.
Las dos envueltas constituyen la
piel del fruto, mientras que el
endocarpo forma unos velos que
delimitan los diferentes gajos, al
mismo tiempo que originan un

Leathery rind (exocarp)
with oil glands in pits mesocarp

endocarp

carpel (section)
Locule filled with
juice-filled hairs.
seed
exocarp

(©WP amavong 2002

Hesperidium (berry with a leathery rind) A
e.g. lemon (Citrus lemon)

nimero muy elevado de vesiculas
donde se acumula el zumo. (B) Flor
de azahar

1.3.2 Propagacion y reproduccion de los citricos

¢ Propagacion vegetativa

La mayoria de las especies comerciales actuales se obtienen tras una cuidada
seleccion de mutaciones espontdneas en las yemas que afectan a caracteristicas de
interés agrondmico (sabor, tamafio, presencia semillas, etc.) y se propagan
vegetativamente a partir de microinjertos sobre patrones definidos. De esta manera se

obtienen arboles de forma uniforme y rapida.
* Propagacion por semilla

Aunque, muchas especies son directamente infértiles (sin semillas) dado que es
una caracteristica agronomica deseable para su mejor comercializacion, también se da

la propagacion por semilla.

Los citricos tienen una caracteristica muy peculiar, ya que en muchas especies
se da la embriogénesis somatica o apomixis, proceso por el cual células haploides o
somaticas se desarrollan formando estructuras semejantes al embridn zigdtico, vy
posteriormente originan una planta sin que se de fusién de gametos. Esta formacion
asexuada de embriones ocurre comunmente en la naturaleza en las variedades
poliembridnicas. En estas especies, los embriones somaticos o apomicticos se
desarrollan mejor que los zigdticos, y en realidad cuando se siembra una semilla se
suele obtener una planta genéticamente idéntica a la planta madre permitiendo una
propagacion clonal. Este tipo de propagacion clonal es interesante y explotada
satisfactoriamente en agricultura ya que los patrones obtenidos por semilla son
uniformes, pero en cambio dificulta mucho la obtencion de poblaciones segregantes y
por consiguiente los estudios genéticos, de ahi que tengan que elegir muy bien los

parentales a utilizar en los cruzamientos.

Unicamente el pummelo (C. grandis), el cidro (C. medica) y algunos
mandarinos, como el clementino (C. clementina) son monoembridnicos y se comportan

como es habitual en otras especies.
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1.3.3 Genoma de los citricos

Practicamente todas las especies de Citrus son diploides, con 2n = 18 cromosomas, Yy
con un genoma relativamente pequefio, 382 Mpb o 0.40 pg (Arumuganathan et al.,
1991).

El estudio citogenético del género estd limitado por lo relativamente pequefios y
similares que son los cromosomas. Sin embargo, cariotipos basados en el bandeado de
Giemsa-C y tincion con fluorocromos como CMA y DAPI muestran muchos pares
cromosdmicos heteromorficos, quizas como consecuencia de la ampliamente extendida
hibridacion interespecifica durante la domesticacién (Roose et al., 1998; Guerra et al.,
1993). También se muestra que muchos cromosomas contienen largos bloques de

heterocromatina terminal (Miranda et al., 1997).

En contraste con la elevada variabilidad en caracteres agrondmicos entre los diferentes
cultivares de una misma especie, la variabilidad genética detectada por RFLP, RAPD o
ISSR (Herrero et al., 1996; Federici et al., 1998) es baja. Una posible explicacidon
podria ser que la obtencion de nuevos cultivares a partir de mutaciones espontaneas y
posterior propagacion vegetativa, no estd afectando los loci detectados por los

marcadores (Breto et al., 2001).

El desarrollo de técnicas moleculares ha permitido realizar mapas de ligamiento del
genoma de citricos (Roose et al, 2000; Sankar et al., 2001; Ruiz et al., 2003) y
disponer de marcadores asociados a caracteres de interés (Deng et al., 2001; Deng et
al., 2003; Gmitter et al., 1996).

Proyecto de gendmica funcional de Citrus (CFGP):

Ademas de las especies modelo como Arabidopsis thaliana o arroz, la gendmica
funcional (estudio de la funcion de los genes) se esta aplicando también a plantas con
un directo interés econdmico como son el maiz, o solanaceas como el tomate y la patata
(TIGR's Genome Projects, http://www.tigr.org/tdb/). Como representante del género
Citrus se ha escogido el “clementino de nules” (C. clementina) con el que se estan
realizando estudios de gendmica funcional a gran escala dentro del proyecto CFGP
(http://citrusgenomics.ibmcp-ivia.upv.es/about_cfgp/) que generan colecciones de ESTs
y librerias gendmicas altamente informativas, que pueden servir como punto de partida
a la eventual secuenciacion del genoma entero. En la direccion del Internacional
Citrus Genome Consortium (http://int-citrusgenomics.org/) se concentra ademas

toda la informacién que se va generando acerca de la genoémica de Citrus.

Con todo, la composicion del genoma de los citricos estd en general todavia poco

estudiada.
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1.4 TAXONOMIA DEL GENERO CITRUS

Los citricos son dicotiledoneas que pertenecen a la familia Rutaceae, subfamilia
Aurantoideae, la cual comprende seis géneros: Citrus, Clymenia, Eremocitrus,
Fortunella, Microcitrus y Poncirus. De estos, solo tres tienen importancia comercial:
Poncirus (naranjo trifoliado), da frutos no comestibles y es empleado como patroén,
Fortunella (kumquat) y Citrus, que dan frutos comestibles. De estos el género Citrus es

el mas importante econdmicamente.

La compleja biologia reproductiva de Citrus dificulta mucho los analisis taxonémicos del
género. Por una parte, el género contiene una variabilidad enorme de variedades, con
hibridaciones cruzadas interespecie y entre géneros proximos, tanto naturales como
provocadas por el hombre, que provocan descendencia fértil y un enorme rango de
fenotipos diferentes. Ademas, la apomixis o reproduccién asexual presente en el género
previene el intercambio de genes y el aislamiento reproductivo, necesario segun la
definicion clasica de especie (Segun el concepto bioldgico de Mayr (1991) las especies
son grupos de poblaciones naturales con cruzamientos entre si que estan aisladas
reproductivamente de otros grupos). A esto, se le suma una larga historia de cultivo y

gran dispersion.

En 1943, Swingle determind una clasificacion para el género Citrus donde se reconocian
diez especies dentro del subgénero Citrus (Tabla I) mientras que en 1954 Tanaka
definio 147 especies diferentes dentro del género. La mayor diferencia entre ambos
sistemas de clasificacién estad en el tratamiento que recibe el grupo de las mandarinas;
Swingle las sitla todas dentro de C. reticulata exceptuando las especies salvajes de
Japén (C. tachibana) y las especies de la India (C. indica), en cambio para Tanaka hay
36 especies diferentes de mandarinas. Estas grandes diferencias en el nimero de
especies reconocidas reflejan la dificultad para realizar la clasificacion taxondmica de un
género, que hasta mediados de los afios 70 estaba basada Unicamente en datos
morfoldgicos y geograficos. La aplicacion de técnicas mas modernas para el estudio del

género se desarrolla en el Apartado 5 de la Introduccion.

Taxonomia de Swingle Nombre comin

C. aurantifolia Christm. Lima

C. aurantium L. Naranja amarga

C. indica Tan. especie india , no cultivada

C. maxima Cerril; o C. grandis Osberck  pymmelo
Tabla I. Citricos

C. limon (L.) Burm. f. Limén

C. medica L. Cidro designados
C. paradisi Macf. Pomelo como especies
C. reticulata Blanco Mandarina, tangerina, clementina, satsuma por Swingle
C. sinensis Osbeck Naranja dulce (1943). Tabla
C. tachibana (Mak.) Tan. Especie japonesa, no cultivada modificada de

Moore, 2001



Introduccion

2. COMPONENTES DE LOS GENOMAS

Con los proyectos de secuenciacion de genomas y EST a gran escala, se esta viendo que
la cantidad de genes en los diferentes organismos no es proporcional al tamafio del
genoma (lo que se conoce como la paradoja del valor C). En gran parte esto es debido
al DNA repetitivo, el cual puede presentar grandes diferencias tanto a nivel de secuencia
como en abundancia aun entre genomas de especies muy proximas, por lo qué es

importante para estudios evolutivos, genéticos, taxondmicos y aplicados.

El DNA repetitivo constituye gran parte del genoma en células eucariotas, alrededor del
35% de media, y es especialmente abundante en el genoma de las plantas. En
Arabidopsis thaliana un 37% del genoma son secuencias repetidas (EUROPEAN UNION
ARABIDOPSIS GENOME SEQUENCING CONSORTIUM, 1999), en maiz el 60-80% del
genoma es DNA repetitivo (Heslop-Harrison et al., 2000) y en trigo las secuencias
repetidas llegan incluso a ocupar el 83% del genoma (Wicker et al., 2001). Existe una
buena base de datos de las secuencias altamente repetidas del genoma de plantas,
especialmente del género Triticeae, disponible en la direccién
http://w3lamc.umbr.cas.cz/PlantSat/ (Macas et al., 2002).

El DNA repetitivo puede clasificarse a grandes rasgos como moderadamente repetitivo
(normalmente repeticiones dispersas) y altamente repetitivo (repeticiones en tandem)

(Figura 2).

- Secuencia Unica o poco repetida (<10 copias)

- Moderadamente repetida (10-10000 copias)
Familias multigénicas
. Genes codifican proteinas de reserva
. RNAs ribosomales y de procesamiento

Elementos genéticos transponibles

[C] DNA de copia tnica O Centromero - Altamente repetitivos (> 10000 copias)
Repeticiones cortas (< 300 pb) en tAndem asociadas a
centrémeros, telémeros y “knobs”

[ DNA moderadamente repetido [ Telémeros

Figura 2. Esquema de la estructura del DNA vy la clasificacion del DNA segun su nimero de copias.

Las secuencias altamente repetidas en tandem tienen normalmente localizaciones
cromosomicas caracteristicas: subteloméricas o centroméricas, e incluyen los DNA
satélites (longitudes monoméricas variables siendo frecuentes 140-180 o 300-360 bp),
los microsatélites (repeticiones de motivos cortos de 1-5 pb) y los minisatélites
(unidades de repeticién algo mas complejas y largas, hasta 40 pb). Las secuencias
teloméricas consisten en repeticiones de una secuencia de 7 pb conservada (CCCTAAA)



Introduccion

que es afiadida al final de los cromosomas por accion de la telomerasa, manteniendo asi

la integridad de los cromosomas.

Pero, la mayor parte del DNA repetitivo lo constituyen los elementos transponibles.

3. LOS ELEMENTOS TRANSPONIBLES

Los elementos transponibles (TE, Transposable Elements) son fragmentos de DNA que
tienen la capacidad de insertarse en nuevas localizaciones cromosdmicas, pudiendo
realizar frecuentemente copias de ellos mismos en el proceso. Con los avances en la
secuenciacion de DNA a gran escala se esta viendo que no son un componente raro del
genoma, sino que constituyen una fraccion muy importante del material genético de
muchos eucariotas. Ocupan el 45% del genoma humano (GENOME INTERNATIONAL
SEQUENCING CONSORTIUM, 2001) y hasta un 50-80% de genomas de gramineas
(Meyers et al., 2001).

En 1983 Barbara McClintock recibié el premio Nobel por su descubrimiento de
fragmentos de DNA capaces de moverse por los cromosomas del maiz, los
transposones. Su descubrimiento databa del 1950 y estaba basado Unicamente en
estudios citogenéticos y observaciones de los fenotipos de las plantas y las panochas de
maiz en diferentes cruces (Figura 3). Posteriormente los estudios moleculares de John

McDonald se centraron mas en la importancia que han tenido los TE a lo largo de la

evolucion.

Figura 3. Descubrimiento de los TE en plantas. B.
McClintock determiné que los efectos que observaba en la
pigmentacion de las panochas de maiz eran causados por
transposones (Ac/Ds) capaces de insertarse en distintas
regiones del genoma y que eran causantes de mutaciones, ya
que afectaban a la funcién del gen con el que se asociaban, en
este caso genes de la via biosintética de los antocianos.

Afios después, los TE han sido encontrados en el genoma de todos los organismos
estudiados, como por ejemplo las secuencias Alu en humanos, los elementos Ty1-5 de
Saccharomyces cerevisiae o los elementos Copia y Gypsy de Drosophila, entre muchos

mas.
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3.1 CARACTERISTICAS ESTRUCTURALES Y CLASIFICACION DE LOS
ELEMENTOS TRANSPONIBLES

Los TE se dividen en dos clases segun si su intermediario en la transposicion es RNA
(Clase I o retroelementos) o DNA (Clase II o transposones de DNA). Mientras que
en los elementos de clase II es el propio DNA el que se moviliza, en los elementos de
clase I, el DNA se transcribe a RNA, éste se retrotranscribe y es la copia de DNA la que
se integra en la nueva localizacién. Este modo replicativo de transposicion (integracion
de nuevas copias hijas via un intermediario de RNA) de los retroelementos puede
provocar un incremento rapido del nimero de copias de los elementos en el genoma
huésped. Sin embargo, los transposones de DNA se mueven directamente via un
intermediario de DNA, mediante un mecanismo de “corte y pega” de manera que no

aumentan significativamente su niimero de copias en el genoma huésped (Figura 4).

DNA DNA
v
RNA
v
DNA S
1 THT T
DNA DNA
A. Transposicion no replicativa B. Transposicion replicativa
(intermediario de DNA) (intermediario de RNA)

TE de CLASE |1l o transposones DNA

TE de CLASE | o retroelementos

Retrotransposones LTR (RTN-LTR)
Retrotransposones no LTR: LINE, SINE
Retrovirus

Retrosecuencias (pseudogenes)

e Auténomos
. No auténomos
e MITE

Figura 4. Clasificacion de los elementos transponibles (TE) segiin su modo de transposicion: (A) Transposicion
via directamente un intermediario de DNA (modo no replicativo o conservativo) en TE de clase Il o transposones de
DNA. (B) Transposicién via la transcripcién inversa de un intermediario de RNA (modo replicativo) en TE de clase | o
retroelementos. En ambos tipos se duplica la diana de insercién como resultado de su movilizacion.

El sistema de elementos auténomos y no-auténomos fue descrito primeramente en
elementos de Clase II (Fedoroff et al., 1983), donde la movilizacidén del elemento no-
autonomo depende de la transposasa (enzima que lleva acabo la transposicion) de su

pareja auténoma. Este sistema de transactivacion es también aplicable a los elementos
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de Clase I donde mas recientemente se estan describiendo también retroelementos de

caracter no auténomo (Kalendar et al., 2004; Witte et al., 2001).

3.1.1 Elementos de Clase I ( Retroelementos)

Dentro de esta clasificacion se incluyen los retrovirus, las retrosecuencias y los
retrotransposones (Figura 5), aunque nos vamos a centrar exclusivamente en estos

ultimos.

CLASE. Retroelementos
ORDEN. Retrales
SUBORDEN. Retroposineae > Retrotransposones no-LTR
SUBORDEN. Retronineae (intrones mitocondriales grupo Il)
ORDEN. Retrovirales
SUBORDEN. Orthoretrovirineae [RNA, ciclo con fase de integracion]
SUBORDEN. Pararetrovirineae [DNA, sin funcidn integrasal
FAMILIA. Hepadnaviridae (infecta animales; p.e. HBV)
FAMILIA. Caulimoviridae (infecta plantas, p.e. CaMV)
SUBORDER. Retrotransposineae > LTR- Retrotransposones
FAMILIA. Pseudoviridae (Ty1/copia)

FAMILIA. Metaviridae (Ty3/gypsy)

Figura 5. Clasificacion de los retroelementos y virus relacionados, segun Hansen C y Heslop-Harrison JS
(2004). Siendo, HBV: Hepatitis B Virus; CaMV: Cauliflower Mosaic Virus

Los retrotransposones (RTN) son la clase mas abundante y extendida de TE en
eucariotas. Pueden dividirse en dos grandes grupos segun si presentan o no
repeticiones directas terminales largas (LTR, Long Terminal Repeat) flanqueando la

regién interna codificante.

Los elementos auténomos tienen como minimo dos genes: gag y pol que se sintetizan
en forma de poliproteina, que posteriormente se procesa en diferentes péptidos
funcionales mediante una proteasa codificada por el propio elemento. El gen gag
codifica para proteinas estructurales de la capside. El gen pol codifica para actividades
enzimaticas necesarias para el ciclo de vida autonomo del RTN, como son: la proteasa
(PR), integrasa (INT), transcriptasa inversa (RT) y RNasa H (RH). Los elementos no-
autéonomos han perdido parte o toda la regién codificante.
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e Retrotransposones con LTR (RTN-LTR)

Los RTN-LTR presentan repeticiones largas terminales (LTR) de tamafio variable
(desde 100 pb hasta varias kb) flanqueando el dominio interno. Las LTR contienen
normalmente secuencias reguladoras tanto promotoras como terminadoras de la

transcripcion del elemento.

Este grupo comprende los RTN de tipo Ty3-gypsy y los RTN de tipo Tyl-copia. Los
RTN-LTR son elementos estructuralmente similares a los retrovirus y tienen también un
ciclo de vida similar, aunque no comparten su capacidad infectiva. Los miembros de
cada tipo de RTN-LTR presentan similitudes tan elevadas entre miembros de especies
vegetales diferentes como con elementos de la misma especie, apoyando la divergencia

tan antigua que hay entre los dos tipos de RTN-LTR (Xiong y Eickbush, 1990).

Estos dos grupos de RTN-LTR, gypsy y copia, se diferencian entre si por la
conservacién a nivel de secuencia de sus dominios internos y por el orden relativo de
sus dominios enzimaticos dentro del gen pol. Mientras que en los RTN tipo copia el
dominio de la INT esta situado a 5’ de la RT, inmediatamente después de la region que
codifica para la PR, en los de tipo gypsy el dominio de la INT esta situado a 3’ de la RT,

justo al final del gen pol.

Recientemente se estan describiendo nuevos tipos de retroelementos con LTR de
caracter no auténomo como son los LARD (Large Retrotransposon Derivate) o los TRIM
(Terminal Repeat Retrotransposon In Miniature). En los LARD, la regién codificante esta
substituida por un largo dominio conservado no codificante. La secuencia de este
dominio interno es suficientemente divergente como para no alinear correctamente con
las secuencias codificantes de RTN-LTR tipicos, pero a su vez estd bien conservada y
presenta polimorfismos entre distintos cereales (Kalendar et al., 2004). Los TRIM son
retroelementos analogos a los transposones de DNA no auténomos que presentan
repeticiones directas terminales cortas (TDR, Terminal Direct Repeat), de entre 100-250
pb similares a LTR, pero carecen de dominio interno (Witte et al., 2001).

e Retrotransposones sin LTR (RTN no-LTR)

Los RTN no-LTR no presentan LTR y se transcriben a partir de un promotor interno.
Dentro de este grupo encontramos los LINE (Long Interspersed Nuclear Elements), los
SINE (Short Interspersed Nuclear Elements) y los retro-pseudogenes. La replicacion de
estos elementos se da en el mismo sitio de integracién, cuando la endonucleasa corta el
DNA huésped para generar extremos 3’hidroxil que sirven como cebadores para el inicio

de la retrotranscripcién.



Introduccion

Asi como los LINE son elementos auténomos que contienen un dominio interno que
codifica para los genes gag y pol (codifica para la endonucleasa y la transcriptasa
inversa), los SINE no tienen ninguna capacidad codificante. Estos ultimos derivan de
transcritos de la polimerasa III (como los tRNA o los 7SL RNA) y utilizan las funciones

de los LINE para transponerse, actuando como elementos no auténomos.

Un ejemplo de LINE en plantas es BLIN que esta presente en 40-50 copias en el

genoma de Hordeum (Vershinin et al., 2002).

3.1.2 Elementos de Clase II (Transposones)

Los transposones de DNA presentan repeticiones terminales invertidas (TIR, Terminal
Inverted Repeated) que son reconocidas por la transposasa, enzima que lleva a cabo la
movilizacion de “corte y pega” de estos elementos. Los miembros no auténomos de
una familia derivan normalmente de deleciones internas de elementos auténomos de la
misma familia que provocan la pérdida de las secuencias codificantes. Estos elementos
defectivos pueden ser transactivados por transposasas codificadas por elementos

relacionados.

Ejemplos de familias de transposones de DNA son los elementos P de Drosophila. En
plantas entre otros, Ac/Ds donde Ac (Activator) es el elemento autdnomo capaz de
transactivar a Ds (Dissociation) o pSpm/dSpm donde pSpm (Supresor-mutator)

transactiva el elemento defectivo dSpm (defective Spm).

Los MITE (Miniature Inverted-repeat Transposable Element) son estructuralmente como
TE de clase II defectivos, pues presentan TIR y no tienen capacidad codificante. Sin
embargo, parecen tener un tipo de movilizacién replicativa propia de TE de clase I, ya
que se encuentran en un nimero muy elevado de copias y cada subfamilia de MITE esta
muy conservada a nivel de tamafio y secuencia, lo que sugiere una amplificacion a
partir de un ndmero limitado de progenitores. EI mecanismo de amplificacién de los
MITE es hasta el momento desconocido, aunque se ha propuesto que actuarian como un
tipo particular de elementos de clase II no-autdnomos que necesitan de transposasas
codificadas por elementos auténomos relacionados para poder movilizarse (Feschotte et
al., 2002).
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Figura 6. Organizacion estructural general de los diferentes tipos de TE en plantas. Los tridngulos negros
representan las duplicaciones de las dianas de insercién (DI) o TSD (Target Site Duplication), resultado directo de la
actividad transposicional de los TE. Dentro de los RTN no-LTR, los LINE poseen algunos genes que codifican
proteinas necesarias para su multiplicacién: gen gag que codifica para proteinas de la cépside, y las proteinas
endonucleasa (EN) y transcriptasa inversa (RT), mientras que los SINE no presentan region codificante. Ambos tipos
de elementos acaban con una repeticion simple, generalmente una cola poli(A). Los RTN-LTR presentan repeticiones
largas terminales (LTR) flanqueando el dominio interno que codifica para los proteinas de la capside (gen gag),
proteasa (PR), integrasa (INT), transcriptasa inversa (RT) y RNAsaH (RH). Ambos tipos de RTN-LTR, gypsy y copia,
se diferencian entre si por el orden relativo de sus dominios enzimaticos dentro del dominio interno. También
presentan PBS (Primer Binding Site) y PPT (Poly Purine Track), secuencias donde se une el cebador para la sintesis
de la cadena cDNA (-) y cDNA (+), respectivamente. Los retrovirus presentan la misma organizacién estructural que
los RTN-LTR tipo gypsy pero contienen en el extremo 3, adyacente a la INT, el gen env que codifica para proteinas de
la envuelta. Los LARD presentan LTR, PBS y PPT pero la region interna estd substituida por un largo dominio
conservado no codificante. Los TRIM son retroelementos no auténomos con LTR cortas y sin dominio interno. Los
transposones de DNA presentan repeticiones invertidas terminales (TIR). Los miembros auténomos codifican para la
transposasa, mientras que los no auténomos presentan las secuencias codificantes truncadas. Los MITE presentan
TIR y no tienen capacidad codificante. El esquema no esta a escala, los RTN-LTR miden desde unos pocas kb hasta
15 kb [incluso 22kb el elemento tipo gypsy Ogre de Pisum sativum (Neumann et al., 2003)]. Los LINE son algo mas
pequefios, desde 1kb hasta 8 kb, mientras que los SINE normalmente tienen entre 100 y 300 pb de tamafio. Los MITE
tienen menos de 600 pb.
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3.2 IMPORTANCIA DE LOS ELEMENTOS TRANSPONIBLES EN LOS
GENOMAS EUCARIOTAS

Tanto en animales como en plantas, los retroelementos son la clase mayoritaria de DNA
repetitivo disperso en su genoma, aunque difieren en el tipo de retroelemento

mayoritario y su ubicacidn relativa a los genes (Tabla II).

H.sapiens D. melanogaster C.elegans A.thaliana

% bases N<e°familias % bases N<%familias % bases N<¢familias % bases N<¢familias

LINE/SINE 33,4 6 0,7 20 0,4 10 0,5 10
LTR 8,1 100 1,5 50 0,0 4 4,8 70
DNA 2,8 60 0,7 20 5,3 80 5,1 80
total 44,4 170 3,1 90 6,5 94 10,5 160

Tabla Il. Contenido y distribucion de elementos transponibles en diferentes genomas eucariotas secuenciados
por completo (GENOME INTERNATIONAL SEQUENCING CONSORTIUM, 2001). En la tabla, LINE/SINE hace
referencia al grupo de retrotransposones no LTR (RTN no LTR); LTR, hace referencia al grupo de retrotransposones
con LTR(RTN-LTR); DNA, hace referencia al grupo de transposones de DNA; total, hace referencia a la suma de las
diferentes contribuciones.

Asi por ejemplo, del total de elementos transponibles del genoma humano, el 10% (1
millén de copias) corresponde a una Unica familia: las secuencias Alu que es el Unico
SINE activo en el genoma humano (GENOME INTERNATIONAL SEQUENCING
CONSORTIUM, 2001). En cambio en Arabidopsis thaliana, los transposones de DNA son
los TE que ocupan un mayor porcentaje del genoma con mas de 80 familias descritas
entre las que encontramos 80 miembros de MULE (Mutator like), 7 miembros de Ac-like
0 15 miembros de MITE (Quang Hien Le et al., 2000). Ademas, los RTN-LTR son los que
estan mayoritariamente representados dentro de los retroelementos y los SINE estan
raramente presentes en su genoma (EUROPEAN UNION ARABIDOPSIS GENOME
SEQUENCING CONSORTIUM, 1999). En Drosophila melanogaster se han identificado
hasta 90 familias de elementos transponibles y ademas contiene en su genoma
retrovirus activos (Alberola et al., 1996; Song et al., 1994). En Caenorhabditis elegans
en cambio, no se han identificado practicamente retroelementos y la mayoria de

elementos transponibles parecen ser de DNA.

Este estudio de contenido y distribucidn de elementos repetitivos se ha visto
enriquecido con la informacion que puede extraerse de los genomas que ya estan

totalmente secuenciados (ncbi.nlm.nih.gov/genbank/genomes).

Con todo, los RTN son la clase mas extendida de TE en eucariotas y el genoma de las

plantas contiene una cantidad extraordinariamente abundante y diversa de RTN
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comparandolo con el resto de genomas eucariotas. A continuacion, se desarrolla con

mayor detalle la contribucion de los RTN al genoma de plantas.

3.2.1 Contribucidn de los retrotransposones al genoma de plantas

Los RTN tienen el potencial para alcanzar un nimero de copias muy elevado dado el

tipo de transposicion replicativa que presentan.

Los RTN-LTR tipo copia se encuentran en un nimero de copias muy alto en numerosas
plantas y comprenden fracciones importantes de sus genomas (Pearce y Harrison,
1996; San Miguel et al., 1996). Por ejemplo, el RTN BARE-1 esta presente en mas de
50.000 copias en el genoma de cebada (Suoniemi et al., 1996) y Opiel en mas de

30.000 copias en el genoma de maiz (SanMiguel et al., 1996).

También encontramos ejemplos de RTN-LTR tipo gypsy altamente repetitivos, como
Cinful-1 con 20.000 copias en el genoma de maiz (SanMiguel y Bennetzen, 1998) y
Dell con 13.000 copias en Lilium henryi (representa el 0,4% del genoma) o mas de
40.000 copias en Lilium longiflorum (1% del genoma) (Leeton y Smyth, 1993).

En lo que respecta a los RTN no-LTR, por ejemplo el elemento LINE De/2 representa el
4% del genoma de Lilium speciosum con 250.000 copias (Leeton y Smyth, 1993) y
entre los elementos SINE, destacar las 50.000 copias de la familia TS en tabaco o las

500 copias de S1gy en Brassida napus (Deragon et al., 1994).

3.2.2 Distribucion de los retrotransposones en el genoma de plantas

Diversos estudios han demostrado la ubicuidad de estos elementos. Asi, podemos
encontrar ejemplos de RTN-LTR tipo copia (Voytas et al., 1992; Flavell et al., 1992;
Suoniemi et al., 1998), RTN-LTR tipo gypsy (Suoniemi et al., 1998), LINEs (Schmidt,
1999; Noma et al., 1999), SINE (Deragon et al., 1994) asi como MITEs (Bureau y
Wessler, 1992, Feschotte et al., 2002) caracterizados en multitud de especies, tanto en

gimnospermas como en angiospermas, abarcando todo el reino vegetal.

El modo replicativo de transposicion que presentan los RTN hace que hayan invadido
con éxito practicamente todas las partes del genoma de las plantas, llegando a ocupar

en ocasiones hasta el 80% del DNA nuclear (SanMiguel et al., 1998).

En plantas, cada grupo de RTN tiene familias que se concentran o que son deficientes
en regiones especificas de los cromosomas (Kumar y Bennetzen, 1999). Asi,

aproximaciones mediante Hibridaciones in situ (FISH) de cromosomas metafasicos o en
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profase nuclear, revelan que los RTN-LTR tipo copia se transponen preferentemente de
manera dispersa por la eucromatina concretamente en regiones intergénicas, mientras
qgue en Arabidopsis thaliana se concentran en regiones paracentroméricas (EUROPEAN
UNION ARABIDOPSIS GENOME SEQUENCING CONSORTIUM, 1999). Los elementos tipo
gypsy en cereales se sitlan preferentemente en la regiéon centromérica y en un tipo
concreto de disposicion unos dentro de otros en forma anidada o nested, tal y como se
observa al analizar la region de la Adhl en maiz (SanMiguel et al., 1996). Hay por
ejemplo, elementos tipo copia que son abundantes preferentemente en regiones
heterocromaticas terminales de los cromosomas de Allium cepa [cebolla, familia
Liliaceae] pero en cambio no estan presentes en la misma regién cromosdmica de
Secale cereale [centeno, familia Graminaeae] (Kumar y Bennetzen, 1999). Vemos por
tanto, que la localizacion de los RTN dependera tanto de la especie vegetal como del

elemento analizado.

No hay evidencias claras sobre las preferencias de insercion de los RTN en plantas. En
algunos casos, se localizan en regiones cromosdémicas que se estan transcribiendo
activamente, particularmente en o cerca de promotores (White et al., 1994; Hirochika
et al., 1996), y en otros casos se localizan en regiones repetitivas heterocromaticas
(Heslop-Harrison et al., 1997). Aun asi, en general suelen encontrarse ampliamente
dispersos por los cromosomas, preferentemente en zonas intergénicas y dentro de otras
secuencias repetitivas. Esto lleva a pensar que los RTN han evolucionado hacia una
movilizacién dentro de zonas silenciosas del genoma, para evitar aumentar la tasa de
mutaciéon génica y no llegar a niveles letales. Asi, los RTN pueden proliferar como
secuencias repetidas dispersas sin resultar deletéreos, contribuyendo activamente al
aumento del tamafio del genoma huésped. Hay estudios que confirman la localizacidn
de inserciones recientes del elemento Tntl1 (RTN-LTR tipo copia) en regiones génicas de
tabaco mientras que las inserciones mas antiguas estan concentradas en zonas
repetitivas incluyendo TE. Este resultado sugiere que las nuevas inserciones de Tntl se
dan cerca de genes pero con el tiempo los RTN-LTR van siendo excluidos de las regiones
génicas (Quang Hien LE, ICPMB 2003).

3.2.3 Variabilidad de los retrotransposones en el genoma de
plantas

Muchos estudios sobre la variabilidad de los RTN-LTR se basan en la amplificacion por
PCR utilizando cebadores degenerados complementarios a secuencias altamente
conservadas de la regién de la RT (Voytas et al., 1992; Flavell et al., 1992; Suoniemi et
al., 1998). Mediante esta aproximacion, se ha conseguido detectar especificamente

elementos tipo copia en el genoma de multitud de especies vegetales.
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El analisis de las secuencias obtenidas muestra que estos elementos ademas de ser
ubicuos y presentarse en un nimero muy elevado en el genoma de las plantas, son
extremadamente heterogéneos, mucho mas que en Drosophila o levadura (Flavell et al.,
1992). Estudios en Vicia spp. muestran que el numero de copias de RTN-LTR tipo copia
esta correlacionado con la heterogeneidad de las secuencias (Pearce et al., 1996). Pero,
esta variabilidad en los RTN-LTR no se explica Unicamente por el hecho de que se
encuentren en un nimero de copias tan alto, ya que hay familias de RTN-LTR tipo copia
en Arabidopsis como la Ta que aun siendo extremadamente pequefia es altamente

heterogénica (Flavell et al., 1992).

La presencia de familias de RTN-LTR tipo copia tan heterogéneas, sugiere que estos
elementos existian ya en pasos muy tempranos de la evolucién y que han divergido en
subgrupos altamente heterogéneos antes de que aparecieran los ordenes de plantas
modernas (Gribbon et al., 1999; White et al., 1994).

El propio ciclo de vida del RTN-LTR, similar al de los retrovirus, genera tasas de
mutacion muy elevadas dada la baja fidelidad y la incapacidad para corregir errores de

las enzimas implicadas en el proceso (RNA polimerasa II y RT) (Vershinin et al., 1999).

3.2.4 Impacto de los retrotransposones en la evolucién del genoma
de plantas

¢ Los TE como parasitos genémicos

La naturaleza parasita intrinseca de los TE viene de su habilidad para incrementar su
numero de copias y/o mantener su supervivencia en nuevas especies a través de largos
periodos evolutivos. El ciclo en el linaje filogenético de un TE pasa por las fases de
replicacion dindmica, inactivacion y degradacion. La transposicion es un mecanismo con
errores (las enzimas implicadas en el proceso carecen de mecanismos para su
correccion) que produce elementos no auténomos los cuales a menudo reprimen la tasa
de transposicion de los elementos activos. En estos casos la transferencia horizontal a

nuevos huéspedes es una posible via para los TE activos para iniciar un nuevo ciclo.

Hasta el momento Unicamente hay evidencias claras de transferencia horizontal en
elementos de Clase II. Los ejemplos mas concluyentes son para los TE como los
elementos P o mariner en insectos (Robertson, 1993). En lo que se refiere a
retroelementos, hay ejemplos en Drosophila melanogaster donde el elemento gypsyDm
que codifica para una proteina ENV funcional (proteina de la cubierta) es capaz de

movilizarse (Song et al., 1994) e incluso en cocultivos permite la transferencia celular
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de RTN que carecen del gen env (Syomin et al., 2002). En plantas, sin embargo las
evidencias para los retroelementos son ambiguas (Voytas et al., 1992; Hirochika et al.,
1993; Kidwell et al., 1992).

e Los TE como fuente de variacion genética

El tipo de variacion genética introducida por los TE va desde cambios en el tamafio y
reorganizacion de todo el genoma (actian como moduladores del genoma) hasta
simples cambios nucleotidicos, lo cual puede producir bien cambios en caracteres

fenotipicos o bien cambios silenciosos sdlo detectables a nivel de DNA.

En general, las diferencias en el contenido de RTN es una de las razones de la elevada
variabilidad en el tamafio de los genomas de plantas. Se dice por tanto que actian
como moduladores del genoma. Asi por ejemplo, estudios sobre la contribucidon de
los RTN al genoma de los cereales sugieren que la diferencia en el tamafio del genoma
de maiz (2.400 Mb) y sorgo (1.200 Mb) estd mayoritariamente provocada por la
acumulacion de RTN en el maiz por inserciones que tuvieron lugar hace entre 2 y 6
millones de afos esto es, después de que se diera la divergencia entre estas especies
(SanMiguel et al., 1998).

Ademas de la variacion genética que generan, la transposicion de TE en zonas génicas
puede modificar las secuencias promotoras, terminadoras o truncar las secuencias
codificantes de los genes donde se insertan, actuando como agentes mutagénicos.
Asi por ejemplo, la insercion de los transposones Ac/Ds en el locus waxy de maiz
provoca pérdida de pigmentacion del grano tal y como determiné B. McClintock, o la
inserciéon del elemento Mutator en la caja TATA del gen Adhl provoca cambios en la
especificidad de tejido de la transcripcién en maiz (Kidwell y Lisch, 1997). Por otro lado,
la insercion de RTN-LTR en regiones intergénicas puede modificar también la expresion

de los genes adyacentes dada la presencia de secuencias reguladoras en las LTR.

Muchos de los RTN-LTR de plantas se han identificado por estar insertados en alelos
mutados. Asi, Tntl (RTN-LTR tipo copia) se aislé a partir de una mutacion en el gen de
la nitrato reductasa en cultivos celulares de tabaco (Grandbastien et al., 1989) o
Magellan (RTN-LTR tipo gypsy) provoca el fenotipo mutante waxy al quedar insertado
en el locus Waxy-M (Purugganan y Wessler, 1994).
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¢ Co-Evolucion del TE y en el genoma huésped

La transposicion parece haber tenido un importante papel en la evolucion de la
estructura y regulacién de los genes de plantas pues se ha visto que los RTN-LTR y los
MITE tienen importancia como modificadores de la expresion de genes de la planta
(Wesler et al., 1995). Muchos genes de plantas presentan en sus regiones flanqueantes
reminiscencias de RTN-LTR tipo copia que les aportarian secuencias reguladoras. En
algunos casos, estas secuencias similares a RTN-LTR se encuentran en la misma
posicion en diferentes miembros de una misma familia génica, lo cual indica que la

insercidn del RTN es anterior al proceso de duplicacion génica (White et al., 1994).

Por otro lado, una transposicién no regulada es perjudicial para el organismo huésped.
Para permitir la co-existencia del TE en el genoma huésped se han desarrollado una
serie de mecanismos que reducen los efectos adversos que la movilizacion de estos

elementos pueden provocar en la supervivencia de la célula huésped (Tabla III).

Mecanismo Ejemplo

Insercion preferencial en regiones reguladoras, como los
MITE en la region 5’ no codificante de los genes (Wessler et
Insercién orientada hacia regiones no al., 1995)

codificantes
Insercidén en elementos preexistentes (en nested), muy
tipico en maiz (SanMiguel et al., 1996)

Represion de la transposicion de los elementos P de

Transposicién especifica de tejido ) i L
Drosophila en las células somaticas

Metilacién

Regulacion del nimero de copias Autorregulacién, como en Ac y Spm que cuando estan en
un numero de copias elevado reducen su transposicion
(Kidwell y Lisch, 1997).

Tabla III. Mecanismos para minimizar los efectos adversos de la movilizacién de elementos
transponibles en el genoma huésped, modificado de Kidwell y Lisch, 1997.

En el Apartado 4.4 se explican mas ampliamente estos mecanismos desarrollados por
los genomas eucariotas para disminuir la actividad de los TE y asi controlar su

capacidad mutagénica.

Un claro ejemplo de que los TE pueden llegar a realizar funciones vitales para la célula
huésped lo encontramos en Drosophila donde retroelementos como HET-A y TART
tienen la funcion de reemplazar los finales dafiados de los cromosomas, mientras que
en otros insectos la integridad de los cromosomas la mantienen normalmente las

telomerasas (Pardue et al., 1996).
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4. LOS RETROTRANSPOSONES-LTR

En este trabajo nos centramos en los retrotransposones con LTR (RTN-LTR) de plantas
(Revisiones: Casacuberta et al., 2003; Feschotte et al., 2002; Kumar y Bennetzen,
1999).

4.1 CARACTERISTICAS ESTRUCTURALES DE LOS RTN-LTR

Los RTN-LTR poseen en sus extremos dos repeticiones largas terminales (LTR, Long
Terminal Repeats) que flanquean el dominio interno el cual codifica las proteinas
necesarias para completar el ciclo de vida del retrotransposon, tal y como se describira

mas adelante.

A continuacion del final de la LTR5' se encuentra el PBS (Primer Binding Site) y la LTR3’
esta precedida por una regién rica en purinas (PPT, Poly Purine Track), qué son los
sitios de unidn al cebador que utilizan los RTN para la sintesis de la cadena de cDNA (-)
y cDNA(+) respectivamente, durante la retrotranscripcién. La LTR5’ proporciona el
iniciador funcional de la transcripcion del elemento mientras que la LTR3’, el terminador
funcional. Las LTR son ademas importantes para la integracion del elemento ya que la

integrasa reconoce sus extremos.

4.1.1 LTR

Las LTR estan situadas en idéntica orientacion en ambos extremos del RTN-LTR, y
pueden tener tamafos comprendidos entre 100 pb (Tos17, Hirochika et al., 1992) y 5,2
Kb (Ogre, Newmann et al., 2003).

Una de las caracteristicas intrinsecas de las LTR es que ambas son idénticas en
secuencia en el momento de la insercion del elemento. Con el tiempo las LTR van
acumulando mutaciones y el nUmero de sustituciones entre ambas pueden servir para

datar el momento de la insercidon (SanMiguel et al, 1998).

Ambas LTR presentan repeticiones cortas invertidas (IR, Inverted Repeat) a los
extremos. El consenso descrito para los RTN-LTR es de 5' -“"TG..CA” -3’, pero el nimero

de nucleodtidos repetidos varia de unos RTN o otros (Neuvéglise et al., 2002).

Las LTR estan flanqueadas por una duplicacion de la diana de insercion (DI) o TSD
(Target Site Duplication) del genoma huésped. Cuando se inserta un RTN, un segmento
corto del DNA celular (normalmente 4 - 5 pb) se duplica en el sitio de insercién como

consecuencia del propio proceso.
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Figura 7: Organizacion de las LTR de un RTN-LTR. Las LTR son repeticiones directas que flanquean la regién
interna del elemento, y se dividen tipicamente en tres dominios: U3, R y U5. La transcripcién del elemento comienza en
el sitio de inicio de la transcripcién (SIT) de la LTR5’, que delimita la regién U3 y R. El final de la transcripcién se
produce en la LTR3’, donde esta el sitio de poliadenilacién funcional que delimita las regiones R y U5. En la figura se
indican las secuencias consenso en plantas para el SIT (Gémez, 2002) y el sitio de poliadenilacién. Se sefialan también
las repeticiones cortas invertidas terminales “TG..CA” y la duplicacién de la diana de insercién (DI) a ambos extremos
del elemento.

Las LTR pueden estar divididas en tres dominios funcionales contiguos:

e U3: Comprende desde el lugar de inicio de la LTR hasta el lugar de inicio de la

transcripcién (SIT).

Contiene una secuencia promotora para la RNA polimerasa II, presente en ambas
LTR pero sélo actia como promotor fuerte en la LTR5’. La secuencia de la LTR3’
podria actuar como promotor débil para los genes adyacentes al lugar de insercién
(White et al., 1994).

Se ha visto que deleciones en la region U3 del RTN-LTR tipo copia Tnt1 de tabaco
provocan la inhibicién de la transcripcién del elemento ya sea, por perdida de la
actividad transcripcional, defectos en la terminacién de la transcripcion o

disminucion en la estabilidad del mRNA (Casacuberta et al., 1995).

En esta region U3, no sblo estd presente la caja TATA, sino también las cajas
responsables de la regulacion de la transcripcion en diferentes tejidos o en
diferentes condiciones ambientales, como se ha visto en Tntl de tabaco
(Vernhettes et al., 1997; Beguiristain et al., 2001), BARE-1 de cebada (Suoneimi
et al., 1996) y Ttol de arroz (Takeda et al., 1998).

La variabilidad de secuencia en las regiones reguladoras del dominio U3 sirve para

definir las diferentes subfamilias de Tnt1 (Vernhettes et al., 1998).
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e R: Es la zona comprendida entre el inicio y el final de la transcripcion. Este dominio

puede presentar agrupaciones repetidas en tandem.

Aunque ambas LTR presentan las secuencias, el iniciador funcional de la
transcripcion esta en la LTR5’ y el terminador funcional en la LTR3'. La regién R se
encuentra a ambos extremos del transcrito. Permite a la cadena (-) corta de cDNA

saltar de la LTR5’ a la LTR3' durante la transcripcién inversa (ver Figura 9).

e U5: Comprende desde el sitio de poliadenilacion (que marca el final de la

transcripcién) y el final de la LTR.

4.1.2 PBS (Primer Binding Site) y PTT (Poly Purine Track)

A continuacion del final de la LTR5’ se encuentra el PBS (Primer Binding Site) que es el
sitio de union al cebador que utilizan los RTN para el inicio de la sintesis de la primera
cadena de cDNA (-).

Es una secuencia complementaria a una parte de un tRNA, el mas comun en plantas es
complementario al tRNA metionina, de secuencia TGGTATCAGAGC, aunque se han
descrito casos de RTN que contienen PBS complementarios a otros tRNA, como el tRNA
de Glu en Bagy? de cebada (Vicient et al., 2001) y Cyclops2 de guisante (Chavanne et
al., 1998), o el tRNA de Arg en Grande de maiz (Vicient, 1995) o RIRE2 de arroz
(Ohtsubo et al., 1999).

La LTR3' esta precedida por una zona rica en purinas o PPT (Poly Purine Track) de 9-17
pb, que actia como lugar de inicio de la sintesis de la segunda cadena de cDNA (+)

durante la retrotranscripcion.

4.1.3 DOMINIO INTERNO

Los RTN-LTR se movilizan a una nueva localizacion cromosdémica con un paso

intermedio de retrotranscripcion.

El dominio interno codifica para todas las actividades enzimaticas necesarias para el
ciclo de vida auténomo del RTN. Se sintetizan en forma de poliproteina, que
posteriormente se procesa en diferentes péptidos funcionales mediante una proteasa
codificada por el propio elemento. Tal y como se ha comentado anteriormente, el gen
gag codifica para proteinas estructurales de la capside. El gen pol, codifica para
actividades enzimaticas como la proteasa (PR), integrasa (INT), transcriptasa inversa
(RT) y RNasa H (RH). En algunos RTN hay excepcionalmente un dominio a 3’ extra,

similar al gen env de retrovirus.

20



Introduccion

Figura 8. Organizacion estructural de
5 LTR DOMINIO INTERNO CODIFICANTE 3’LTR un RTN-LTR. Las LTR flanquean el
dominio interno que contiene el gen gag
(qué codifica proteinas estructurales de

PBS PTT la capside), el gen pol (qué codifica

| | | | | PR INT RT RH | || actividades  enzimaticas como la
\ ) proteasa  (PR), integrasa  (INT),

gen gag gen pol transcriptasa inversa (RT) y RNasa H

(RH). El elemento representado es de
tipo copia pues el dominio de la INT esta
situado a 5’ de la RT.

El gen gag

El gen gag codifica proteinas estructurales que sirven para formar la particula similar a
la viral (VLP, Virus Like Particle) como se ha visto en RTN de levadura (Palmer et al.,
1997), Drosophila (Bachmann et al., 2004) y cebada (Jaaskeldinen et al., 1999).

Esta region esta poco conservada a nivel de secuencia en los distintos RTN, pero en ella
se ha identificado uno o varios dominios ricos en cisteinas (CX,CX5GHX4C) que se
presentan altamente conservados en diferentes RTN y retrovirus. Se cree que este
motivo es necesario para la union del RNA gendémico a la VLP (Covey, 1986), asi como
para colocar el tRNA iniciador en posicion correcta para el inicio de la retrotranscripcion
(Vicient, 1995; Kossack y Kinlaw, 1999).

El gen pol

El gen pol, codifica diferentes actividades enzimaticas y estd situado siempre a
continuacion del gen gag, pudiendo estar codificado por la misma pauta de lectura

(ORF, Open Reading Frame) o por una ORF propia.

Como el ensamblaje de la VLP requiere un exceso de proteinas estructurales respecto a
las cataliticas, es necesario que haya algin mecanismo de regulacién de la expresion de
ambos tipos de proteinas. En algunos virus, las regiones gag y pol estan separadas por
un coddén de parada y la traduccién del mRNA da lugar a proteinas GAG, pero
ocasionalmente el codén de parada es substituido por una tRNA para glutamina y se
produce una proteina de fusidon GAG-POL. Un mecanismo muy comun en los RTN es el
uso de cambios de pauta de lectura mediante la formacion de stem loop o por “codones
raros” en el RNA. Otros RTN presentan un control post-transcripcional de la proporcion
adecuada de GAG frente a POL ya que, aunque se sintetiza una poliproteina GAG-POL
posteriormente la proteina madura POL tiene menor estabilidad proteica o bien se

degrada preferencialmente. Otros RTN tienen directamente 2 ORF.
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¢ Proteasa (PR)

La proteasa codificada por el propio elemento provoca el autoprocesamiento de la

poliproteina dando lugar a los péptidos funcionales.

Las proteasas de RTN y retrovirus son de tipo aspartico y contienen un motivo
altamente conservado que actla como centro activo: D(T/S)G. La forma activa de la

proteina es un dimero.

La especificidad de corte de las PR ha sido estudiada en algunos retrovirus, y no

refleja la existencia de una secuencia especifica de corte.

¢ Retrotranscriptasa (RT)

La RT convierte las moléculas de RNA en DNA de doble cadena. Para ello consta de
actividad DNA-polimerasa dependiente de RNA [copia el RNA gendmico a cDNA (-)],
actividad DNA-polimerasa dependiente de DNA [sintetiza la segunda cadena de cDNA
(+)] y actividad Ribonucleasa H [elimina el molde de RNA del hibrido DNA-RNA].

Los retrovirus mutan en una tasa 10%-10° veces mayor que los genes celulares.
Aunque no se conoce el dato exactamente para RTN se supone que la tasa de
mutacion es similar, debido a que las enzimas implicadas en el proceso de replicacion
del RTN (RNA polimerasa II y RT) carecen de mecanismos de correccidn de errores. La

RT presenta una tasa de sustitucion 1,4 veces inferior a la INT,

El dominio RT es el mds conservado a nivel de aminoacidos dentro de los RTN
(Doolittle et al., 1989). Existen una serie de secuencias altamente conservadas como
el motivo YVDD del centro activo de la RT, asi como las secuencias TAFLHG vy
SLYGLKQA tipicas de RT de RTN-LTR tipo copia (Flavell et al, 1992) o el motivo SKCEF
en RTN-LTR tipo gypsy con el residuo lisina (K) siempre presente en las polimerasas
RNA-dependientes (Suoniemi et al., 1998).

« RNAsa H (RH)

La actividad RH se sitla en la zona C-terminal de la misma proteina que la RT y es
capaz de degradar el RNA de un hibrido RNA-DNA. In vitro posee actividad endo y
exonucleasa 3’ y 5’. Durante el proceso de retrotranscripcion la RH elimina el molde
de RNA (para permitir la sintesis de la segunda cadena de DNA) vy los iniciadores de

RNA una vez acabado el proceso.
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Se han definido para la RH dos motivos altamente conservados en los distintos RTN,
el motivol de secuencia RTKHI(D/E) y el motivo2 de secuencia AD(I/M/F/L)LTK
(Pearce et al., 1999). También estd muy conservado el motivo TDAS situado en la

mitad N-terminal de la proteina.

Integrasa (INT) o endonucleasa
La integrasa es necesaria para la insercion del cDNA del RTN en el genoma.

La proteina presenta en la zona N-terminal un motivo de dedo de zinc cuya secuencia
HX5.7,HX50.3.CX,C es de las mas conservadas en los diferentes RTN. Parece ser que
este motivo interviene en el reconocimiento del DNA de la LTR previo a la integracion,
aunque no es imprescindible para que se de el proceso. En la zona central de la
proteina se encuentra el dominio catalitico cuya secuencia DDssE esta perfectamente
conservada en INT retrovirales y de RTN y es esencial para su actividad enzimatica
(Suoniemi et al., 1998). La zona C-terminal de la proteina es una region muy basica,
gue une inespecificamente DNA, pero no parece estar demasiado conservada en los

distintos RTN o retrovirus.

En algunos casos, por ejemplo el RTN Tyl de Saccharomyces cerevisiae, se ha visto
gue la INT tiene dos dominios diferentes, uno requerido para la integraciéon y otro
requerido para la localizacion nuclear [presenta una sefial de localizaciéon nuclear
bipartita (NLS)]. Este mecanismo de direccionamiento nuclear del complejo de
preintegracion mediado por la INT puede ser una estrategia general utilizada por los

RTN y retrovirus para infectar células que no estan en divisién (Gémez, 2002).
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El gen env

La diferencia entre retrovirus y retrotransposones se basa en la presencia del gen env

que codifica para una proteina transmembrana necesaria para la expansion extracelular.

El gen env esta situado en el extremo 3’ del dominio interno contiguo al inicio de la
LTR3’, en una pauta de lectura diferente (ORF3) que codifica las glucoproteinas de la
cubierta que reconocen proteinas receptoras de la superficie de la célula huésped,
permitiendo su fusién con la membrana plasmatica y posterior entrada a la célula,

facilitando la movilidad celular y la infectividad.

Algunos RTN de invertebrados, entre ellos gypsy de Drosophila, contienen dominios env.
La secuencia de gypsyDm (de Drosophila melanogaster) contiene una ORF3 que codifica
para una proteina ENV totalmente funcional y ademas estas secuencias pueden ser
transferidas horizontalmente. Se han encontrado elementos idénticos a gypsyDm en
poblaciones naturales de Drosophila suboscura coexistiendo con elementos gypsyDs (de
Drosophila suboscura) indicando que Drosophila suboscura ha sido invadida por
elementos gypsyDm infecciosos. Este es el primer retrovirus de insectos descrito. En
cambio las ORF3 presentes en gypsyDs y gypsyDv (de Drosophila virilis) carecen de
algunos de los motivos esenciales para la funcién de esta proteina, por lo cual se piensa
que pueden ser formas degeneradas de estos retrovirus (Alberola et al., 1996; Song et
al., 1994).

No se ha documentado la presencia de retrovirus en plantas pero si de pararetrovirus
(virus que encapsidan DNA y cuya multiplicacion se da via retrotranscripcidén, aunque no

se integran en el genoma huésped) como el virus del mosaico de la coliflor (CaMV).

Pero en algunos miembros de RTN del tipo gypsy es frecuente encontrar una region mas
0 menos larga entre la integrasa y la LTR3’ que recuerda al gen env, como en Tat4-1y
Athilal-1 de Arabidopsis (Wright y Voytas, 1998), Calypso de haba (Peterson-Burch et
al., 2000), Cyclpos2 de guisante (Chavanne et al., 1998), Bagy2 de cebada o Rigy2 de
arroz (Vicient et al., 2001). Ademas, se ha visto que Bagy2 es capaz de transcribirse y
gue el dominio env presenta splicing en el RNA gendmico de una manera similar a la
vista para retrovirus, ademas la proteina ENV predicha contiene los dominios tipicos de

proteinas retrovirales (Vicient et al., 2001).

También encontramos ejemplos dentro del grupo copia como SIRE1, elemento aislado
de haba, qué contiene una segunda ORF en el extremo 3’ que codifica una proteina de
70 kDa similar a ENV (Laten et al., 1998). Este elemento esta considerado como un

proretrovirus.

24



Introduccion

4.2 CICLO DE VIDA DE LOS RTN-LTR

En la Figura 9 esta representado el ciclo de vida de un RTN-LTR auténomo.

La transcripcién de los RTN-LTR se realiza mediante una RNA polimerasa II celular. Se
inicia en el extremo 5’ del dominio R de la LTR5’ y termina en el extremo 3’ del dominio

R de la LTR3’, formé&ndose una Unica molécula de mRNA (Figura 9, Paso 1).

Algunos de los RNA son traducidos y se generan las proteinas necesarias para la
replicacion. Es la proteasa codificada por el propio elemento la que provoca el
autoprocesamiento de la poliproteina dando lugar a los péptidos funcionales (Figura 9,
Paso 2). Otros RNA actian como RNA gendémico haciendo de molde para la

retrotranscripcion.

A continuacion se da el ensamblaje de la VLP (Virus Like Particle). Parte de las
proteinas generadas se unen sobre el RNA gendmico formando las particulas

semejantes a virus (VLP) donde tiene lugar la replicacion (Figura 9, Paso 3).

La retrotranscripcion (Paso 4) se inicia con la sintesis de una cadena de cDNA (-)
complementaria al RNA gendmico. La secuencia del PBS del RNA es complementario a
un RNA celular, normalmente el extremo 3’ de tRNA, que la RT utiliza como cebador
para sintetizar una cadena (-) corta complementaria a los dominios R-U5 de la LTR5’
(4a). La polimerasa de la RT deja de copiar dada la presencia de una sefial de parada
en el dominio R de la cadena (-), la RH degrada la regién R y U5 del RNA, y a
continuacién la cadena corta de DNA copiada es transferida al final 3’ de la molécula de
RNA (por complementariedad de los dominios R) donde se continla la sintesis de la
cadena DNA (-) hasta llegar a la sefial de parada del dominio R (4b). Conforme se
avanza en la sintesis de DNA, la RH va degradando el RNA del hibrido RNA-DNA
resultante. La sintesis de la segunda cadena de DNA se inicia al unirse el cebador a la
PTT y se sintetizan las regiones U3-R-U5 y PBS (4c). Se produce un nuevo salto al
extremo 5’ (donde hay complementariedad de secuencias del PBS) y se continta con la
sintesis de las dos cadenas de DNA (4d).

Cuando se completa la sintesis del dsDNA, el elemento nuevo posee ambas LTR y puede
integrarse en una nueva localizacion cromosdmica gracias a la accién de la INT que
reconoce las secuencias de las LTR (Figura 9, Paso 5). Durante la insercién del RTN,
la INT produce un corte asimétrico en el DNA huésped dando lugar a extremos
cohesivos que luego son reparados a ambos lados del elemento provocando la

duplicacion de la diana de insercion (DI) del genoma huésped.
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Figura 9. Ciclo de vida de los RTN-LTR. Los diferentes pasos del ciclo estan desarrollados en el texto
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Basandose en los conocimientos actuales, el mecanismo de transcripcion, replicacion e
integracion de los retroelementos es igual para RTN-LTR tipo copia, tipo gypsy y
retrovirus, pero los retrovirus tienen un paso extracelular al presentar cubierta

(codificada por gen env) (Kumar y Bennetzen, 1999).

4.3 RETROTRANSPOSONES-LTR DE PLANTAS CARACTERIZADOS

Los dos tipos de RTN-LTR, gypsy y copia, se diferencian entre si por el orden relativo de
sus dominios enzimaticos dentro del gen pol/ y por la conservacion a nivel de secuencia
de sus dominios internos, en referencia a su similitud con los prototipos GypsyDm
(Marlon et al., 1986) y CopiaDM (Mount y Rubin, 1985) descritos en Drosophila

melanogaster.

Los RTN-LTR tipo copia fueron los primeros identificados en plantas (Voytas et al.,
1992) y son el grupo mejor estudiado. La ubicuidad de los RTN-LTR tipo gypsy en

plantas esta también claramente demostrada (Suoniemi et al., 1998).

En la siguiente tabla se describen las caracteristicas principales de algunos de los RTN-

LTR aislados y caracterizados del genoma de plantas (Tabla IV).
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4.4 ACTIVIDAD DE LOS RTN-LTR

Tal y como se ha comentado anteriormente, los RTN-LTR tienen un mecanismo de
transposicion replicativo que los convierte en elementos potencialmente muy invasivos.
Por este motivo, el control de la distribucidn y nimero de copias en que se encuentran
los RTN-LTR es crucial para minimizar los posibles efectos deletéreos en el genoma
huésped. Los genomas eucariotas parecen haber desarrollado mecanismos para reducir
la actividad de los elementos moviles y asi controlar su capacidad mutagénica. Los
mecanismos de silenciamiento son probablemente los mas generales y efectivos. Por
ello, la mayor parte de los RTN-LTR de plantas estan silenciados en la mayoria de

tejidos vegetales durante el desarrollo.

4.4.1 Regulacién de la expresion y la transposicion en RTN-LTR

Como hemos visto, los RTN-LTR no pueden transponerse sin la presencia de RNA que
actle como molde para la retrotranscripcion asi como la produccidén de mRNA para la
sintesis proteica, por tanto uno de los pasos fundamentales para regular la actividad de

un elemento sera controlando el inicio de la transcripcion.

A) Regulacién a nivel transcripcional

El silenciamiento transcripcional (TGS, Transcripctional Gene Silencing) es un
mecanismo de inactivacion del promotor de las secuencias repetidas que directamente
evita su transcripcidon. Hay varios factores que inducen el TGS pero parece ser que el
mas importante es la presencia de multiples copias de la secuencia en concreto, asi
como la presencia de siRNA (short interfering RNA) correspondientes a secuencias de
RTN (Casacuberta et al., 2003).

Las bases de datos EST (Expressed Sequence Tag) pueden aportar una idea de la
representacion general que tienen los transcritos de RTN en los diferentes genomas. Por
ejemplo, para cereales el 0,1% de los clones en bases de datos EST corresponden a

transcritos de RTN, llegando a ser del 0,3% en cebada (Vicient et al., 2001).

Aunque muchos de los RTN-LTR aislados no se transcriben en condiciones normales,
hay en la actualidad diversos ejemplos de RTN-LTR que muestran patrones de
transcripcion en determinados tejidos o momentos de desarrollo. Asi, se han detectado
transcritos especificos de Tntl en raiz de planta adulta de tabaco a niveles bajos pero
no en hoja (Pouteau et al., 1991), BARE1 en hoja y callos de cebada (Suoniemi et al.,
1996), Cinful en hojas de maiz (SanMiguel y Bennetzen, 1998) u Opiel en raiz de maiz
(SanMiguel et al., 1996), entre otros.
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También, se ha observado que los elementos Ttol de tabaco (Hirochika, 1993) y Tos17
de arroz (Hirochika et al., 1996) tienen ademas un nimero de copias incrementado en
cultivos celulares donde el nivel de RNA del elemento es también elevado, confirmando

que existe una correlacion entre la transcripcion y la transposicion en estos elementos.

En cambio, es posible observar un nimero elevado de trascritos de BARE1 en hoja de
cebada mientras que la transposicion del elemento no ha podido ser demostrada en

estas condiciones (Kumar y Bennetzen, 1999).

Asimismo, aunque la transcripcion de TntlA no es detectable en cultivos de
suspensiones celulares, si ha podido detectarse un incremento en el nUmero de copias

del elemento en esta situacidon (Hirochika, 1993).

Por tanto, aunque la transcripcion sea un requisito necesario para la transposicidn, y en
algunos casos como Ttol y Tosl7 la movilizacion si estd regulada a nivel
transcripcional, vemos que para la movilizacion de los RTN-LTR son necesarios otros

pasos que han de estar igualmente regulados.

¢ Activacion de la transcripcion en condiciones de estrés biotico y abiético

Muchos de los RTN-LTR de plantas mejor caracterizados se transcriben activamente en
respuesta a diferentes factores de estrés tanto bidtico como abidtico. Muchos se
expresan durante el proceso de aislamiento de protoplastos o en cultivos celulares in
vitro (Hirochika, 1993; Pouteau et al., 1991), indicando que quizas la transposicién
contribuye significativamente a la variacion somaclonal que aparece en plantas

regeneradas a partir de cultivos celulares (Grandbastien, 1998).

Se conoce que TntlA de tabaco activa su expresion en respuesta a herida, en hoja
tratada con la criptogeina (elicitor de hongos) y por la adicion de metiljasmonato,
mientras que Tnt1B se transcribe sélo en cultivos celulares y Tnt1C activa su expresion
en hojas tratadas con acido salicilico y la hormona 2,4-D (Beguiristain et al., 2001).
También se observa activacion de la transcripcion de Tntl en respuesta a agentes
microbianos (Pouteau et al., 1994). De la misma manera, Ttol de tabaco es inactivo en
hoja pero se induce en respuesta a herida y en cultivos celulares (Hirochika, 1997;
Takeda et al., 1999) mientras que Tto5 se activa en respuesta a acido salicilico (Takeda
et al., 1998). Ambos elementos (Ttol y Tto5) se activan también cuando el tabaco es
infectado con el virus del mosaico del tabaco (TMV) (Hirochika, 1995). El elemento

Tos17 se induce en cultivos celulares de arroz (Hirochika, 1997).
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Elemento Actividad transcripcional en... Referencia
Tnti Raiz planta adulta, respuesta a herida, en Pouteau et al, 1991
cultivos celulares, protoplastos, respuesta Beguiristain et al, 2001
(tabaco) a patégenos microbianos Pouteau et al., 1994
BARE-1 . o
Hoja y callos, Suoniemi et al., 1996
(cebada)
Cinful i X
. Hojas SanMiguel y Bennetzen, 1998
(maiz)
Opiel ; i
. Raiz SanMiguel et al., 1996
(maiz)
Tto1 Hirochika, 1993
0 ’ .
Cultivos ceIuIare§, FESPL’JESta a herlda, Takeda et al., 1999
(tabaco) protoplastos, infeccién por virus
Hirochika, 1995
Tos17 . . -
Protoplastos, Cultivos celulares Hirochika et al., 1996
(arroz)
OARE-1 'Rfe'spuelst.a a 'herid’a,'luz .UV, éf:i]do .
. salicilico, acido jasmonico, infeccién por Kimura et al., 2001
(trigo) hongos

Tabla V. Tabla donde se muestran algunos de los RTN-LTR caracterizados que muestran actividad
transcripcional

e Secuencias reguladoras de la LTR del RTN

Los RTN-LTR poseen en las LTR secuencias reguladoras en cis que controlan sus

patrones de expresion en el genoma huésped.

La estructura de los elementos reguladores de la transcripcion en secuencias repetidas
en tamdem (que son inestables durante la retrotranscripcion) favorecen la aparicion de
copias mutadas o defectivas que compiten con las copias activas por los factores
necesarios para la expresién, de esta manera los RTN-LTR siguen una estrategia similar
a la de los virus para mantener su poblacién en niveles que no afecten a la viabilidad

del genoma huésped (Casacuberta et al., 1995).

La estructura y funcién de los promotores de los distintos RTN-LTR mejor caracterizados
se ha estudiado mediante transformaciéon de plantas con la construccién LTR-GUS,
donde el gen informador se coloca bajo el control del promotor de la LTR del elemento
concreto. Por ejemplo, ensayos de expresion tanto estable como transitoria de la
proteina fusion LTR-GUS, conteniendo fragmentos de distintas longitudes de la LTR, han
permitido definir para Tnt1A (Pouteau et al., 1991, 1994) y Ttol (Takeda et al., 1998,
1999) que la mayor parte de las secuencias que controlan la expresion del RTN-LTR
estan situadas en el dominio U3 de la LTR5’. Ademas, las diferentes subfamilias de Tnt1
(Tnt1A, Tnt1By Tnt1C) que se expresan en tabaco bajo diferentes condiciones de estrés
tal y como habiamos visto en el apartado anterior, difieren en sus dominios U3 los
cuales probablemente contienen las secuencias necesarias para el control de su
expresion (Beguiristain et al., 2001). Parece ser que la elevada variabilidad de las

secuencias reguladoras de Tntl ha permitido al RTN evolucionar y adquirir diferentes
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nuevos mecanismos de regulacidon permitiendo coexistir y persistir en el genoma de
Nicotiana (Verhenettes et al., 1998). También, se ha descrito el mismo caso para las
LTR de BARE (Vicient et al., 2005).

Los promotores de Tntl y Ttol que se activan inducidos por diferentes condiciones de
estrés, muestran homologia de secuencia con promotores de genes de defensa en
plantas y por tanto, se unen a los mismos factores de transcripcion inducidos en
respuesta a defensa (Mhiri et al., 1997; Grandbastien et al., 1997; Takeda et al., 1999).
También el promotor de BARE1 comparte homologias con componentes de otros

promotores de genes de defensa (Suoniemi et al., 1996).

Este tipo de estudios demuestran también que construcciones LTR-GUS con promotores
de Tntl o Ttol (ambos RTN-LTR de tabaco) son activos en sistemas heterdlogos como
Arabidopsis, tomate o arroz, y que los patrones de expresion del RTN-LTR que se
observan en las plantas transgénicas son similares a los vistos en tabaco, su huésped
natural. Ademas, las activaciones por estrés de Tntl y Ttol se mantienen en estos
sistemas heterdlogos. Por tanto, los factores involucrados en la retrotranscripcion estan
conservados en las plantas superiores. Pero, mientras que en el sistema homdlogo
(tabaco) la activacion del promotor de Tntl se da Unicamente en raiz, en plantas
transgénicas de Arabidopsis y tomate hay expresion también en flor (Mhiri et al., 1997).
Estos resultados sugieren que en la regulacién de la expresidn de Tntl inducida por
estrés, ademas de las secuencias conservadas que actlan en cis en la LTR, participan

también reguladores especificos del huésped (Kumar y Bennetzen, 1999).

Diferentes fracciones de la region U3 de la LTR de Tntl pueden estimular la actividad de
un promotor minimo heterélogo (CaMS-35S minimo) adyacente en protoplastos de

tabaco (Casacuberta y Grandbastien, 1993).

En la siguiente tabla se muestran algunos de los RTN-LTR caracterizados en los que se
ha estudiado la funcionalidad del promotor de la LTR mediante experimentos con el gen

informador gus (Tabla VI).
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Fusion a GUS Condiciones activacion Sistema Referencia

Partes de LTR Tnt1 Protoplastos Homdlogo: tabaco Casacuberta y Grandbastien, 1993

Hoja herida (mecanica), frio, acido
LTR de Tnt1 salicilico y especies reactivas
oxigeno, CuCly,

Heterdlogo: tomate

y arabidopsis Mhiri et al., 1997

Hoja tratada con salicilato de

U3 de LTR de Tnt1 sodio, CuCl,, Cryptogeina Homdlogo: tabaco Verhettes et al., 1997
(elicitores microbianos)
LTR de TntiA, Tnt1B, Crytogeina, MJA, A. salicilico, Homélogo: tabaco Beguiristain et al., 2001
TntiC Auxinas

Cryptogeina, Capsiceina (elicitores

LTR de Tnt1 ’ -
microbianos)

Homdlogo: tabaco Pouteau et al., 1994

LTRy LTR* de Ttol

(LTR* deleccién de 8 pb) Hoja herida y MJA Homdlogo: tabaco Takeda et al., 1998

Especificidad tejido: activacion alta
LTR de Panzee en raiz, baja en drganos florales y Heterdlogo: tabaco Lall et al., 2002
muy baja en hoja

Tabla VI. Promotores funcionales de RTN-LTR de plantas. La tabla incluye aquellos RTN-LTR de plantas cuya
funcionalidad del promotor de la LTR haya sido probada en la bibliografia mediante experimentos de transformacién de
plantas con la construccion LTR-GUS.

e Metilacion del DNA

La metilacion del DNA se ha asociado a la regién heterocromatica e inactividad genética
en muchos eucariotas superiores, incluyendo las plantas. El analisis del DNA repetitivo
(mayoritariamente RTN) presente en el genoma de plantas muestra citosinas metiladas
en las secuencias 5-CG-3’ y 5-CNG-3’. Esta metilacién se asocia tanto a inactividad
transcripcional del elemento como a una elevada tasa de mutaciones puntuales por
transicion de C a T, que hace que los elementos degeneren en formas no funcionales

mas rapidamente (SanMiguel et al., 1998).

Se ha demostrado que en el caso de Ttol la metilacidn del DNA es responsable de su
silenciamiento en Arabidopsis (Hirochika et al., 2000). En este trabajo se observa que el
numero de copias de Ttol se incrementa en lineas transgénicas de Arabidopsis en
cultivos celulares durante el proceso de transformacion, y que seguidamente el
elemento se silencia. Este silenciamiento estad correlacionado con una reduccion de los
niveles de trascritos de Ttol y con la metilacion de las copias silenciadas. En cambio,
cuando la linea silenciada estd en un fondo mutante deficiente en metilacion (ddm1)

entonces Ttol pasa a estar hipometilado y vuelve a activarse su transcripcion.

B) Regulacién a nivel post-transcripcional

Los RTN pueden también inactivar otros RTN pre-existentes insertdndose dentro de
ellos, en una estructura anidada (nested) muy frecuente en las regiones intergenéticas

del genoma de maiz (SanMiguel et al., 1996).

33



Introduccion

Se ha visto que la recombinacion homéloga entre LTR, para generar solo-LTR puede ser
otro mecanismo de control para reducir el nUmero de copias de determinados RTN-LTR
(Vicient et al., 1999). También en levaduras, se ha visto que la recombinacion entre LTR
evita una invasion excesiva de elementos Ty permitiendo el mantenimiento en el
genoma huésped de una poblacion pequefia de elementos todavia activos (Jordan and
McDonald, 1999).

El silenciamiento post-transcripcional (PTGS, Post- Transcripctional Gene Silencing) es
un mecanismo general de defensa antiviral en plantas y consiste en una degradacion de

RNA especifica de secuencia (Casacuberta et al., 2003).

4.4.2 Evidencias de la posible movilizacion de RTN-LTR

Aunque el numero de RTN-LTR descritos en plantas es muy elevado (Kumar y
Bennetzen, 1999) se han obtenido evidencias de una movilizaciéon reciente en muy

pocos de ellos.

Ademas de la activacion de la transcripcion para varios RTN-LTR descrita anteriormente,
también se han detectado proteinas de la GAG e INT de BARE1 asi como particulas
similares a virus (VLP) de este RTN-LTR en cebada (Jaaskeldinen et al., 1999) y en
otros cereales (Vicient et al., 2001) sugiriendo que algunas familias de RTN no sdélo son

activos transcripcionalmente sino que también se traducen e integran.

El RTN-LTR BARE1 es altamente polimorfico entre diferentes cultivares de H. vulgare,
indicando actividad transposicional del elemento en estas especies en un pasado
reciente (Kalendar et al., 1999). Ademas, también presenta polimorfismos de insercidon
en otras especies de la familia Triticeae lo cual sugiere que la actividad transposicional
del elemento ha persistido durante millones de afos en multiples especies (Gribbon et
al., 1999). Por otra parte, se ha observado que cambios microclimaticos marcados

pueden modificar el nUmero de copias de BARE1 en cebada (Kalendar et al., 2000).

Se han obtenido polimorfismos de insercién entre especies préximas (Pearce et al.,
2000) y entre variedades y poblaciones (Kalendar et al., 2000; Vicient et al., 1999)
para distintos elementos. Hay RTN-LTR transposicionalmente activos en un pasado
reciente en Zea spp. (Purugannan et al., 1994; White et al., 1994), en Pisum spp. (Ellis
et al., 1998; Pearce et al., 2000) o Avena spp. (Yu y Wise, 2000). También se ha
demostrado la presencia de nuevas inserciones en el caso de Tntl (Melayah et al.,
2001), Ttol (Hirochika, 1993) y Tos17 (Hirochika et al., 1997) en respuesta a

determinadas condiciones de estrés.
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4.5 USO DE LOS RTN-LTR COMO HERRAMIENTAS MOLECULARES

Tagueado de genes (Gene Tagging)

Entendemos como genética reversa los métodos para asignar funciones bioldgicas a
genes mediante la generacidon y cribage de gran nimero de mutantes, de los que se
seleccionan fenotipos de interés y seguidamente se busca el gen mutado que los
produce. Existen varias formas de generar mutantes, ya sea por mutagénesis quimica o
fisica (radiaciones) o mediante la inserciéon de transposones (transposon tagging) o T-
DNA.

En el transposon tagging tradicionalmente se utilizan elementos transponibles de clase
IT como Ac/Ds, En/Spm o Mutator, que en determinadas situaciones pueden escindirse y

revertir la mutacion (Greco et al., 2001).

Los RTN de plantas presentan una serie de caracteristicas que los convierten en
herramientas muy Utiles para el tagueado de genes, por encima de otros elementos de
insercion tradicionales: (i) la mutacidon que generan es estable pues presentan un modo
de transposicion replicativo; (ii) no presentan dianas fijas de insercion generando
movilizaciones al azar, facilitando asi la generacién de colecciones de mutagénesis
saturadas; (iii) su transposicion puede estar regulada por factores bidticos o abioticos;
(iv) son ubicuos en plantas y (v) algunos pueden llegar a ser altamente mutagénicos al

transponer en regiones génicas.

En arroz, el RTN-LTR Tos17 esta silenciado en condiciones normales pero se activa en
condiciones de cultivo celular. En plantas regeneradas a partir del cultivo se pueden
encontrar entre 5-30 copias nuevas del elemento (Hirochika et al., 1997). Tos17
transpone de forma preferente en regiones ricas en genes posibilitando su utilizacién
como herramienta mutagénica (Miyao et al., 2003). Tos17 se vuelve inactivo en las
plantas regeneradas y las mutaciones producidas por sus inserciones se heredan de

forma estable en las siguientes generaciones (Hirochika et al., 2004).

De la misma manera, el RTN-LTR de tabaco Ttol se ha demostrado que es activo en
cultivos tisulares también de Arabidopsis dirigido por su propio promotor, confirmando
gue es un sistema eficiente para la mutagénesis en esta especie (Okamoto y Hirochika,
2000).

Marcadores moleculares

Los RTN-LTR son ubicuos, se presentan en un numero de copias elevado y en
poblaciones extremadamente heterogéneas, presentan una distribucidn dispersa por los
cromosomas y muestran polimorfismos de insercién tanto intra como inter-especie en
plantas. Estas caracteristicas intrinsecas de los RTN-LTR los convierte en buenos

marcadores moleculares tal y como se desarrolla ampliamente en el siguiente capitulo.
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5 LOS MARCADORES
Los marcadores tienen gran importancia en estudios evolutivos y de variabilidad.

Un marcador es un caracter de determinacién sencilla empleado en los programas de
mejora cuando el caracter de interés que se quiere seleccionar posee una determinacion

complicada.
Un marcador ideal ha de ser:
e Polimorfico, variable entre los diferentes individuos analizados.

e Reproducible experimentalmente.

e Codominante, que permita diferenciar entre individuos homocigotos vy

heterocigotos.

e Discriminante, permitiendo detectar diferencias entre individuos estrechamente

relacionados.

e Ampliamente distribuido por el genoma.

e No debe estar influenciado por el ambiente.

e Ha de comportarse como un gen neutro, sin afectar al desarrollo de la planta.

e Su deteccidén y andlisis tienen que ser simples y de bajo coste.

Hay diferentes tipos de marcadores:
A. Marcadores de caracteres morfologicos

Los primeros marcadores utilizados fueron los que afectaban a la morfologia de las
plantas. Pero, los rasgos fenotipicos ademas de ser escasos presentan una serie de
limitaciones ya que tienen niveles de polimorfismo bajos y también suelen presentar
dominancia, pleiotropia (un gen o alelo determina diferentes fenotipos), epistasia (un

caracter determinado por mas de un locus) y ademas, algunos son deletéreos.
B. Marcadores bioquimicos

Los Isozimas fueron los primeros marcadores bioquimicos que se emplearon en mejora
genética, aunque actualmente estan mas en desuso. Son enzimas que catalizan una
misma reaccion bioquimica pero presentan algunas diferencias en la cadena de
aminoacidos que pueden detectarse mediante tincidon con sustratos especificos. Son
marcadores generalmente codominantes y la metodologia de deteccidon es rapida y
sencilla. Como desventaja, pueden estar influenciados por cambios ambientales y

durante el desarrollo.
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C. Marcadores moleculares

Un marcador molecular es esencialmente una secuencia nucleotidica correspondiente a
una localizacidn fisica particular en el genoma. Esta secuencia ha de ser suficientemente
polimorfica para que su patron de herencia sea facilmente seguido. Los marcadores
moleculares se encuentran en cualquier especie, son fenotipicamente neutros, pueden
detectarse en estadios tempranos del desarrollo y en cualquier tejido, y no presentan

interacciones epistasicas.

5.1 MARCADORES MOLECULARES

En la actualidad hay un gran nimero de tipos de marcadores moleculares con unas
caracteristicas especificas que los hacen adecuados para unas determinadas

aplicaciones.

. Los RFLP (Restriction Fragment Length Polimorphism) fueron la primera técnica
desarrollada basada en marcadores de DNA hacia el 1970. En ella se digiere el DNA
gendmico y tras Southern-blotting se hibrida con un fragmento de DNA conocido
(Helentjaris et al., 1985). Suelen segregar como marcadores codominantes, son
altamente reproducibles y su nimero es “ilimitado”. Su principal inconveniente es su

elevado coste econdmico y de tiempo, ademas son poco polimérficos (Figura 10A).

. Los RAPD (Randomly Amplified Polimorphic DNA) es una técnica rapida basada en
la PCR que no requiere conocimiento previo de la secuencia. Utiliza un cebador de 10
nucledtidos de secuencia aleatoria y la metodologia de deteccién es rapida y sencilla
(Williams et al., 1990). Sus principales inconvenientes es que presentan dominancia,
tienen una baja informacidn polimorfica, poca correlacion con la informacidn derivada de
otros marcadores y baja reproductibilidad, dada las bajas temperaturas de anillamiento

utilizadas en las reacciones de PCR (Figura 10C).

. Los SCAR (Sequence Characterized Amplified Regions) surgieron para solucionar
algunos de los problemas que presentan los RAPD. Consiste en clonar y secuenciar los
fragmentos polimorficos de los RAPD para disefiar nuevos cebadores mas largos vy
especificos. Asi, se eliminan problemas de reproductibilidad y se consigue en ocasiones

transformar el polimorfismo en codominante.

. En los afios 90s se desarrollaron en plantas métodos para detectar variabilidad
basados en microsatélites o SSR (Simple Sequence Repeats). Se trata de secuencias
de 2-6 pb repetidas en tdmdem, en un nimero que va de dos hasta cientos de veces, y
que se presentan distribuidos aleatoriamente en el genoma de los eucariotas. Las
repeticiones del tipo (TA/AT)n o (GA/CT)n son las mas abundantes en plantas. Estos

marcadores tienen un nivel de polimorfismo muy elevado que se produce por el cambio
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en el numero de repeticiones. La mayoria se comportan como codominantes. Son muy
Utiles en la construccion de mapas genéticos saturados y altamente informativos. La
metodologia de deteccion se basa en la amplificacion de fragmentos de DNA utilizando
cebadores disefiados a ambos lados del microsatélite y su posterior resolucion en un gel
de acrilamida. El método es relativamente simple, reproducible y puede ser
automatizado (Tautz et al., 1989) (Figura 10D).

. Los ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) se basan igualmente en secuencias
repetidas en tdmdem, pero en este caso se amplifica la zona comprendida entre dos
microsatélites utilizando cebadores homdlogos a los microsatélites a los que se le
afiaden dos bases aleatoriamente (Gupta et al., 1994). Son marcadores menos
polimorficos que los SSR pero con un gran potencial para estudios de poblaciones
naturales (Wolfe AD y Liston A., 1998).

. A mediados de los afos 90, se introdujo el método de AFLP (Amplified Fragment
Length Polymorphism), que combina el RFLP y la PCR ya que, aunque el método deriva
de la PCR el polimorfismo que se detecta deriva de las variaciones que se dan en los
sitios de restriccion (Vos et al., 1995). La metodologia de deteccion consiste en una
digestion del DNA gendmico con dos enzimas de restriccion, después se realiza una
ligacion con unos adaptadores que se unen a los fragmentos de restriccion, se
amplifican estos fragmentos con cebadores homoélogos a la secuencia de los
adaptadores y se resuelve en un gel de poliacrilamida. Modificando los nucleétidos de
seleccion se amplifican grupos de fragmentos diferentes por lo que el empleo de la
técnica AFLP permite la identificacion de un nimero “ilimitado” de marcadores (Mueller
UG y Wolfenbarger L., 1999). Los AFLP generan muchas bandas por reacciéon, ademas
no requieren conocimiento previo de la secuencia de la especie y son muy abundantes.
Como desventajas, destacar que son marcadores dominantes y que fragmentos

generados con el mismo tamafio no tienen porque ser homélogos (Figura 10B).

. Los SNP (Single Nucleotide Polymorpism) detectan cambios de una sola base en
la secuencia de DNA que se dan con una frecuencia alélica de como minimo el 1%
(Marth et al., 1999; Martin et al., 2002). Es el tipo mas comun para diferenciar
secuencias entre alelos. En el genoma humano hay cerca de un millén de SNP, qué son
altamente polimérficos y pueden ser usados como marcadores genéticos simples.
Existen diferentes métodos para generar SNPs como la secuenciacion directa de un
fragmento aleatorio de DNA, de una banda AFLP, RAPD o EST (Expressed Sequence
Tag) o de genes conocidos (Rafalski et al., 2002).
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Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP)

Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP)

Msel Digest DNA with:

Pstl Msel  Msd  Msel
i ' ' - Fraquent cutter - Mssl

- Rare cutter - Psil
‘ Add adaptors
I
I

PCR amplify using *PstlMsd primers

- with no salective bases
- with 1, 2 or 3 salective bases

Separate products in a denaturing polyacrylamide gl

EcoRi EcoRl EcoRi EcoRl
12kb Tkb
A g i i
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19 kb
var.B i i i
Var.A Var.B Var.A VarB
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Microsatellites (SSR)

Var A Var B

“RCACACACACAC

— CATAC] RCACACACACA
m—CTOT GTETETETETGTETETET

CACACACACACACAZL
— GTETETETGTCTCTST

P CR amplification
Var. A Var.B

Figura 10. Representacion de algunos de los principales tipos de marcadores moleculares

Los polimorfismos detectados por estos métodos se deben a pequefios cambios en el

genoma (insercion/delecion en los sitios de restriccion que hacen perder la diana en

RFLP o AFLP, ganancia o pérdida de unidades de repeticién en microsatélites, cambios

en la secuencia de union a los cebadores en los RAPD, etc.). Todos son cambios

bidireccionales en el sentido que nuevas mutaciones podrian restaurar el sitio de

restriccion o el de unidn al cebador. Esta bidireccionalidad reduce la utilidad de estos

sistemas de marcadores para resolver filogenias.
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Isozimas No <90 Bajo Si Alta - No No No
RFLP No Ilimitados Medio Si Alta Alta/Alta No Si/No Agarosa
RAPD Si Ilimitados Medio No Variable Baja/Baja No No Agarosa
SCAR Si Tlimitados Medio Si /No Alta Baja/Alta Si Si/No Agarosa
SSR Si Ilimitados Muy alto Si Alta Baja/Media Si No Acrilamida-Agarosa
ISSR Si Ilimitados Medio No Alta Baja/Media Si/No No Acrilamida-Agarosa
AFLP si Ilimitados Alto No Alta Baja/Alta No Si/No Acrilamida
SNP si Tlimitados Muy alto si Alta Baja/Alta si No Secuenciar
EST Si Tlimitados Medio Si Alta Baja/Alta si Si/No  Acrilamida-Agarosa

Tabla VII. Tabla comparativa de las principales técnicas de obtencion de marcadores comentadas. En la tabla
consideramos los diferentes criterios de forma general pero, hay que tener en cuenta que estas técnicas son muy
dependientes de la especie que se esta analizando.

Una técnica de marcadores moleculares ideal ha de explotar los cambios fisicos que se

dan en el genoma (mutaciones puntuales/inserciones-deleciones/reordenamientos) para

visualizar la diversidad genética. El loci analizado por el método ha de estar disperso

por el genoma en una elevada frecuencia, permitiendo generar mapas de recombinacion

saturados y bien distribuidos. EI método ha de ser universal para que sea facilmente

aplicado en distintas especies. El patron de bandas generado tiene que ser reproducible.

Los RTN-LTR cumplen todos estos requerimientos y por ello estan siendo desarrollados

como marcadores moleculares (Kumar, A. y Hirochika, H., 2001; Schulman, Flavell y
Ellis, 2004).
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5.2 LOS RTN-LTR COMO MARCADORES MOLECULARES

Los RTN-LTR se encuentran de forma ubicua y abundante en el genoma de las plantas.
Se ha demostrado que se distribuyen de manera dispersa y aleatoria por todo el
genoma, aunque hay zonas de mayor insercion tal y como se ha comentado en
apartados anteriores. Ademas, el tipo de cambio que generan (inserciones) es

permanente, generando marcadores de localizacion temporal.

Su utilizacidn como marcadores moleculares es altamente informativa ya que cada
elemento tiene su propia historia transposicional. Asi, aquellos elementos activos en un
pasado reciente presentaran poblaciones altamente heterogéneas y polimérficas dentro
de una especie, siendo muy Utiles en estudios de diversidad genética intraespecifica o
varietal (Ellis et al., 1998; Waugh et al 1997). En cambio, aquellos elementos activos
hace millones de afos seran mas Utiles en la determinacion de relaciones

interespecificas o entre géneros (SanMiguel et al., 1998).

Existen una serie de técnicas que aprovechan las caracteristicas intrinsecas de los RTN-

LTR para desarrollarlos como marcadores moleculares altamente informativos:

. Los SSAP (Sequence Specific Amplified Polymorphism) son muy similares a los
AFLP, pero como cebadores se utiliza uno complementario a la secuencia del adaptador
del enzima de restriccion y otro cebador homdlogo a una secuencia especifica, en este
caso del RTN. Normalmente se generan menos fragmentos que con los AFLP pero mas
polimorficos (Waugh et al., 1997). Esta aproximacién se describe mas detalladamente a

continuacion.

. Los IRAP (Inter Retrotransposon Amplified Polymorphism) son marcadores que
se basan en la amplificacion de la zona que se encuentra entre dos RTN situados
proximos y en orientaciones opuestas en el genoma. Se utilizan cebadores especificos
complementarios a una secuencia del RTN. Genera gran cantidad de bandas

polimérficas, aunque la mayoria son dominantes (Kalendar et al., 1999).

. Los REMAP (Retrotransposon-Microsatellite Amplified Polymorphism) detectan
polimorfismos entre la zona amplificada comprendida entre un RTN y un microsatélite
(SSR) (Kalendar et al., 1999). Existen estudios que confirman que las secuencias de

RTN estan intimamente asociadas con microsatélites (Ramsay et al., 1999).

. Los RBIP (Retrotransposon-Based Insertion Polymorphism) utilizan como
cebadores una secuencia del RTN y una secuencia del DNA flanqueante a este elemento.
Es un método codominante que detecta polimorfismos de insercidn (presencia/ausencia
del RTN) (Flavell et al., 1998).

. Los RVIP (Retrotransposon Internal Variation Polymorphism) utilizan como
cebadores secuencias internas a los RTN, y sirven para revelar variaciones en la
estructura interna de las diferentes copias de un elemento o familia (Vershinin et al.,
1999).
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Figura 11. Esquema de las estrategias utilizadas en las técnicas de marcadores moleculares basados en RTN-LTR.

(A) SSAP. Sequence Specific Amplification Polymorphism.

(B) IRAP. Inverse Retrotransposon Amplified Polymorphism.

(C) REMAP. Retrotransposon-Microsatellite Amplified Polymorphism.
(D) RBIP. Retrotransposon-Based Insertion Polymorphism.

(E) RVIP. Retrotransposon Internal Variation Polymorphisms
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5.2.1 Marcadores moleculares SSAP

Tal y como se ha comentado anteriormente, los SSAP (Sequence Specific Amplified
Polymorphism) son marcadores muy similares a los AFLP tanto en metodologia
experimental como por el tipo de fragmentos amplificados que generan. Cada banda
amplificada en un gel SSAP representa los fragmentos obtenidos por PCR utilizando un
cebador disefiado a partir de una secuencia del RTN-LTR y otro cebador complementario
a un sitio de restriccion (Waugh et al., 1997). Generalmente se obtienen menos
fragmentos que con los AFLP, pero mas polimérficos. Tipicamente se utiliza como
secuencia especifica del RTN-LTR el final conservado de la LTR (Waugh et al., 1997). En
este sentido, se han desarrollado técnicas que permiten, sin conocimiento previo de
secuencia de RTN-LTR, el aislamiento rapido de secuencias pertenecientes a la LTR de
elementos tipo copia (Pearce et al., 1999), lo cual posibilita la aplicacién de la técnica
SSAP a cualquier especie vegetal aunque no se tenga conocimiento de ningin RTN-LTR
aislado. Asimismo, también pueden utilizarse para generar cebadores SSAP otras
secuencias del RTN-LTR conservadas en los elementos de una misma familia como son
el PBS o PPT (Pearce et al., 2000).

Los marcadores SSAP son dominantes (al igual que los AFLP) y permiten detectar
variacion de secuencia debida al sitio de insercion del RTN-LTR (presencia/ausencia del
elemento), variacién de la secuencia genémica que flanquea el elemento y variacion de
la secuencia del propio elemento (Ellis et al., 1998). Al ser un sistema de marcadores
multiple es necesario aislar y secuenciar cada banda por separado para detectar en

cada experimento la causa del polimorfismo SSAP (Waugh et al., 1997).

La metodologia de los SSAP se desarrolla ampliamente en el Apartado 12 de Material y
Métodos y en el Capitulo B2 de Resultados de este trabajo.

5.3 UTILIDAD DE LOS MARCADORES MOLECULARES

Los marcadores moleculares presentan multiples aplicaciones en la mejora genética
de plantas. Permiten identificar el origen y/o naturaleza de los diferentes individuos
de una poblacion. Por ejemplo permiten distinguir entre individuos zigéticos o nucelares
en plantas que presentan apomixis como los citricos (Torres et al., 1982), asi como
identificar hibridos o bien distinguir entre cultivares comerciales. También pueden ser
utilizados para estudios de relaciones filogenéticas inter e intraespecificas. Otra utilidad
la encontramos en la caracterizacidon y evaluacién de colecciones de germoplasma, asi
como la deteccidon de variacion somaclonal que aparece a veces después de la

regeneracion a partir de tejidos tisulares.

También permiten localizar genes que controlan caracteres de interés agronémico de
resistencia a enfermedades o caracteres cuantitativos (QTL, Quantitative Trait Locus)

que pueden ser usados en mejora genética por selecciéon asistida por marcadores y
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en clonacién basado en el mapeo fino de un gen. Los mapas genéticos son esenciales
en la localizacidon de genes y QTLs. La seleccion asistida por marcadores en la mejora
genética permite simplificar mucho los procesos de retrocruzamiento reduciendo el
numero de generaciones necesarias para la obtencion del genotipo deseado; esto es
especialmente ventajoso en especies con largos periodos de generacidn como son, por

ejemplo, los citricos.

Marcadores moleculares basados en RTN-LTR del tipo SSAP han sido aplicados para la
construccion de mapas de ligamiento en cebada (Manninen et al., 2000; Waugh et al.,
1997), trigo (Queen et al., 2004) y guisante (Ellis et al., 1998). Asimismo, también han
sido utilizados para mapar genes de interés agrondmico, como son un gen de
resistencia al hongo Pyrenophoral teres Drechs. f. teres Smedegen que causa la lesién
net blotch en cebada mediante marcadores tipo IRAP y REMAP con los RTN-LTR BARE1
y Sukkula (Manninen et al., 2000).

Los marcadores moleculares también se aplican en estudios filogenéticos. Los
marcadores moleculares basados en RTN-LTR permiten el estudio de la diversidad
genética y las relaciones filogenéticas entre especies. Por ejemplo, los miembros activos
de una familia de RTN producen nuevas inserciones en el genoma creando
polimorfismos. Mediante estas técnicas, las nuevas inserciones pueden ser detectadas y
utilizadas para establecer secuencias temporales de los distintos eventos de insercion,

ayudando asi a determinar filogenias.

De esta manera, los marcadores moleculares basados en RTN-LTR han sido aplicados a
estudios filogenéticos y de biodiversidad en diferentes especies vegetales como son
Hordeum (cebada) (Kumar et al., 1999; Waugh et al., 1997; Gribbon et al., 1999),
Pisum (guisante) (Ellis et al., 1998; Pearce et al., 2000), Zea mays (maiz) (Garcia-
Martinez y Martinez-Izquierdo, 2003), Triticum (trigo) (Queen et al., 2004) o
Lycopersicum (tomate) (Tam et al., 2005).

En algunas de estas especies vegetales los marcadores SSAP parecen estimar mejor las
relaciones filogenéticas que los marcadores AFLP; es el caso de cebada (Waugh et al.,
1997) y tomate (Tam et al., 2005) entre otros. Asimismo, se ha visto que
aproximaciones multi-RTN generan informaciones mucho mas detalladas y profundas
permitiendo incluso detectar fendmenos de domesticacién como en el caso del género
Pisum (Ellis et al., 1998).

A su vez, métodos como los SSAP y RBIP permiten detectar actividad de RTN en forma
de inserciones recientes y por tanto son una herramienta muy util para evaluar la
variabilidad gendmica inducida por RTN en plantas que se encuentran bajo condiciones
de estrés bidtico (como infecciones por patdgenos) o abidtico (como estrés ambiental o

en cultivos celulares).
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5.4 APLICACION DE LOS MARCADORES MOLECULARES AL
ESTUDIO DE LOS CITRICOS

5.4.1 Taxonomia del género Citrus

Tal y como se ha comentado anteriormente, la compleja biologia reproductiva de los

citricos dificulta enormemente los analisis taxondmicos del género.

Hasta mediados de los afios 70s, la clasificacion taxondmica del género se basaba
Unicamente en datos morfoldgicos y geograficos, y los sistemas mas aceptados
reconocian desde 10 especies (Swingle, 1943) hasta 147 especies (Tanaka, 1954)

dentro del género Citrus.

A partir de los afios 70s, se comenzaron a aplicar técnicas mas modernas para el
estudio del género. Los estudios de Barrett y Rhodes en 1976 y Scora en 1975, basados
en caracteristicas morfoldgicas y bioquimicas, consideran que son soélo tres las especies
basicas del género [C. maxima (o C. grandis), C. medica y C. reticulata], el resto de
especies estarian dentro del subgénero Citrus que podria haber derivado por
hibridaciones dentro de estas tres especies (hibridaciones intraespecificas), o bien entre
ellas (hibridaciones interespecificas) o con especies de géneros muy préximos
(hibridaciones intergénicas) (Moore et al., 2001). Estudios mas recientes basados en
marcadores bioquimicos (Herrero et al., 1996) y moleculares (Nicolosi et al., 2000)

refuerzan esta hipétesis.

Los marcadores de DNA son ampliamente utilizados para estudios taxondmicos. En
Citrus, se han utilizado marcadores RAPD para la identificacién de cultivares y el mapeo
fisico (Cai et al., 1994). También se han estudiado las relaciones filogenéticas entre
Citrus y géneros relacionados combinando marcadores RAPD y RFLP (Federici et al.,
1998; Liou et al., 1996). Asimismo se ha determinado mediante analisis de RFLP
organulares las relaciones filogenéticas dentro del género Citrus (Green et al., 1986) y

entre especies y cultivares de Citrus, Poncirus y Fortunella (Yamamoto et al., 1993).

Estudios mas recientes con RAPDs y SCARs (Nicolosi et al., 2000), ISSRs (Sankar et
al., 2001) y IRAPs (Breto et al., 2001) estan siendo aplicados para aclarar las relaciones

filogenéticas dentro del género Citrus, aunque los resultados no siempre coinciden.

En la siguiente Figura se muestra por ejemplo un arbol filogenético del género basado

en marcadores moleculares del tipo RFLP segln Federici y colaboradores (1998).
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5.4.2 Origen de las variedades de citricos comerciales

Estrechamente ligado a la taxonomia del grupo, el origen de los diferentes citricos
comerciales también suscita diferentes hipotesis. Tal y como se ha comentado en el
apartado anterior, estos parecen haberse originado a partir de diversas hibridaciones

entre las tres especies verdaderas de Barret y Rhodes (1976).

46



Introduccion

Tanto C. grandis (pummelo), C. medica (cidro) como C. reticulata (mandarino),
presentan patrones de hibridacidon Unicos al realizar analisis Southern del DNA
cloroplastico (Nicolosi et al., 2000) lo cual apoya su estatus de especie. Estudios
filogenéticos con marcadores SSR confirman también al pummelo, cidro y mandarino

como las especies basicas de los citricos cultivados (Fang et al., 2003).

A continuacion se resumen algunos de las hipotesis mas aceptadas sobre el origen de

algunos de los citricos comerciales mas conocidos:

e LIMA Barret y Rhodes (1976) sugieren que probablemente se originaron por un
cruce trihibrido intergénico entre C. medica, C. grandis y una especie de
Microcitrus. Analisis posteriores con marcadores de DNA del tipo RAPD o SCAR
muestran que las limas (C.aurantifolia, C. limettioides) presentan marcadores
comunes a C. medica y a Microcitrus (Nicolosi et al., 2000) y otros estudios con
RFLP también apoyan el parentesco de C. medica y las limas (Federici et al.,
1998).

e LIMONERO En el caso del limonero (C. /imon), determinan que es un complejo
hibrido similar a las limas pero con una mayor proporcion de genes de C. medica.
Estudios moleculares determinan que los limoneros posiblemente se originaron a

partir de C. medica y C. aurantium (Nicolosi et al., 2000).

¢ NARANJO Estos mismos autores, sugieren que el naranjo amargo (C. aurantium)
presenta predominantemente el genotipo de C. reticulata con pequefias
introgresiones de genes de C. grandis. Este dato ha sido igualmente confirmado
con analisis de marcadores de tipo RAPD y SCAR (Nicolosi et al., 2000). El naranjo
dulce (C. sinensis) presenta predominantemente el genotipo de C. reticulata con
pequefias introgresiones de genes de C. grandis, de la misma manera que pasaba

en C. aurantium (Pedrosa et al., 2000).

¢ POMELO El caso de C. paradisi (pomelo) esta bien documentado. Tiene un origen
hibrido, probablemente por hibridaciéon natural, entre C. grandis y C. sinensis, y
una posterior seleccion hacia mutantes sin semillas y con el color rojo del fruto
incrementado. Los datos histéricos y morfoldgicos estan confirmados nuevamente
por datos moleculares mediante aproximaciones RAPD y SCAR (Nicolosi et al.,
2000).
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e MANDARINO EIl grupo de las mandarinas es el fenotipicamente mas heterogéneo
del género. Estudios moleculares (analisis del tipo RAPD y SCAR) no permiten
identificar el origen del mismo pero confirman su caracter de especie (Nicolosi et
al., 2000; Fang et al., 1998).

C.auriantium ‘ C.sinensis
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C. grand:s
C.reticulata

- ; 1
C. medlca
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Figura 13. Representacion de las

relaciones mas probables entre los citricos
mas comunes, seguin Moore, 2001.

C. Ilmon

De todas maneras, nuevos datos son necesarios para clarificar las relaciones entre

las diferentes especies del género Citrus.
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Este trabajo tiene como objetivo principal estudiar y caracterizar retrotransposones
con LTR (RTN-LTR) del genoma del naranjo (Citrus sinensis) como especie
representativa del género Citrus. De esta manera se quieren aplicar los
conocimientos adquiridos al estudio de los citricos para entender la elevada
variabilidad existente entre ellos, asi como desarrollar marcadores moleculares

basados en RTN-LTR para evaluar la biodiversidad del género.

En detalle se persiguen los siguientes objetivos:

1. Clonar y secuenciar RTN-LTR de ambos tipos copia y gypsy del genoma de
Citrus sinensis (naranjo dulce, variedad "“Valencia late”) y realizar estudios
filogenéticos para ver el espectro de familias de RTN-LTR presentes asi como

determinar la contribucién de éstos al genoma.

2. Evaluar la contribucion de los RTN-LTR tipo copia al genoma de diferentes
especies del género Citrus, mediante la descripcion de las poblaciones presentes y

el numero de copias en que se encuentran en los diferentes genomas.

3. Caracterizar algun RTN-LTR tipo copia o gypsy considerado relevante
incluyendo (i) Analisis bioinformatico de la secuencia (ii) Determinacién del nimero
de copias en que se encuentra (iii) Busqueda de RTN-LTR activos
transcripcionalmente en el genoma de C.sinensis (iv) En un elemento activo,

estudio de la funcionalidad del promotor de la LTR.

4.  Utilizar el RTN-LTR caracterizado en Citrus sinensis para poner a punto la

técnica SSAP en este sistema y desarrollar marcadores SSAP basados en el RTN.

5. Aplicar la técnica SSAP al estudio filogenético dentro del género Citrus y
géneros proximos de la familia Rutaceae. Asimismo, aplicar la técnica SSAP para la
deteccién de polimorfismos de insercion de cara a revelar transposiciones recientes
de RTN-LTR en C. sinensis.
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A. CARACTERIZACION DE RETROTRANSPOSONES DEL
GENOMA DE CITRUS SINENSIS

A.1 OBTENCION DE FRAGMENTOS DE RTN-LTR TIPO COPIA
DEL GENOMA DE CITRUS SINENSIS

A.1.1 Estrategia de amplificacion selectiva de RTN-LTR tipo copia

La transcriptasa inversa (RT) es entre las proteinas codificadas por retrovirus y
retrotransposones (RTN) la que estd mas conservada (Doolittle et al., 1989). Esta
elevada conservacién es debida a la presencia en la RT de dominios con actividad
enzimatica altamente conservados, asi como regiones mas variables (Xiong and
Eickbush, 1990). La mayoria de los elementos tipo Ty1/copia identificados en plantas se
han aislado gracias a una aproximacion experimental mediante PCR, utilizando como
cebadores oligonucleétidos degenerados complementarios a dominios conservados de la
RT (como son el dominio TAFLHG o el dominio YVYDDM) (Flavell et al., 1992a; Voytas et
al., 1992). En este trabajo, hemos utilizado la misma estrategia para detectar la
presencia de retroelementos del grupo copia en el genoma de Citrus sinensis. Esta
técnica permite la identificacion preferente de elementos del grupo copia, frente a los de
otras familias de RTN (Voytas et al., 1992) (Figura 14A).

A partir de DNA gendmico extraido de hoja joven de C.sinensis (con un rendimiento de
extraccién de 3,75 ug DNA / 100 mg tejido), se realiz6 la PCR tal y como se describe en
Material y Métodos segun Voytas et al. (1992). Se visualizé en gel de agarosa 1,5 % el
producto amplificado de tamafio esperado (aprox. 270 pb) y se clond en el vector
pGEMT (Figura 14B). Se obtuvo la secuencia nucleotidica de 18 clones individuales
escogidos al azar en dos reacciones de PCR independientes, mediante el secuenciador
automatico ABI PRISM 377, Applied Biosystems. La nomenclatura utilizada para
denominar los clones conteniendo fragmentos correspondientes a RTN fue CoSi#

(retrotransposon Copia de C.Sinensis).

A [TAF(F/L)HG...YVDDM]
U3 R U5 -, U3 R U5
gag | PR | INT | RT | RH
FLM PBS PPT TILI
> 4

— = 270 pb

Figura 14. Obtencion de fragmentos de RTN copia en el genoma de C.
B Apst 1 2 3 sinensis. (A) Organizacion estructural de RTN tipo copia. Se indica la
secuencia aminoacidica y la situacion en el elemento de los oligonucleétidos
degenerados especificos utilizados en la reacciéon de PCR y el tamafio del
dominio de la RT que se espera amplificar. La PCR se ha realizado a 30
ciclos con Ta de 45°C (Apartado 7.2.1 de Material y Métodos). (B) Imagen
de la electroforesis en gel 1,5% agarosa de la amplificacion sobre DNA
genomico. Carril APst, marcador de peso molecular APst, indicando a la
izquierda algunos tamafos en pb; carril 1, C. sinensis; carril 2, Control
positivo (B73 de maiz) y carril 3, control negativo (sin DNA).
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A.1.2 Conservacion de los dominios funcionales en los elementos CoSi

Los fragmentos obtenidos por PCR correspondientes a hipotéticas regiones de RT de
RTN-LTR tipo copia, se clonaron y secuenciaron. Las secuencias resultantes, una vez
comprobadas como pertenecientes a RT, se alinearon utilizando el programa Clustalw
(Thompson et al., 1994). El andlisis de las secuencias revela multiples variaciones
entre ellas, correspondiendo de hecho a 18 elementos diferentes. Para obtener mas
informacion de estos datos, la secuencia nucleotidica de los diferentes clones se tradujo
a secuencia animoacidica y estas secuencias deducidas conceptualmente se compararon
entre si y con secuencias de otros RTN tipo copia ya descritos y presentes en las bases
de datos, como son copiaDM de Drosophila melanogaster (N°© Acc.: P04146) y Tntl de
Nicotiana tabacum (N© Acc.: P10978). Este analisis permite conocer qué regiones estan
mas o menos conservadas y, confirma la presencia en todas ellas de una secuencia
consenso (SLYGLKQA) caracteristica de secuencias de la RT de RTN de tipo copia
(Figura 15). De los clones secuenciados, 7 estan interrumpidos por codones de parada
en la pauta de lectura que corresponde a una RT de RTN-LTR tipo copia, pero ninguno
presenta inserciones o deleciones, y todos tienen motivos funcionales conservados. Al
realizar comparaciones de secuencias con las bases de datos (GenBank) mediante
BLASTN (compara la secuencia nucleotidica con bases de datos nucleotidicas) y BLASTX
(compara la secuencia nucleotidica traducida a todas las pautas de lectura con bases de
datos proteicas) obtenemos en todos los casos similitudes significativas con fragmentos

de poliproteinas de RTN tipo copia de diferentes especies vegetales incluidas en ellas.

] Ja | L -] L1 b an

| I | | I 1 I 1 1 I I | | | | |

[o5iTan ELEEENYMLG PEGFAEKGKE NLVERLM{SL YGLKQ IPRCE YKREDSFIMS LGYMRLSSOH - - CTYYKR-F EOMODFIILLL
(o5i112a ELEEENY [FQ PEGFAEKGKE NLWERLMISL ¥GLEQ IPRCE YKREESFIMS LGYMRLSSOH - -YAYYKR-F EDMDFIILLL
(o5i17aa ELEEEIYMLO PEGFAETGKE NLYERLMIS! ¥GLEQIPGL. YKRFOSFIMS LRYMRFSSOH - - CAYYKR-F EDMMFIILLF
[a5i5an ELEKEIYMLE PEGFAEIGKK NLVERLNIFL ¥5LKQPRCE YKREDSFTMS LGTWRLNSODY -- CAYYKR-F EONDFIILLL
[T ET ELEEEINMLE PEGFAETCKE S- 1CREN{SL YGLKQ PRCE YKRFOSFIMS LETMRLSLOY --FU¥YKR-F EDMDFIILLL
Trt1aa DLEEENYMERQ PEGFEVAGKK HMVEKLNISL YGLKQIPRO® YMKFOSFMES QUYLETYSOF TPCWYFKR-F SENNFIILLL
TR DLEEERYMIG PCGFRVAGKE NHVERLIISL YELKQ PRO® YKKFUQF 106 QKFTRSEHD- -HCWYFRR-L LDGAFIYLLL
(oSidsa  DLEEENYMIQ PCGFRYAGKE NHYERLIGSL YELKQ PRO® YKKFUQF 106 QKFTRSEHI- -HOWYFRR-L LOGAFIYLLL
[05i%a DLEEEIYIIG PCGFKVAGNE NHVERL1ISL ¥GLKQ PRO® YKRFDQF 106 OKFTRSEHD- -HCWYFRR-L SDGREIVLLL
(o5iban HLKEERYMTQ PCGFKYAGKE NHYERLISL YGLKS PRO- YERFOOLIQG QKFTRSEHMNY IHCWYFRR-L -DGAFIYLLL
(o5i10sa  EFDEMIVIAG PEGYVNPEKA DYACHLK (PL YGLKG PRLE YLRFOKFMSE HGFORSSFOC - - CYNFK-.Y EDDTKIVLLL
(o5i12aa  ELEEMIVMAQ PRGYEOPAKA DYVEHLRISL ¥GLKOQ LRO® YLRFOKFMAE NSFORCSYOC ..YAYHKD-L ROGGKIYVLLL
(05154  ELEEQIVISO PEGFEOGSSG DUVELLKISL YGLKQ PR-B SLRFDSFMME LCFOROMLMC - - CW¥YKE- | SG0-MUYLIL
(o5i16an  DLEE- IWMSH Povovernns DUVELLKSL TGVK-PRO® YLKFOSYMEE LNFOKSSYOC --CVEFRK-T YGEEWITLUL
(oS8 MLEEQILMAQ PEGFECKGKE DYVELLHISL YGLKOQ PRO® YRRFODFMYS KGYHKSRYDS .. (WYFGG-5 MOGGWAYLLL
(o5i13an  NLEEQILMAQ PEGFECKGKE DYVELLHISL ¥GLKQ PRO® YRRFODFMYS KGYHKSRYDS .. (WYFGG-5 MOGGWAYLLL
(o5i1%a  NLEEQILMAQ PEGFECKGKE DYVELLH(SL YGLKQ PRO® YRREDDFMWS KGYHRSRYODS .. CUHFGG-5 DOGGWAYLLL
CoSitdan  NLEEGQILMAG PEGFECKDKE DYVELLHISL ¥GLKQ PRO® YRREODFMYS KGYRRSRYOS .. CWYFGG-5 DEGGWAYLLL
(oSizsa  MLEEHILMAG PEGFECKGNE DYWELLY(SL ¥GLKQ PR-® YRREDDFMWL KGTHRSKYDS .. CWYFGR-5 DEGGWAYLLL
CopiaDMan TLKEENVMRL PQG.-1SCNS DNVEKLNIA| YGLKQ IARCE FEWFEQALKE (EFWNSSWOR - - CINILOKG MINENIYVLL

Figura 15. Alineamiento multiple por ClustalW de las secuencias aminoacidicas inferidas de los clones CoSi# y
de zonas similares de RTN tipo copia ya descritos como son Tnt1 de tabaco y copia de D. melanogaster. El
orden relativo de las secuencias esta directamente relacionado con el nivel de similitud entre ellas. Los puntos indican
ausencia de aminoacido en esa posicién. El sombreado oscuro indica identidad de secuencia del 100% y el claro,
elevada similitud. Se ha recuadrado el consenso SLYGLKQA tipico de secuencias de RT de RTNs de tipo copia.
CoSi#: clones de C. sinensis. Copia (N® Acc.: P04146) de Drosophila melanogaster. Tnt1 (N°Acc.: P10978) de
Nicotiana tabacum. No se muestran los dominios conservados tipicos de RTN-LTR copia (TAFLHG y YVDDM) que
flanquean las secuencias porque corresponden a los cebadores degenerados utilizados en la amplificacién por PCR y
su inclusiéon no revela las variaciones de secuencia existentes en los productos amplificados sino las secuencias
impuestas por los cebadores.
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A.1.3 Descripcion de nuevas familias de RTN tipo copia en naranjo

Para tener una vision del espectro de similitudes entre los fragmentos aislados, se han
realizado analisis filogenéticos de las secuencias tanto nucleotidicas como aminoacidicas
mediante arboles tipo Neighbour joining (NJ) que nos han permitido agruparlas segun la
divergencia de secuencia entre ellas y entre otros RTN de tipo copia ya descritos. En la
Figura 16 se muestra el arbol NJ elaborado a partir del alineamiento de la Figura 15.
La mayoria de las secuencias caen en diferentes subgrupos, reflejando cierta
heterogeneidad entre los fragmentos de secuencias de RT presentes en el genoma de C.

sinensis, aunque no hay ningun grupo muy divergente respecto a los demas.

Todas las secuencias de C. sinensis analizadas en este estudio, forman parte de un
mismo supergrupo segun la definicion de Feng & Doolitte (1987) citada en Gribbon et
al. (1999) ya que contiene miembros separados 100 unidades de distancia, lo que
corresponde a 60% de identidad nucleotidica o 40% de identidad aminoacidica. La
identidad nucleotidica mas baja encontrada en comparaciones dos a dos entre

secuencias CoSi# es del 60%.

Un analisis mas profundo permitid clasificar 14 de los 18 elementos CoSi# obtenidos
dentro de 3 familias claras, denominadas CIRE1-CIRE3 (acréonimo de Citrus
Retrotransposon). Los elementos son asignados a una misma familia si comparten una
identidad nucleotidica = 85% entre ellos. La identidad nucleotidica media entre los 5
clones aislados de CIRE1 es del 93,5%, para los 5 clones de CIRE2 es del 85,4% y para
los 4 clones de CIRE3 del 88,9%. Hemos considerado, que los 4 elementos restantes
son miembros de 4 familias diferentes (CIRE4-CIRE7) con un solo representante entre
las secuencias obtenidas en este estudio. Se han sefialado las diferentes familias en la
Figura 16, donde vemos que los tres grupos mayoritarios de secuencias (CIRE1-CIRE3)

estan apoyados por valores de bootstrap muy altos (99-100).

Se observa también que Tntl de tabaco se encuentra bastante proximo a uno de los
subgrupos de RTN-LTR CoSi originados, en concreto comparte una identidad media del
69% con los miembros de CIRE2 (Figura 16). Se observa que CopiaDM se ubica
claramente como outgroup en el analisis, siendo evidentemente la secuencia mas

divergente.

Al realizar busquedas en las bases de datos (GeneBank), se han encontrado secuencias
de la RT de RTN-LTR tipo copia de C.sinensis (N°Acc.: AY654418, AY654419, AY654420,
AY654422 y AY654423). Al compararlas mediante BLASTN con los RTN-LTR descritos en
este trabajo, se encuentra una secuencia, AY654422 con el 90% de identidad
nucleotidica a elementos de CIRE2, indicando que esta familia de RTN-LTR copia
corresponde probablemente a la misma familia de elementos que AY654422, descrito
anteriormente en naranjo. Por el contrario, el resto de familias CIRE no presentan
similitudes superiores al 50% con RTN-LTR de C. sinensis encontrados en las Bases de

datos, pero muestran una elevada similitud con secuencias de RT de RTN de especies no
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relacionadas como son AJO00893 de panzee, RTN de Cajanus cajan (85% de identidad
nucleotidica con miembros de CIRE2), AY624347 de Populus ciliata (70% con CIRE3),
X13777 de Tntl, RTN de Nicotiana tabacum (69% con CIRE2), AF232981 de
Amaranthus quitensis (69% con CIRE1), AF398199 de Zea mays (68% con CIRE3) y
D12827 de Ttol, RTN de Nicotiana tabacum (63% con CIRE2) , entre otras.

La diversidad nucleotidica (n: diferencias nucleotidicas entre pares de secuencias por

posicidn analizada) en la region de la RT es de 0,34.

91,CoSi13aa
70[ 1CoSigaa
85 i CIRE1
CoSit19aa
100 CoSit4aa
77 CoSi2aa
92 CoSi10aa CIRE4
CoSi12aa CIRES
69 CoSi15aa CIRE6
78 CoSi1t6aa CIRE7
95 - CoSi4aa
. |:CoS|3aa CIRES
CoSi9aa
CoSi6aa
@ Tntlaa
CoSilaa
62
CoSibaa
9 ; CIRE2
50 CoSit7aa
CoSit1aa
53 - CoSi7aa
@ CopiaDMaa
—_
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Figura 16. Arbol filogenético basado en el alineamiento de secuencias aminoacidicas de zonas de la RT de
RTN-LTR tipo copia obtenidas del genoma de C. sinensis. Arbol filogenético tipo Neighbour joining (Saitou y Nei,
1987) generado con el programa MEGA2 (Kumar et al., 2001). Las opciones utilizadas para generar el arbol se
describen en Material y Métodos. La divergencia entre las secuencias en unidades de distancia genética viene definida
por la longitud de las ramas horizontales. Esta indicado en cada bifurcacion los valores de bootstrap > 50% para 1000
réplicas. Se han recuadrado las diferentes familias en qué quedan divididas las secuencias, el nombre de cada familia
estd indicado a la derecha de la figura. Secuencias de Drosophila melanogaster (copiaDM, N® Acc.: P04146) y de
Nicotiana tabacum (Tnt1, N° Acc.: P10978) se han incluido en la comparacion ().
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A.1.4 Estimacion del numero de copias de RTN tipo copia en el genoma de
naranjo

Se ha estimado el nimero de copias total de RTN tipo copia por genoma haploide de C.
sinensis mediante reconstruccién gendmica a partir del analisis por hibridacion Slot-blot,
tal y como se describe en la literatura (Aledo et al., 1995; Pearce et al., 1996). La
sonda utilizada es el conjunto de fragmentos de DNA producto directo de la PCR
anteriormente descrita para aislar especificamente este tipo de RTN. Este tipo de sonda
permite reconocer toda la variabilidad de secuencias amplificadas entre los dos
cebadores de la PCR y como se pretende determinar el niUmero de copias total, es
preferible en este caso a sondas clonadas que solo representan la secuencia de un
elemento, ya que asi la estimaciéon es mas representativa sobretodo si el RTN-LTR es

abundante y heterogéneo (Garcia-Martinez y Martinez-Izquierdo, 2003).

Dicha sonda se marca radiactivamente y se hibrida con diluciones seriadas de
cantidades conocidas de DNA gendmico, asi como diluciones en serie de una cantidad
conocida de la misma sonda que se utilizara en la hibridacién, qué se usa como patrén
(Figura 17). Como el tamano del genoma de C.sinensis es un valor conocido, la
comparacion entre la sefial de hibridacion sobre el DNA gendmico y la que se obtiene
sobre las diferentes diluciones del fragmento de DNA utilizado como sonda, permite
calcular su numero de copias presente en cada rectangulo del filtro (slot), y por

extrapolacién en el genoma (ver Material y Métodos).

Fiabilidad experimental de la técnica utilizada:

Para cada membrana, se cargan por duplicado tres cantidades diferentes de DNA
gendmico y tres cantidades de la sonda patron. La comparaciéon 1 a 1 entre las sefiales
de hibridacion genera 36 valores de la estimacion del nimero de copias que hay en
cada rectangulo del filtro (slot), y por tanto en el genoma. A partir de estos valores se
calcula el promedio + error estdndar de numero de copias por membrana individual.
Unicamente se tienen en cuenta aquellos experimentos individuales donde el porcentaje
de error experimental es < 10% [siendo E = (SEM/Prom)*100; E: % error; SEM: error
estandar de la media; Prom: promedio]. Como minimo se realizan dos experimentos de
transferencia a membrana e hibridacidon independientes. El nUmero de repeticiones de
cada experimento individual dependerd de la reproducibilidad del resultado entre

membranas experimentalmente fiables (E < 10%).
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Figura 17. Experimento representativo de Slot-blot hibridado con la poblacién completa de fragmentos
amplificados en la PCR especifica para la RT de RTN de tipo copia. La fila A corresponde a diluciones seriadas de
la sonda a cantidades: 2,5 ng (slot 1y 4), 0,5 ng (slot 2y 5) y 0,1 ng (slot 3y 6). La fila B corresponde a las diluciones
de DNA gendémico de naranjo a cantidades: 500 ng (slot 7 y 10), 100 ng (slot 8 y 11) y 50 ng (slot 9 y 12). El filtro se
hibrida con la sonda marcada radiactivamente, como se describe en Material y Métodos. Para cada DNA genémico
diferente se realizan como minimo dos réplicas del slot-blot y dos experimentos de hibridacién independientes.

Se determina que, bajo las condiciones concretas en que se han realizado los
experimentos, hay 9.928 £ 972,9 copias de fragmentos de 270 pb de la RT de RTN-LTR
de tipo copia en el genoma de C.sinensis (Tabla VIII).

NUMERO COPIAS

N2 copias - Exp1 N copias - Exp2 TOTAL copia

9.255 + 899 10.601 +1.809 9.928 + 972,9

Tabla VIIl. Numero de copias total de RTN tipo copia en el genoma de Citrus sinensis. Tabla que recoge los
valores estimados en las distintas réplicas del experimento de Slot-blot y el promedio * error estandar calculado.

Si suponemos que todos estos fragmentos forman parte de elementos completos de
RTN-LTR y que los elementos tipo copia descritos tienen como promedio unas 5 kb de
tamano, entonces las aproximadamente 10.000 copias de RTN copia constituyen

aproximadamente el 13,12 % del genoma haploide de Citrus sinensis.
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A.2 OBTENCION DE FRAGMENTOS RTN-LTR TIPO GYPSY EN
EL GENOMA DE CITRUS SINENSIS

A.2.1 Estrategia de amplificacion selectiva de RTN-LTR tipo gypsy

Los dos tipos de RTN-LTR, copia y gypsy, se diferencian en la conservacion a nivel de
secuencia de sus dominios codificantes y el orden relativo que ocupa la transcriptasa
inversa (RT) en el dominio proteico interno en relacion a la integrasa (INT), estando
después de la INT en copia y precediendo a la INT en gypsy. Esta caracteristica
distintiva ha sido aprovechada para disefiar una estrategia que permite detectar y
amplificar por PCR especificamente elementos del grupo Ty3/gypsy, excluyendo a los de
otras familias de RTN (Suoniemi et al, 1998). La técnica consiste en utilizar como
cebadores oligonucledtidos degenerados que corresponden a dos cajas conservadas de

los dominios de la RT y la integrasa, en este orden concreto (Figura 18A).

La amplificacion a partir de DNA gendmico con los cebadores degenerados especificos
de RTN gypsy resulta en un patrén multiple de bandas tal y como se muestra en la
Figura 18B. De los fragmentos generados, se purifico y clond en el vector pGEMT una
banda de un tamano aproximado de 1,3-1,7 kb que corresponde al esperado para la
zona comprendida entre la RT y la integrasa de RTN-LTR tipo gypsy. Se obtuvo la
secuencia nucleotidica de 9 clones individuales escogidos al azar, mediante el
secuenciador automatico ABI PRISM 377, Applied Biosystems. La nomenclatura utilizada
para denominar las los clones conteniendo distintos fragmentos de RTN-LTR fue GySi#

(retrotransposon Gypsy de C.Sinensis).

A ’ V(F/Y)(V/F)DD(MNV/Y) L(V/l) ‘ | PQ(T/R/S) DGQ(S/T) ER |
U3 R U5 e U3 R US
@[ R [ R RO
FLIR PBS PPT TII
»
~ 1500 pb
B

Figura 18. Obtencién de fragmentos de RTN gypsy del genoma de C.
sinensis. (A) Organizacion estructural de RTN tipo gypsy. Se indica la
secuencia aminoacidica y la situacibn en el elemento de los
oligonucledtidos degenerados especificos utilizados en la reacciéon de
PCR y el tamafio de la zona comprendida entre la RT e integrasa que se
espera amplificar. La PCR se ha realizado a 6 ciclos con Ta de 45°C y 30
ciclos con Ta de 56°C (Apartado 7.2.2 de Material y Métodos). (B) Imagen
de la electroforesis en gel 0,8% agarosa de la amplificacion por PCR
sobre DNA genomico. Carril APst, marcador de peso molecular APst,
indicando algunos tamafos en pb a la izquierda; carril 1, C. sinensis; carril
2, control negativo (sin DNA). La flecha indica la banda de tamaro
esperado, cuyo DNA ha sido purificado y clonado como perteneciente a
RTN-LTR tipo gypsy.
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A.2.2 Conservacion de los dominios funcionales en los elementos GySi

Las secuencias obtenidas se han alineado entre si en dos partes, por un lado las
secuencias correspondientes a la RT, y por otro las de la zona de la integrasa.
Posteriormente, las secuencias se han traducido a las seis pautas de lectura. Todos los
clones estudiados que muestran similitud con la RT o la integrasa de RTN, presentan
unas pautas de lectura truncadas cuando se interrumpe la traduccion conceptual que da
lugar a una proteina de RTN, por ello han sido tratadas para poder hacer los
alineamientos de secuencias aminoacidicas; Unicamente uno de los clones, GySi9,
presenta una hipotética pauta de lectura continua y no interrumpida por ningdn coddn
de parada. Se observa una clara conservacion a nivel de secuencia entre los elementos
aislados, preferentemente en dominios funcionales, ya que se confirma la presencia en
todos ellos de unos motivos consenso de las secuencias de RTN-LTR de tipo gypsy,

conservados (Chavanne et al., 1998, Suoniemi et al., 1998).

En la Figura 19 se muestra el alineamiento por ClustalW de las secuencias
aminoacidicas inferidas de 3 de los clones GySi# secuenciados por completo (desde la
RT hasta la integrasa): GySi9 (1589 pb), GySi43 (1493 pb) y GySi84 (1602 pb), y de
zonas similares de RTN tipo gypsy ya descritos como son Dell de Lilium henryi
(NCAcc.: X13886) y GypsyDM de D.melanogaster (N°Acc.: P10401). Comprobamos que
los motivos funcionales de la RT, la RNAsa H y la integrasa estdn conservados en los
elementos gypsy aislados del genoma de C. sinensis. Tal como queda sefialado en la
Figura 19, el centro activo de la RT (motivo DD) esta altamente conservado, y también
encontramos, aproximadamente a 40 residuos cadena abajo, el motivo SKCEF
perfectamente conservado, conteniendo el residuo lysina (K) siempre presente en las
polimerasas RNA-dependientes (Suoniemi et al., 1998). Por otra parte, esta presente en
los clones aislados de C. sinensis, el motivo TDAS que define el centro activo de la
RNAsa H, seguido por un residuo de glutamato (E), esencial para la actividad catalitica
de la RNAsa H y también el motivo N;DXL perfectamente conservado. Para la integrasa,
es visible en la regién N-terminal el dominio de unién al DNA (HXgHX,,CX,C), que forma
una estructura de dedo de zinc altamente conservada. El centro activo enzimatico se
inicia con el motivo altamente conservado GLLQPLPI (Suoriemi et al., 1998), motivo
muy similar al presente en los clones aislados de C. sinensis. Por Ultimo, el motivo
DXeoDX3sE que estd muy conservado en integrasas retrovirales y de RTN y que es

esencial para su actividad enzimatica, esta claramente presente en los clones GySi#.

El orden que los dominios RT, RNAsa H e integrasa ocupan en la secuencia determina
que los fragmentos clonados son de RTN-LTR de tipo gypsy. La confirmacién de la
identidad del conjunto de clones obtenidos vino al realizar comparaciones con las bases
de datos (GenBank) mediante BLASTX, dando en todos los casos similitudes muy altas

(70 %) con fragmentos de poliproteinas de RTN de tipo gypsy.
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Figura 19. Alineamiento multiple por ClustalW de las secuencias aminoacidicas inferidas de 3 clones GySi# y
de zonas similares de RTN tipo gypsy ya descritos como son Del1 de Lilium henryi y GypsyDm de D.
melanogaster. El orden relativo de las secuencias esta directamente relacionado con el nivel de similitud entre ellas.
Los guiones indican ausencia de aminoacido y son anadidos para optimizar el alineamiento. El sombreado oscuro
indica identidad de secuencia 95% vy el claro, elevada similitud. Se han recuadrado diferentes motivos de RT e

integrasa tipicos de secuencias de RTNs de tipo gypsy. GySi#: clones de C. sinensis. GypsyDm de Drosophila
melanogaster (N° Acc.: P10401). LHdel1 de Lilium henryi (N°Acc.: PX13886).
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A.2.3 Descripcion de nuevas familias de RTN tipo gypsy en naranjo

Se han realizado analisis filogenéticos mediante arboles tipo NJ a partir del alineamiento
de las secuencias nucleotidicas de la zona de la RT y de la zona de la integrasa por
separado (resultados no mostrados), comparandolos con zonas similares de otros RTN-
LTR de tipo gypsy ya descritos como son Dell de Lilium henryi (NPAcc.: X13886),
GypsyDM de D.melanogaster (N°Acc.: X13886) y Rire8 de arroz (N°Acc.: AB014740)
(Figura 20). En ambos casos se obtienen arboles con distribuciones de secuencias muy
parecidas que reflejan una clasificacion de los 9 elementos GySi# clonados dentro de 2
familias claras (GySiA y GySiB), con 3 y 2 elementos muy préximos y el resto de
secuencias en ramas mas divergentes. Los elementos son asignados a una misma
familia si comparten una identidad nucleotidica = 85% entre ellos. La similitud media es
del 97% tanto entre los clones de GySiA como para los clones de GySiB. Ambos grupos
estan apoyados por valores de bootstrap muy altos (100). La misma consideracidon
hecha para los elementos tipo copia de naranjo es valida para los gypsy donde, los 4
elementos con porcentaje de identidad inferior al 85% pasan a ser considerados como
pertenecientes a 4 familias diferentes (GySiC-GySiF) con un solo representante entre

las secuencias obtenidas en este estudio.

Al analizar mas detalladamente las representaciones graficas de la Figura 20, se
observa que el grado de divergencia de secuencia entre la regién de la RT y la de
integrasa es similar, excepto en un caso para el dominio de la RT: secuencia GySi42rt,
qué se muestra muy alejado al resto de secuencias GySi# (Figura 20A), este dato se
explica al analizar su secuencia ya que vemos que estd muy truncada, con una elevada
presencia de codones de parada y cambios continuos de la hipotética pauta de lectura.

Por esta razén, no consideramos este clon en los estudios posteriores.

En el resto de secuencias, el dominio de la RT parece estar mas conservado entre los
RTN-LTR tipo gypsy de distintas especies que el dominio de la integrasa ya que, en el
arbol NJ basado en el alineamiento de secuencias de la zona de la integrasa (Figura
20B) las secuencias son mas divergentes y se observa que GypsyDM se ubica

claramente como outgroup.

La diversidad nucleotidica (x) es algo menor en la regién de la RT (0,38) que en
integrasa (0,40). Ademas, la longitud de las ramas en el arbol del alineamiento de la
zona RT es menor, lo que nos estd indicando una menor distancia genética. Para la
region de la RT, los miembros de GySiA presentan una identidad nucleotidica del 64%
con una regién similar del RTN Del1 de Lilium (NPAcc.: X13886), del 65% con RIRES de
arroz (NCAcc.: AB014740), del 44% con los miembros de GySiB y del 3% con GypsyDM
de D.melanogaster (N°Acc.: P10401). A su vez, los miembros de GySiB presentan una
identidad nucleotidica del 44% con Del1, del 52% con RIRES8, y del 4% con GypsyDM.

Para la region de la integrasa, los miembros de GySiA presentan una identidad
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nucleotidica del 50% con una regidn similar de Del1, del 57% con RIRES, del 40% con
los miembros de GySiB y del 3% con GypsyDM. A su vez, los miembros de GySiB
presentan una identidad nucleotidica del 35% con Del1, del 40% con RIRE8 y del 6%
con GypsyDM.

51 GySi46rt
A 100 GySiort GySiA
54 L Gysigart
%0 GySi7ért  GysiC
91 GySi79rt  GysiD
M Rire8rt
54 M Delirt
GySisort  GySiE
?' M GypsyDMrt
r GySi43rt aysie
100 L Gysisort
GySid2rt  GysiF
0.2
96  GySigi.nt
100 | L Gysig4int | GySiA
B GySi46i.nt
— GySi76i.nt GySiC
82 B RIRESint
Al GySi79int  GySiD
M Deltint
GySi42i.nt GySiF
GySi50i.nt GySIE
] | GySi43i.nt GySiB
100 L Gysiggi.nt
B GypsyDMint
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Figura 20. Arbol filogenético basado en el alineamiento de secuencias nucleotidicas de fragmentos de los
dominios de la RT (A) y de la integrasa (B) de RTN de tipo gypsy clonados del genoma de C. sinensis. Arbol
filogenético tipo Neighbour joining (NJ) generado con el programa MEGA2. La divergencia entre las secuencias en
unidades de distancia genética viene definida por la longitud de las ramas horizontales. Esta indicado en cada
bifurcacion los valores de bootstrap >50%. Se han recuadrado las diferentes subfamilias en qué quedan divididas las
secuencias, el nombre de cada subfamilia esta indicado a la derecha de la figura. Secuencias de Drosophila
melanogaster (GypsyDM, N¢ Acc.: P10401), de Liium henryi (Del1, N2 Acc.: X13886) y de Oryza sativa (RIRE8, N°
Acc.: AB014740) se han incluido en la comparacién (m).
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A.2.4 Estimacion del numero de copias de los RTN-LTR tipo gypsy en el

genoma de naranjo

Se ha estimado el nimero de copias total de RTN-LTR tipo gypsy por genoma haploide
en C. sinensis mediante reconstruccion gendomica a partir del analisis por hibridacidon
Slot-blot, tal y como se detalla en el apartado A.1.4 para RTN tipo copia. En este caso,
la sonda utilizada es directamente el producto de PCR utilizando los cebadores

degenerados especificos para aislar RTN tipo gypsy.

Se determina que, bajo las condiciones concretas en que se han realizado los
experimentos, hay 4.902,7 = 610,6 copias de fragmentos de 1500 pb de la RT-
integrasa de RTN de tipo gypsy en el genoma de C.sinensis (Tabla IX). Si, como en el
caso de copia, suponemos que todos estos fragmentos forman parte de elementos
completos de RTN (los elementos gypsy descritos tienen como promedio unas 8 kb de
tamafio), entonces las aproximadamente 5.000 copias de RTN gypsy constituyen

alrededor del 10,49 % del genoma de Citrus sinensis.

Ne@ copias - Exp1  N?copias - Exp2  N¢ copias — Exp3 Nl._lrl\gl_ErF;(E 5}2::?3
6116 + 467,4 4416 +557,4 4176 +553,9 4902,7 £ 610,6

Tabla IX. Nimero de copias de los RTN-LTR tipo gypsy en el genoma de Citrus sinensis. Tabla que recoge los
valores estimados en las distintas réplicas del experimento de Slot-blot y el promedio * error estandar calculado.

El nimero total de RTN-LTR por genoma haploide se calcula como la suma del nimero
de elementos copia y gypsy. Asi, en este estudio se estima mediante analisis por
hibridacion Slot-blot que los RTN-LTR constituyen aproximadamente el 23% del genoma
del naranjo, siendo los copia mas abundantes que los gypsy en esta especie. Se
confirma que los RTN-LTR son elementos altamente repetitivos del genoma de C.

sinensis.
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A.3 CLONAJE, SECUENCIACION Y CARACTERIZACION DE UN
NUEVO RTN TIPO COPIA DE NARANJO (CIRE1)

A.3.1 Estrategia de clonaje

Una vez demostrada la presencia de RTN-LTR tipo copia en el genoma de Citrus sinensis
mediante la amplificacion por PCR de parte de la regién de la RT, el siguiente paso
dentro de la investigacion fue clonar un elemento entero para proceder a su
caracterizacién. El clonaje del elemento copia entero se ha realizado sobre DNA

gendmico de Citrus sinensis, variedad “Valencia late”.

A.3.1.1 Amplificacion por PCR inversa de CIRE1 sobre DNA genédmico

La técnica de la PCR inversa (inverse-PCR, i-PCR) permite amplificar fragmentos de DNA
adyacentes a una secuencia conocida en el genoma. Asi, a partir de las secuencias de
las que disponemos del dominio de la RT (de los fragmentos generados por PCR) se ha
aplicado esta técnica para secuenciar totalmente aquellos RTN considerados mas

relevantes e informativos para estudios posteriores.

El clon del dominio de la RT escogido como representante de los RTN tipo copia en el
genoma de C. sinensis, y punto de partida para el clonaje del RTN entero, fue el CoSil4
por presentar una Unica pauta de lectura abierta en la secuencia conocida,
correspondiente al dominio de la RT. Este elemento pertenece a una de las familias

mayoritarias de RTN copia descritas en naranjo (CIRE1).

A partir de DNA gendmico digerido con EcoRI o HindIII y ligado entre si (ver Material y
Métodos) se han amplificado por i-PCR fragmentos de DNA adyacentes a la secuencia
conocida del clon, utilizando para la reaccién cebadores internos encarados hacia fuera
y complementarios a las zonas mas externas de la secuencia conocida de CoSil4. La
secuencia de estos cebadores (denominados oligo5 y oligo6) y las condiciones de
amplificacién se describen en Material y Métodos. El resultado de la i-PCR se muestra en

la Figura 21.

Figura 21. Resultado de la PCR inversa sobre
APst 1 2 3 4 DNA de C.sinensis flanqueando al fragmento de
CoSi14. Imagen del gel al 1% de agarosa tras la
electroforesis de los fragmentos de DNA
amplificados. Carril APst, marcador de peso
molecular APst, indicando algunos tamafnos en pb;
carril 1, control negativo (sin DNA); carriles 2 y 3,
DNA gendmico digerido con EcoRlI; carril 4, DNA
genémico digerido con Hindlll. La PCR se ha
realizado a 30 ciclos con Ta de 61°C (Apartado 8
de Material y Métodos).
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Aquellos productos de amplificacion con un tamafio superior a 1 kb fueron purificados,
clonados y secuenciados. Cada nueva secuencia obtenida se enfrentaba contra las bases

de datos (Genebank) mediante Blast/Fasta para confirmar si era de RTN.

El fragmento de mayor tamafno amplificado aplicando la i-PCR sobre DNA gendmico total
corresponde al clon H4 de 2873 pb. La comparacién con las bases de datos confirma la
identidad de la secuencia amplificada como perteneciente a un RTN de tipo copia. H4
presenta una Unica pauta de lectura continua sin interrupciones por codones de parada
cuando se compara con secuencias de RTN. ElI alineamiento de la secuencia
aminoacidica deducida conceptualmente del elemento con regiones similares de RTN
tipo copia como Tntl (N°Acc.: P10978) y BARE1 (NO9Acc.: Z17327) con los que muestra
similitud (50%), ha servido para definir una region RT-RNAsa H qué incluye motivos
consenso muy conservados para estas regiones. Seguidamente al motivo 2 de la RNAsa
H, el elemento muestra una zona no codificante donde, siempre teniendo como
referente la secuencia nucleotidica de Tnt1, se han detectado posibles inicios de la LTR3’
(“TG..") precedidos de una zona rica en purinas (PPT), estructura tipica y presente en
todos los RTN-LTR. También detectamos potenciales cajas de la regién del promotor
(como CAAT-box o TATA-box, entre otras) que nos confirman que se trata realmente de

la secuencia de una LTR (Figura 22).

A

> TG CA TG CA >
BT W [ [ I ——¥®1 T
PBS PPT
a PR INT
5LR 929 RT RH SLTR
(oligo5) < > (oligo6)
cOsha
" Ha '

B

ORF1l (1-2183) 728 aa

KLPRSFWAEAVNPASYLVTRSPSSAMASKHQKNCGMENQQPPNLRVLGALLTLTSSRQAEARALKEVFVGYPDGVKGY
KIWCKGSRKCIVSRDVVFHESVLLKESAEHDAGLQDNPAANNRSGSETSKVNVELLTDKSSEKEAASDDERATAESEE
HEVSELPQADLQNYQLARDRVRREVRAPVRYGYADLIAYALLCADEVTIEEPANFSEAMESVHCDKWLEAMQDEMESL
QRNQTWTLIPNPGNKRLINCKWIFKRNEGIPDVEPPKYKARLVARGFTQREGVDFNEIFSPVVKHSSIRILLAMVALL
DLELEQMDVKTAFLHGNLEEQILMAQPEGFECKDKEDYVCLLHKSLYGLKQSPROQWYRRFDDFMVSKGYRRSRYDSCV
YFGGSDQGGVAYLLLYVDDMLIASKYKSEIERLKNLLKAEFEMKDLGNAKRILGMDIIRDRSAGTLFLSQGKYIKKVL
ERFEMQDCKPVQTPLGPQFKLSAATTSEDESQMNEFPYAQAVGSLMYAMVCTRSDIAYAVSVVSRYLSCPGKVHWNAV
KWIMRYLKGSSTCGLLYGKTKSDKIEVMGFVDSDFAGDLDRRKSTSRYMFVLNSCLISWKSSLQSGGALSSTEAEFTIA
TTEAVKEAMWLRGLLNELWLNQKIVQVFCDNQNAIHLVKNQMYHERTKHIDVKLQFIRDEVGKGTVVVSKIHTSVNPA
DALTKSLPTAKFEFCVNLMGIMPKSN*

Regidén No codificante (2187-2872pb)
TAAATTCAAGAAGATGAATTGTAGTTGAATGAAGGTTTTTAGGTGCTGTATTATTGAAGGGATCAACTGAATCAACTGCAAGGTGGAGATTGTG

AAGATATGTGTATATGGACTTAAATGAAGAAACTGGAAAAGTAGAGAGCTGTTGTGCAGATTGACTTCAGTTGATGGGGTCTATTTTGATATCT

TCCGCTGACGTGGCATGAATTCCGTTATAATCTGTTATAACGAAGCCCAGCACACTGATATAAAACAGAGGCTGACGAATGGTGCCTCATACTG

TGCTAATATCGTCTTCATTTGTTCATCATTTTGCATAGAATCTGTTTCATTGTGATCTGTGCATAATCTTCTGTAAATCACCTGTGATTGGGTT
AGTTCTTGATCAATAATAATGAGTAAATTTTCCTTCTAAGTTTGCTGGTCTGTGTCTTTTGTTTTGGCTCTGGGTTAGCTTCTTTGGTCTGGGT
TTTCTTGATTCGATTGGTGTCTTTGGTGTTTCTACTCACCAAGATTCGTGAGTCTTGCTGTGGTTTAGACTTAAAATCTTAACACAAAGAAATG
TGCCAGATGAAGACTTTCCAGATGTGCTTAATAGTGCTTACACCACAATAATCTTGCGTCTCAGAGATGGTGTACTGAGAAAAGTGGGCTGAGA
GACAACAATAACTGGATTGCGGAAGAAGCTT
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Figura 22. Secuencia H4. (A) Esquema de la estrategia de amplificacion y clonaje. A partir de una secuencia
parcial de la RT de 266 pb (CoSi14) se han disefiado dos cebadores internos encarados hacia fuera (oligo5 y oligo6)
con los que se ha conseguido amplificar mediante i-PCR un fragmento de 2873 pb, correspondiente al clon H4. (B)
Secuencia aminoacidica inferida y secuencia nucleotidica no codificante del clon H4. Se resaltan las secuencias
consenso propias de la RT (TAFLHG/SLYGLKQA/YVDDM) y los motivos 1 y 2 conservados de la Rnasa H
(RTKHID/ADIFLTK). El asterisco (*) indica el codon de parada (TAA) que da paso a la regiéon no codificante. Se
subrayan también potenciales zonas ricas en purinas (PPT), posibles inicios de la 3'LTR, e hipotéticas cajas del
promotor presentes en la regién 3’ secuenciada. En color verde se sefala la secuencia del oligo9, utilizado en el
siguiente apartado de los resultados.

A.3.1.2 Amplificaciéon por PCR directa de CIRE1 sobre DNA genémico

Aprovechando una de las caracteristicas intrinsecas de las LTR (son secuencias idénticas
entre si en el momento de la insercidn del elemento) hemos disefiado un oligonucleédtido
complementario a una zona de la hipotética LTR3' ya secuenciada. Este cebador se ha

utilizado para amplificar por PCR directa el resto del elemento, no incluido en el clon H4.

En una primera aproximacion, el cebador directo (oligo9) se ha disenado a partir de una
zona cadena abajo de cualquiera de los posibles inicios “TG” de la LTR3’ (proxima a la
potencial caja TATA), descartando que la secuencia del cebador esté situada en la
secuencia no codificante cadena arriba de la LTR3’, que no tendria secuencia
complementaria en la LTR5’ y por tanto no amplificaria ningun fragmento. Como
cebador inverso, se utiliza un oligo disefiado a partir de una zona de la RT (oligo5). La
secuencia de estos cebadores y las condiciones de amplificacién se describen en
Material y Métodos. Como puede verse en la Figura 23, se consiguié amplificar una
banda mayoritaria de aproximadamente 3 kb, qué fue purificada, clonada y secuenciada

con el nombre de MP20.

APst 1 2

Figura 23. Resultado de la electroforesis en gel
0,8% de agarosa de la amplificacion por PCR directa
de CIRE1 sobre genoma de C.sinensis para obtener
el extremo 5’ del elemento. En la reaccion de PCR se
ha utilizado la combinaciéon de cebadores: oligo9 y
oligo5. La secuencia de los cebadores y las condiciones
de amplificacion se describen en Material y Métodos. La
PCR se ha realizado a 25 ciclos con Ta de 54°C. Carril
APst, marcador de peso molecular APst, indicando
algunos tamafios en pb. Carril 1, DNA C. sinensis.
Carril 2, control negativo (sin DNA).
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El clon MP20 tiene 3285 pb y solapa en una regidon de 1044 pb con H4. Comparando las
secuencias nucleotidicas de la region solapada, se observan 63 cambios nucleotidicos
entre los dos fragmentos clonados, lo que supone un 94% de identidad. La secuencia

nucleotidica de MP20 se tradujo a secuencia aminoacidica observandose la presencia,
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por este orden de un motivo consenso (CX,CX3GHX,C) caracteristico de secuencias de
gag, una secuencia D(T/S)G tipica de proteasas, un dominio de unién al DNA (HX3.,HX5,.
32CX,C) propio de la integrasa y como era de esperar, el tipico motivo TAFLH de la RT
proximo a la secuencia complementaria al cebador utilizado en la reaccion de PCR
(Figura 24). Se confirma claramente que la secuencia de MP20 se corresponde con la
del extremo 5’ de un elemento tipo copia (dado el posicidn relativa que ocupan la
integrasa y la RT) y qué juntamente con la secuencia de H4 podria ser suficiente para
contener un elemento entero [dado que el tamafio estandar de los RTN copia
caracterizados es de 5-6 kb (Kumar y Bennetzen, 1999)]. Cabe destacar que la
secuencia conceptual de aminoacidos de MP20 se obtuvo sin saltos en la pauta de
lectura aunque su secuencia aminoacidica esta interrumpida por 6 codones de parada

situados mayoritariamente en la regién del elemento que codifica la integrasa.

6 CA s ca
[ ame T — | T )
g PR INT RT RH
JLIR
(oligo5) <7 > (oligo6) 00
| Cosit4 (cligo9)
Ha | _ |
(oligo9) <= (oligo5)
MP20

Regidén No codificante (1-432 pb)

GAGCTGTTGTGCAGATTGACTTCAGTTGATGGGGTCTATTTGATATCTTCTGCTGACGTGGCATGGATTCGTTATAATCTGTTATAACGAGCCC
AGCACACTGATATAAAACAGAGGCTGGTGGGTGGTGCCAGATAGAGAGTTAATATTGTCTTCATTAGTTCATCATTTTGCATAGAATCTGTTCC

ATTGCGATCTGTGCATAATCTTCTGTAAATCACTTGTGATTGGGTTAGTTCTTGATCAATAATAATGAGTAAATTTTCCTTCTAAGTTTGCTGG
TCTGIGTCTTTGTTTTGTTTCTGGTATAGCTTCTCTGTTCTGGTTTTCTTGATTGGATTGTGTTCTTGGTGTTTCTACTCATCAAGATTTGTGA
GTCTTGCTGTGATTAAAGACTTAAAAGTCTTAACAAGTGGTATCAGAGCCTGGTGAATCTCAGCCATG

ORF1 (433-2285) 942 aa

MSLPRHEIEKFTISGDFSLWKLKMRALLVHQARICPEEEDPEASTGSVIDDKKRQIQNRAHSTLILSLGDSILREISE
EKTALGIWNKVETLCMKKSLAHRLFLKKRLYTFSMREWVTIQDHIDTFNKIILDLEGVENVKICDEDKAFFLLSSLPK
SYEGFVDTMLYGRTTLTLEDVKASLSSKEI*KNNELETSNGEGLIARSEKKKD*KNKNQGKGHGKNQETTDKKKKKRK
CFYCRNEGHYIRDCFEKKKKESQEKSGDAAVASDDGSDGYQSADLLVASNSNTKGQWVIDSGCSFHLCPEKTLFYKYE
AVDGGRVLMGNNNVCNIVGIGSVKIKMFDGTIRSLHEVRHAPRLKRNLISLGMLDNLGYFFKSKSGGLEIRKGTEIVM
KGVKENGLYVLQGSSVSVQEGISAVYEEDRTKLWHLRLGHINIKGLLELSKQGLLGGDRIQQLEFCENCIFGKSHRSK
FHKGEHMSKQVLDYAHTDLWGPAQVPSLSGGRYFMSLIDDYSRKVWIYILKTKDQALEKFNV*KSLVENQSGFKLKCL
RTDNGLEFYSKEFEEYCQKHGIKMHKTVRFTPQONGLAERMNRTLVDKTRCMLIIQSFPRSFWVEAVNTTSYLINRSP
SSTIGFKTPEELWNGKPANYQNLRVFGCPAYLHIKQGKLDARALK*VFVGYPDGVKGYKIWCKEKGKCIVSRDVVFHE
SALLKESAEYDTGLQHNSAVNRQSGTSKVKVELLTDKGSEKETTSDDERATAESEEHDVSELPQADLQSYQLARGRVR
REVRAPVR*GYADLMAYALLCADEMTIEEPSNFSEAMESVHCDKWLEAMQDKMESLQRNKTWTILIPNPGNKRLISCKW
IFKRKE*IPDVEPPKYKARLVARGFTQREGVDFNEIFSPVVKHSSITILLAMVALLDLELEQMDVKTAFLHGNLEEYI
LMVQPEGFECKD

Figura 24. Secuencia MP20. (A) Esquema de la estrategia de clonaje. A partir de la secuencia H4
correspondiente a la parte de LTR3 se disefia un cebador (oligo9) que hibridard también con la regién
complementaria de la LTR5’ y va a permitir amplificar por PCR directa, junto al cebador inverso, complementario a la
zona de la RT (oligo5) la regién 5° del elemento, obteniéndose el clon MP20. (B) Secuencia nucleotidica no
codificante y secuencia aminoacidica inferida del clon MP20. En verde se sefiala la secuencia del oligo9. Se
marca la posible caja TATA del promotor presente en 5 en la region secuenciada. El codén ATG que codifica para la
metionina (M) da paso a la region codificante. Se resaltan también en azul las secuencias consenso propias de la
gag (CX.CX;GHX4C), la proteasa (D[T/S]G), la integrasa (HX3.7HX2032CX,C) y la RT (TAFLHG). Los asteriscos (*)
indican codones de parada en la secuencia
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Las secuencias de que disponemos nos permiten hacer ya una comparacion de las
posibles LTR del elemento. En la Figura 25 se muestra el alineamiento entre las dos
secuencias que contienen las hipotéticas LTR amplificadas esto es, la de la LTR5’
incluida en el extremo 5’ no codificante del clon MP20, desde el inicio de la secuencia
(oligo9) hasta el ATG iniciador que define el comienzo de la regién codificante, y la de la
LTR3’ incluida en el extremo 3’ del clon H4 (zona no codificante a partir del codén de
parada hasta el final de la secuencia). Vemos que la alta similitud se mantiene desde el
oligo9 hasta los nucledtidos CA, con algunos cambios puntuales. La homologia se pierde
bruscamente en un punto que coincide con una secuencia CA tipica de las repeticiones

invertidas terminales de las LTR.
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o 1 1a 140 1:0 150 1o 130 110 400

| | | | | | | | | | | | | | | | | | | |
SLTR-CoSi14HE GTTCATCATTTTRCATAGARTCTGTITCATTGTGATCTRTRCATARTCTTCTGTARATCACCTRTRATTGERTTAGTTCTTGAT CARTAATAATEAGTAR
SLTR-MPZ0 GITCATCATTTTGCATAGARTCTRTTCCATTGCGATCTRTGCATARTCTTCTGTARATCACTTGTGATTGEGTTAGTICTTIGATCRATAATAATGAGTAR
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SLTR-MPZ0 CATGAARTTGAARRATTCACCATTAGTGGTGATT, ..

Figura 25. Alineamiento de las secuencias nucleotidicas de las dos posibles LTR del elemento clonado del
genoma de C. sinensis. La flecha sefala el punto donde se pierde bruscamente la alta similitud entre las secuencias,
que coincide con una secuencia CA tipica de las repeticiones invertidas terminales de las LTR. Se encuentra
inmediatamente después del final de la LTR3' la posible diana de insercién del elemento en el genoma del naranjo, asi
como la secuencia correspondiente al PBS presente a 2 pb cadena abajo del final de la LT'R5. Se ha recuadrado
también la secuencia complementaria al cebador (oligo9) disefiado a partir de la secuencia de H4 y que ha sido
utilizado para amplificar la secuencia MP20 mediante PCR directa sobre DNA genémico.
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Si este es el final de la LTR de 5’ a continuacién deberia encontrarse la secuencia
consenso del PBS (primer binding site) que es el sitio de unién al cebador que utilizan
los RTN para el inicio de la retrotranscripcion, el mas comin es complementario al tRNA
metionina, cuya secuencia es exactamente la misma que encontramos en nuestro
elemento (TGGTATCAGAGC). La secuencia cadena abajo de la LTR3’ corresponde ya a
DNA gendmico del citrico, cuyos 5 primeros nucleétidos constituyen presumiblemente la
diana de insercion del elemento. Cuando se inserta un RTN en el genoma huésped, un
segmento corto de este DNA (mayoritariamente 5 pb para los RTN-LTR) se duplica en el
sitio de insercion. Asi que probablemente en nuestro caso la diana de insercion sea la
secuencia CAAAG.

Tenemos por tanto identificadas en las secuencias disponibles: la LTR3’ y a continuacion
la posible diana de insercidén, asi como gran parte de la LTR5’ y la secuencia del PBS.
Faltard Unicamente el inicio de la LTR5’ y, precediéndolo, la duplicacion de la diana de

insercion al inicio del elemento, para poder afirmar que el RTN-LTR esta completo.

A.3.1.3 Localizacion del posible inicio de la LTR5’

A continuacién en la figura 26, se muestra la secuencia nucleotidica no codificante de
una zona de unos 140 pb del extremo 3’ de H4, desde el codon de parada de la RNasa H
hasta la secuencia utilizada para disefiar el oligo9. Sabemos que la secuencia
complementaria al oligo9 pertenece claramente a la LTR5' ya que nos ha permitido
amplificar por PCR directa un fragmento de la region 5’ del elemento; por lo tanto, el
potencial inicio “"TG” de la LTR3’ tiene que estar situado necesariamente dentro de estos

aproximadamente 140 pb.

Otra de las caracteristicas intrinsecas de las LTR es que presentan repeticiones
invertidas terminales asi que, como la secuencia final de las LTR definidas para el
elemento de CIRE1 es “..TCTTAACA”, se espera que las LTR empiecen con la secuencia
“TGTTAAGA...”, si la repeticion terminal es perfecta y de 8 nucledtidos, ya que,
dependiendo del RTN la longitud de la repeticion invertida es variable y no siempre
perfecta, habiendo elementos donde Unicamente se repite el binomio “TG..CA”. Ademas,
el potencial inicio de LTR3' ha de estar precedido también por una zona rica en purinas
(PPT). Basandose en todo esto, se consideraron todos los posibles inicios “TG” presentes
en estos 140 pb, que han sido tenidos en cuenta para disefiar cebadores con los que
mediante PCR directa sobre DNA gendmico, intentar amplificar la parte de la LTR5' que

le falta al elemento (Figura 26).
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Oligo1 >
... TAAATTCAAGAAGATGAATTGTAGTTGAAT AAGGTTﬂTTAGG7 CTGTATTATT AFGGGATCAAC7 AATCAACTGCAAGGT gé

GATTGTGAAGATATGTGTATATCGACTTAAATGAAGAAACTGGAAAAGTAGAGAGCTGTTGTGCAGATTG. . .

Figura 26. Secuencia nucleotidica no codificante del extremo 3’ de H4. Se muestran los 140 pb desde el codén de
parada (TAA) hasta la secuencia utilizada para disefar el oligo9 (en negrita). En azul estdn marcadas la secuencias
“TGT..” y en naranja las secuencias “TG..” presentes en la secuencia. También, se han subrayado zonas ricas en
purinas y se ha recuadrado la secuencia complementaria al cebador disefiado.

En una primera aproximacién, se utilizaron como cebadores el oligol (directo) y el
oligo19 (inverso, disefado a partir de una zona de la integrasa). La secuencia de estos
cebadores y las condiciones de amplificacién se describen en Material y Métodos. No se
consigue amplificar ningun fragmento con estas condiciones. La zona utilizada para
disefiar el oligol pertenece probablemente a la secuencia que precede la LTR3’ que al
no estar repetida en la region 5’ del elemento no amplifica ninguna banda en la PCR.
Para confirmar este punto, se disefid un nuevo cebador (oligo12) complementario a la
secuencia situada 3 pb cadena abajo de oligol y encarado en sentido contrario a este
(Figura 27).

Oligo1 2> € Oligo12
.. .TAAATTCAAGAAGATGAATTGTAGTTGAA’ —AAGGTTTITTAGG SCTGTATTAT —A|AGG|SATCAAC SAATCAAC —‘tiZAAGG 5GA

GATTGTGAAGATATGTGTATATCGACTTAAATGAAGAAACTGGAAAAGTAGAGAGCTGTTGTGCAGATTG. . .

Figura 27. Secuencia nucleotidica no codificante del extremo 3’ de H4. Se muestra la misma Figura26 con la
adicion de los cebadores disefiados y la orientacién de los mismos.

El planteamiento del experimento es el siguiente: si la secuencia complementaria a
oligol pertenece a la LTR entonces la de oligo12 necesariamente también, en este caso
realizando una PCR sobre gendmico con estos dos cebadores se amplificard, un
fragmento del tamafio del elemento menos una LTR (Figura 28, opcion A); en cambio
si la secuencia complementaria a oligol queda fuera de la LTR entonces no
conseguiremos amplificar ningdn fragmento, independientemente de que oligo12 sea o
no de la LTR (Figura 28, opcién B o C). Como control positivo de la reaccién de PCR
utilizamos los cebadores oligo9 (complementario a una zona de la LTR) y oligol2 que
generaran un fragmento del tamafo del elemento menos una LTR en la amplificacion
independientemente de que la secuencia del oligol2 sea o no de la LTR (Figura 28,
control). Como hipotesis inicial del experimento consideramos que no hay ningln otro
elemento o parte de uno (que sea reconocido por los mismos cebadores) entre las 2

LTR. Las condiciones de amplificacién se describen en Material y Métodos. Conseguimos
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amplificar un fragmento de tamafo esperado al realizar la PCR sobre DNA gendmico
utilizando la combinacién de cebadores: oligo9 y oligo12 (Figura 28, carril 1) en
cambio, no se obtiene ningln tipo de amplificacion utilizando la combinacion de
cebadores: oligol y oligo12 (Figura 28, carril 2) lo cual nos estd indicando que la

secuencia complementaria al oligol correspondiente al elemento no pertenece a la LTR

del mismo.
I I
0Oligo12  Ojigo9 0Oligo12  QOligo9
<+> <+—>
Fragmento amplificado
1 CONTROL
POSITIVO 6
—1 1
Oliao9 Oligo12  Oligo9
> <+ >
Fragmento amplificado
i 11497
OPCION A | — I 5077
2838
Olioco1  Oliao12 Olico1 Oliao12 1700
> <+ > <
Ambos oligos son
delaLTR Fragmento amplificado
OPCION B
3
Oliao12 Olico1  Oliao12
2 <+ > <
Solo oligo12 es de
LTR
OPCION C
—1 1
Olico1  Oliao12
> <

Ningun oligo es de
laLTR

Figura 28. Disefio del experimento para determinar si una secuencia de la region 3’ de CIRE1 pertenece o no a
LTR. A la izquierda de la figura se muestra el esquema del planteamiento de las reacciones de PCR vy los posibles
resultados. A la derecha se muestra la foto del gel 0,8% de agarosa de la electroforesis del resultado de la reaccién de
PCR. Carril APst, marcador de peso molecular APst, se indican algunos tamafios en pb. Carril 1, amplificaciéon con
oligo9+oligo12 (control positivo); carril 2, amplificacion con oligo1+oligo12.
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Se disend un nuevo cebador (oligo21) complementario a una zona un poco mas interna
de la LTR3’, cuya secuencia era una repeticion invertida imperfecta (7 de 8 nucledtidos)
del final de la LTR3’, tal y como se muestra en la Figura 29. Ademas, para clonar el
inicio de la LTR5’ del mismo elemento, se afiadid a la secuencia del cebador, la
secuencia de la diana de insercion cadena arriba del potencial inicio “TGT..”, tal y como
deberia encontrarse duplicada en el genoma flanqueando al RTN-LTR CIRE1. De esta
manera también se consigue aumentar la especificidad de la amplificacion. Nuevamente
utilizamos como cebador inverso el oligo19 (complementario al zona de la integrasa). La
secuencia de estos cebadores y las condiciones de amplificacion se describen en

Material y Métodos.

... TAAATTCAAGAAGATGAATTGTAGTTGAATGAAGGTTTTTAGGTGCTGTATTATTGAAGGGATCAACTGAATCAACTGCAAGGTGGA

GATTGTGAAGATATGTGFATATCGACTTAAATGAAGAAACTGGAAAAGTAGAGAGCTGTTGTGCAGATTG. . . . . CTTAAAATCTTAACA

Oligo21 >

Figura 29. Secuencia nucleotidica no codificante del extremo 3’ de H4. A la misma Figura 26 se le ha afiadido los
tltimos 15 nucledtidos de la secuencia de la LTR3'. No se ha escrito la secuencia de la LTR3’ entera para simplificar.
En negrita se han resaltado los 8 Gltimos nucleétidos de la LTR3', los cuales estan repetidos e invertidos (repeticion
imperfecta de 7 sobre 8) en el inicio de la secuencia complementaria al cebador oligo21 disefiado (remarcado con un
cuadro en la figura). A la secuencia del oligo21 se le ha afiadido a 5’ la secuencia CAAAG correspondiente a la diana
tedrica de insercién del elemento.

En este caso si se consigue amplificar una banda del tamafio esperado, aplicando la PCR
directa sobre DNA gendmico total con los cebadores oligo21 y oligo19 (Figura 30),
confirmando la localizacion mas probable del inicio de la LTR. Este fragmento
amplificado de aproximadamente 2300 pb fue purificado, clonado y secuenciado con el

nombre de insert3.25.

APst 1
Figura 30. Resultado de la electroforesis en gel 0,8% de
agarosa de la amplificacion por PCR directa sobre genoma de
C.sinensis para obtener la secuencia del inicio de la LTR5’ del
RTN-LTR. En la reaccién de PCR se ha utilizado la combinacion
oo de cebadores: oligo21 y oligo19. La secuencia de los cebadores y
las condiciones de amplificacion se describen en Material y
Métodos. La PCR se ha realizado a 25 ciclos con Ta de 52°C.
Carril APst, marcador de peso molecular APst, indicando algunos
tamafos en pb. Carril 1, DNA C. sinensis.

11497

5077

1700
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A.3.1.4 Subclonaje, secuenciacion y ensamblaje de las regiones amplificadas

Ademas de los insertos anteriormente descritos, se han conseguido clonar otros
fragmentos mediante amplificacion por PCR con distintas combinaciones de cebadores
disefiados a partir de las secuencias nucleotidicas conocidas, segun queda

esquematizado en la Figura 31.

Q o) Posicién de los cebadores
8 3
2 e
s | o
o 2 T < 5LTR nc gag PR INT RT RH nc 3LTR
a o g 9
~ g s g e e e
o < &S o 3
o F= c c
g B 2 g S 21 9 331520 19 4 56 20 8 12 9 33
c o | = < 8
s ey o e Fooo 13 13
o
Hm CoSil14
E1 iPCR 5+6 EcoRl 725 T E E
H4  iPCR 446  Hindll 2870 T 'n i : :
H E E H
He3 iPCR  5+6  Hindll - P i e
E E
MP20 PCR 9+5 - 3285 T
Insert
305 PCR 21419 - 2312 T
nsert  poR 21420 - 630 T |t=———
1b20
Id15 PCR 15+12 - 3980 T
MP2 PCR 9+29 - 3496 T
MP10 PCR 21+29 - 3568 T
MP11 PCR  33+29 - 3482 T
MPB4 PCR 6+13 - 1168 T ————————
MP A1 PCR 8+13 - 371 T C—)

Figura 31. Esquema resumen de los fragmentos amplificados sobre DNA genomico de C.sinensis. Sobre el
dibujo que muestra la organizacién estructural de los RTN tipo copia se marca la posicién de los distintos cebadores
disenados y utilizados en las amplificaciones. Debajo se presentan los distintos fragmentos generados situados bajo el
esquema del elemento en relacion a la zona que representan. A la izquierda, se resume la informacion referente a
cada fragmento secuenciado, esto es: nombre (clon), si ha sido generado por PCR 0 i-PCR (Tipo PCR), la combinacién
de cebadores utilizada para generarlo (cebadores PCR), enzima de restricciéon en el caso de i-PCR (digestion
gendmico), el tamafio en pb (tamafo inserto) y si se conoce toda su secuencia (secuenciacion total [T] o parcial [P]).
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El inserto secuenciado con el nombre Insert1lb20, representa una zona del elemento que
va desde el teodrico inicio de la 5'LTR hasta la regién de la gag, en total 630 pb. El
inserto secuenciado con el nombre id15 tiene 3980 pb e incluye toda la regién interna
del elemento. Los insertos MP2, MP10 y MP11 de 3496, 3568 y 3482 pb,
respectivamente, representan zonas del elemento desde diferentes puntos de la LTR5’
hasta la regién que codifica por la RNAsa H. Los insertos MPA1 y MPB4, representan las
regiones mas a 3’ del elemento, MPB4 de 1168 pb va desde una zona que codifica
para la RT hasta una regién de la LTR3’, mientras que MPA1, mas corto (371 pb) va

desde una zona que codifica para la RNAsa H hasta la misma region de la LTR3'.

Los fragmentos generados todos por PCR directa sobre DNA gendémico, una vez
purificados fueron clonados en el vector pGEMT y posteriormente secuenciados al azar.
Dado el elevado tamafio de los insertos generados, la secuenciacidén se realiz6 mediante
primer walking esto es, mediante el disefio de diferentes cebadores internos a la
secuencia conocida que son utilizados en la siguiente reaccidn para ir avanzando en la
secuenciacion. Esto genera una serie de secuencias mas cortas que han de ensamblarse

entre si para generar la secuencia entera original.

A.3.2 Analisis de las secuencias de CIRE1 clonadas del genoma de Citrus

sinensis

A.3.2.1 Comparativa de secuencias

e Zonadelas LTR

A continuacion se muestra el alineamiento multiple de todas las secuencias nucleotidicas
correspondientes a fragmentos de LTR clonadas de C. sinensis (Figura 32). Se han
secuenciado 3 clones que contienen regiones (parciales o totales) de LTR3" y 7 clones

correspondientes a regiones (totales o parciales) de LTR5'.

El tamano de las LTR completas es de alrededor de 460 pb. Este tamafio es similar al
visto en otros RTN tipo copia descritos como son Panzee con una LT5'R de 372 pb y
LTR3’ de 383 pb (Lall.Maneesha et al., 2002), Tntl cuyas LTR tienen 610 pb
(Grandbastien et al., 1989) o Ttol con LTR de 576 pb (Hirochika, 1993), aunque el
tamafio de las LTR no es un caracter distintivo de los RTN-LTR tipo copia (o gypsy) pues
BARE1 de cebada tiene unas LTR de 1829 pb (Manninen y Shulman, 1993).

A continuacion del inicio asignado a las LTR de CIRE1 se observan las repeticiones
invertidas cortas tipicas de los extremos de las LTR. En este caso la repeticion es de 3
pb (TGT...ACA), aunque si no tenemos en cuenta el cuarto nucledtido, la repeticidon
invertida llega a ser de 8 pb (TGTGAAGA ... TCTTAACA), siguiendo los estandares
descritos para otros RTN (Neuvéglise et al., 2002).
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A

oligo21 . .
——OO gligod / oligo13
SLTRinsert3.25 | CARAGTGTGEA AGETATETET ATATGGACTT ARATGAAGAR ACTGEARAAG TAGAGAGCTE TTGTECAGAT TEACTTCAGT
ELTRinsert1b20 | CARAGTGTGEA AGATATGTET ATATGGACTT AAATGAAGRAR ACTGGARAAG TAGAGAGLTE TTGTGCAGAT TGACTTCAGT
SLTRRMP10 CAARGTGTE ﬂGﬁIRIEIEI ATATGRACTT AAATGAAGAR AATGGEAAAAG TRGAGAGCTG TTGTGCAMAT TGACTTCAGT
SLIRMPEOD e A o e e R R N MmN WA M Y S GAGCTE TTGTGCAGAT TRACTTCAGT
LT S GAGCTE TTGTGCAGAT TEACTTCAGT
[t - T R e e e e S e e e e e e e e e
—
SLTRinsert3.25  TATTTGATAT CT-TCCGCTG ACGTGGCATGE AATTCGTTAT MATCTGTTAT RMACGAARGCCC AGCACACTGRA TATAAAACAR
SLTRinsert1b20  TATTTGATAT CT-TCCGCTGE ACGTGRCATG AATTCGTTAT AATCTGTTAT AACGAMGCLC AGCACACTGA TATAARATAG
SLTRRMP10 TATTTGATAT CT-TCCGCTGE ACGTGGCATE AATTCGTTAT AATCTGTTAT MACGAAGCLD AGCACGLTGA TATAAAACAG
SLTRMPZD TATTTGATAT CT-TCTGCTGE ACGTGGCATGE GATTCGTTAT AATCTGTTAT MACGA-GCCC AGCACACTGA TATARAAACAG
SLTRMPZ TATTAGATAT TTGTCTGCTGE ACGTGGCATE AATTCGTTAT AATATGTTAT MACGA-ATCT AGTTTCCTAG CATATAAGAG
SLTRRMP11 TATTTGATAT CT-TCCGCTGE ACGTGGCATGE AATTCGTTAT AATCTGTTAT MACGAMGCLD AGCACACTGA TATAAAACAG
SLTRinsert3.25 ATGGTGLCCTC ATACTGTGCT AATATCGTCT TCATTTGTTC ATCATITIG. ATAGAATCTE TTICATTGIG ATCTRTGCAT
SLTRinsert1b20 ATEGTGLCTG ATACAGTGCT AATATCGTCT TCATTTGTTC ATCATITIG. ATAGAATETE TTICATTGIG ATCTETGCAT
SLTRMP10 ATGETGCLTE ATACTEGTECT ARTATCGTCT TCATTTGTTC ATCATITIGE ATAGRATCTE TTICATTGIG ATCTETGCAT
SLTRMPZ0 GTGETGLLAG ATAGAGAGTT AATATTGTCT TCATTAGTTC ATCATITIGE ATAGAATCTE TT(CATTG(G ATCTETGCAT
SLTRMPZ ATGETGLLTG TTGTAARGTC TCTTTCGTAT TCATTAGTTC ATCATITIGE ACAMGATCTE TTICATTGIG ATCTETGCAT
SLTRMP11 ATGETGCETE ATACTGTECT AATATCGTCT TCATTTGTTC ATCATITIGE ATAGRATCTG TTICATTGIG ATCTETGCAT
SLTRinsert3.25  AAAT.CACCT GTGATTGEGT TAGTTLTTGA TCAATRATAM TGAGTAAARTT TTCLCTTCTAA GTTTGLCTGGT CTGTRTCTTT
SLTRinsert 1620 ARAAT.- CACCT GTGATTGEGT TAGTTLCTTGA TCAATRATAM TGAGTAAATT TTCLTTCTAA GTITTGCTGGT CTGTETCTTT
SLTRMP10 AAAT . CACCT GTEATTGEGT TAGTTCTTEA TCAATAATAR TGAGTARATT TTCLCTTCTAA GTCTGCTGGT CTGTETICTTT
SLTRMPZ0 AAAT.CACTT GTEATTGEGT TAGTTCTTEA TCAATAATAR TGAGTARATT TTCCTTCTAA GTTTGCTGGT CTGTRTICTTT
SLTRMPZ AAATTCACTC AMGATTGEAT TAGTTCTTGA TCAATAMCAR (GAGTARATT TTCLTTCAMA GTGTACTGGT CCGTETCCCT
SLTRMP11 RAAT-CACCT GTGATTGEGT TAGTTCTTGEA TCAATAATAR TGAGTARATT TTCCTTCTAA GTITIGCTGGT CTGTETCTTT
SLTRinsert3.25  CTGGTTTAGC TTCTTTGTTIC TGGTTTTITCT TGATTCGATT GTGTTCTTEG TGTTTCTACT CACCRAGATT CGTGAGTCTT
SLTRinsert1b20  CTGGTTTAGL TTCTTTGTITC TGRCTTTITCT TGATTCGATT GTGTTCTTEGE TGTTTCTACT CACCAAGATT CGTRAGTCTT
SLTRMP 10 CTGETTTAGC TTCTITIGITC TGGTTTTTCT TGATTCGATT GTGTTCTTGGE TGTTTCTACT TACCAAGATT CGTGAGTCTT
SLTRMPZO CTGETATAGL TTCTCTGTITC TGGE-TTTTCT TGATTGGATT GTGTTICTTGGE TGTTTCTACT CATCAAGATT TGTGAGTCTT
SLTRMFPZ COTATCTAGT TTCTTTGTITE TAGTGATTGA T--TTCGATT GTGTTCTITGE TGTTTCTACT CACTAAGATT TGTGARTCTT
SLTRRMP11 CTGETTTAGE TTCTITTGTITC TGGTTTTITCT TGATTCGATT GTGTITCTTGE TGTTTCTACT CACCAAGATT CGTGAGTCTT
SLTRinsert3.25  A- AACTTAAR H{TETIAA(A
SLTRinsert1b20  A-GGLCTTAAR H@TETTAAEAE
SLTRMP10 R-GACTTARA A-TUTTAACAS
SLTRMPZO ARGACTTAMA METCTTAACA
SLTRMPZ ARGACTTHAT MGETCTTAACA
SLTRMP11 A-GACTTAMA A-TCTTAACA:
SLTRMPAT  TRAATTCARG RAGATGRATT GTAGTTGAAT GRAGGTTTIT AGGTGCTGTA TTATTGRAGGE GATCAMCTGA ATCRACTGLA
SLTRMPES  TRAATTCARG RAGGTGRATT GTAGTTGATT GRAGGTTTIT AGGTGCTGTA TTATTGARAGGE GATCAMCTGA ATCRACTGLA
SLTRH4 TRAATTCARG AAGATGAATT GTAGTTGAAT GHRGGTTTTT AGETGLTGTA TTATTGARAGG GATCAMCTGA ATCAACTGLA
N\eliod ———olinod. olicnl3
SLTRMPAT (TGTGAAGATA TGTGTATATE GACTTAAATG AMGAAACTGGE AMAAGTAGAG AGCTGTTETG CAGATTG--- ----------
SLTRMPE3 ETGIGRRGR@R TETATATATG GACTTAAATG ARGRMACTGL ARAGGTAGAG AGCTGTTGTG CAGATTG--- ----------
SLTRH4 §TGTGAAGA?R TGTGTATATE GACTTAAATG AMGAMACTGO AMAAGTAGAG AGCTETTETE CAGATTGALT TCAGTTGATE
SLTRMPAT ML LI =02 S
] 11 . K S ) S
SLTRHA GATATCTTOL GCTGACGTRE CATEARTTCG TTATAATCTE TTATARCEAR GLCCAGCACK CTEATATARA ACAGAGECTE
SLTRMPRT oo oo ool oo oo oM TP
I 11 7K
SLTRH4 COTCATACTG TGCTAAMTATC GTCTTCATTT ETTCATCATT TTRCATAGAR TCTGTTTCAT TGTZATCTGT GCATARTCTT
N L B T I
{1 I T
SLTRH4 CCTGTGATTG GGTTAGTTCT TGATCAATARA TAATGAGTAR ATTTTCCTTC TRAGTTTGLCT GGTCTGTGTL TTTTGTITTG
I B I I R
N I I R
SLTRH4 AGCTTCTTTG GTCTGGGTTT TOTTGATTCG ATTGGTGTLT TTEGTGTTTL TACTCACCAR GATTCGTGAG TCTTGLTGTE
SLTRMPAT - - oo e e o e
SLTRMPES - - - - 27T --
3LTRH4 ATGTGCCAGA TG

—oliae33
TGATGLRGGLTE
TGATGLRGGLTE
TGATGGRGAHTL
TGATGGGGHTL
TGATGGRGGHTL
- -RTGGGGHTL

AGGLTGALCGA
AGGLTGALCGA
ABGLTRALGA
ABGLTRGTGE
Ta-CTRATGA
AGGLTRALGA

RATCTTCTGT
RATCTTCTGT
RATCTTCTGT
RATCTTCTGT
RATCTTCTIGT
AATCTTCTGT

TGTTTIGTCT
SGTTTIGTTT
TGTTTIGTCT
SGTTTIGTTT
TGTTTIGGTT
TGTTTIGTCT

GCTGTRGTTT
GCTGTRGTTT
GCTGTRGTTT
GLTGTGATTA
GGTGAGATTA
GCTGTRGTTT

AGGTGHAGAT
AGGTGEAGAT
AGGTGGAGAT

GGTTTAGALT

Figura 32. Alineamiento multiple por ClustalW de secuencias nucleotidicas correspondientes a fragmentos de
LTR aislados de C. sinensis. (A) Fragmentos correspondientes a LTR5’ (B) Fragmentos correspondientes a
LTR3’. El sombreado indica identidad de secuencia del 100%. La ausencia de nucleétido en una determinada posicion
se indica con un guién. Se ha sefialado con una linea horizontal la situacién de las secuencias complementarias a
cebadores presentes en esta region. Se ha recuadrado en verde la tedrica diana de insercion (CAAAG) presente en la
secuencia de la LTR3' de H4 y afadida a la secuencia del cebador en el disefio del oligo21. Se ha recuadrado en rojo
las repeticiones cortas invertidas de los extremos de las LTR. Se ha recuadrado en naranja secuencias tipicas de
promotores presentes en la secuencia (caja TATA, SIT y sitio de poliadenilacién). El origen de cada secuencia esta
descrito en la Figura 31.
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El contenido nucleotidico de las LTR es alto en A+T en un 63,3%, contenido similar al
que encontramos en RTN como Tntl (62,5% A+T) o Dell (64,2% A+T) y algo superior
al de BARE1 (51,8% A+T) (Manninen et al., 1993).

Si comparamos las secuencias de las LTR, tomadas una a una, presentan una identidad
de secuencia nucleotidica maxima del 39% con las LTR de Tntl (N°Acc.: X13777) o del
41% con las LTR de Panzee (N°Acc.: AJ000893), con lo que podemos afirmar que no
son similitudes significativas (superior al 50%). Identidades similares presentan otros
RTN tipo copia entre ellos al comparar sus LTR, por ejemplo las secuencias de las LTR
de BARE1 son idénticas en un 37% a Tntl y en un 43% a CopiaDM (Manninem et al.,
1993).

MP20 | Insert325 | Inser1b20 | MP10 MP11 MP2
8.7 1.9 3.2 2.8 2.1 19
H4 36/417 9/466 15/466 13/466 8/389 79/417
91.3 98.1 96.8 97.2 98.9 81

7 7.9 7.7 7.2 17.3

MP20 29/417 | 33/417 32/417 28/417 72/417
93 92.1 92.3 92.8 82.7
1.3 1.3 0.3 18.3

Insert325 6/466 6/466 1/389 76/417
98.7 98.7 99.7 81.7
1.9 0.6 0.5 18.8

Insert328 9/466 3/466 2/389 78/417
98.1 99.4 99.5 81.2
2.2 15 18.8

Insert1b20 10/466 6/389 78/417
97.8 98.5 81.2
1.3 18.3

MP10 3/389 76/417
98.7 81.7
19.3

MP11 75/389
80.7

Tabla X. Comparacion de las secuencias nucleotidicas correspondientes a fragmentos de LTR clonados de C.
sinensis. En verde, se indica el porcentaje de diferencias entre cada par de secuencias comparada. En negro se
indica el nimero de nucleétidos diferentes respecto al nimero total de nucleétidos coincidentes. En morado, se indica
el porcentaje de identidad para cada par de secuencias. Se ha resaltado en amarillo el andlisis comparativo entre el
fragmento del clon H4 que corresponde a LTR3 y el resto de fragmentos clonados correspondientes todos ellos a
LTR5'. El origen de cada secuencia esta descrito en la figura 31.

En la Tabla X se muestra el analisis comparativo de las LTR de los diferentes clones
secuenciados en el estudio. El porcentaje de identidad entre cada par de secuencias
comparada va del 99,7% al 80,7%. Al comparar la LTR3’ (correspondiente al clon H4)
con las LTR5’ vemos que, sin tener en cuenta el clon MP2 (sefialado con una flecha en la
Tabla X), el porcentaje de identidad entre las LTR comparadas es superior al 90%,

siendo en promedio del 96,5%. Este elevado nivel de identidad encontrado entre la
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secuencia correspondiente a LTR3’ y las secuencias correspondientes a LTR5’, hace
compatible el hecho de que se trate de fragmentos clonados del mismo RTN-LTR, pues
se han encontrado porcentajes de identidad similares al comparar las dos LTR de RTN
tipo copia como es BARE1 (95,8%) (Suoniemi et al., 1996) o las dos LTR de RTN tipo
gypsy como son Cyclops (95,9%) (Chavanne et al., 1998) o Grandel-4 (95%)
(Martinez-Izquierdo et al., 1997).

Al realizar la comparacion de todos los clones secuenciados al azar que se corresponden
con LTR5’ entre ellos, vemos que en su mayoria difieren como maximo en un 2,2%.
Para RTN como BARE1 se ha visto que la identidad entre LTR de clones diferentes es del
92-94% (Manninen et al., 1993). Nuevamente, exceptuamos la LTR5’ de MP2, qué es la

mas diferente con un grado de similitud media del 81.5% con el resto.

Los diferentes clones contienen secuencias tipicas de los promotores eucariotas. El

analisis de la secuencia del promotor de la LTR se desarrolla en el apartado A.4.1.

e Dominio Interno

A continuacidn se muestra el analisis comparativo de las secuencias nucleotidicas de los
diferentes clones aislados en el estudio correspondientes a regiones internas del RTN
(Tabla XI). Vemos que el porcentaje de identidad entre las secuencias del dominio

interno es superior al visto para secuencias de LTR, ya que va del 100% al 91%.

MPA1 MPB4 MP20 Insert325  MP-id15 MP10 MP11 MP2
H4 100% 98% 94% - 92% 98% 99% 91%
MPA1 99% - - 91% -
MPB4 - - 94% -
MP20 95% 93% 94% 94% 93%
Insert325 93% 99% 99% 93%
id15 92% 92% 99%
MP10 98% 92%
MP11 92%

Tabla XI. Comparacion de las secuencias nucleotidicas correspondientes a regiones internas de RTN aisladas
de C. sinensis. Se indica el porcentaje de identidad entre cada par de secuencias comparada, calculado por el
numero de coincidencias en la comparacién 1 a 1 respecto a la longitud en pb de la zona que solapan. El guién indica
que las secuencias comparadas no se solapan. El origen de cada secuencia esta descrito en la figura 31.
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Mirando en detalle cada secuencia, vemos que MP-id15 Unicamente difiere en un 1%
con la secuencia nucleotidica que comparte con MP2. Las secuencias de los clones
MP10, MP11 y insert3.25 se solapan a lo largo de una regién del dominio interno de
1856 pb donde la similitud de secuencia nucleotidica entre ellas es del 99%. Por ultimo,
la secuencia del clon MP20 solapa en una region de aproximadamente 1000 pb con H4,
id15, MP2, MP10 y MP11 con las que comparte una similitud de secuencia media del
94%, y la secuencia del clon H4 presenta a su vez una elevada similitud de secuencia
con MPA1, MP11, MP10 y MPB4 (identidad media del 98%) y es algo mas diferente a las
secuencias MP2 y MP-id15 (identidad media del 91,5%).

El nivel de acumulacion de mutaciones en las secuencias aisladas, asi como otras
caracteristicas como el contenido nucleotidico o los motivos conservados que presentan,
se analiza en detalle a continuacion. Destaca el hecho que es en la regién
correspondiente a la integrasa donde se concentran la mayoria de las mutaciones
observadas y descritas en la Tabla XII. De la misma manera, observamos que las
secuencias de MP2 y id15, qué son las que presentaban menor similitud con el resto,

son también las que presentan mas mutaciones.

Mutaciones que provocan cambios en la pauta de lectura
correspondiente a RTN Contenido Motivos
Nucleotidico funcionales
Codones parada Inserciones Deleciones

39,9% CG , PR, INT, RT,

115 1 1 de 7pb 5de 1pb, 1 de 14 Gag.

pb, 1 de 6 pb 59,9% AT RH

39,3% CG

MP2 20 1 de 7pb 3de 1pb, 1 de 14 Gag, PR, INT, RT,

pb, 1 de 6 pb 60,7% AT RH

41,4% CG , PR, INT, RT,

MP10 0 1de 1pb 1de 1pb Gag
58,6% AT RH
41,2% CG , PR, INT, RT,

MP11 1 1de 1pb 3de 1pb Gag
58,3% AT RH
40,6% CG

Insert3.25 0 0 0 Gag, PR, INT

59,4% AT
40,1% CG

MP20 6 0 0 Gag, PR, INT, RT
59,9% AT
41,7% CG

H4 0 0 0 RT, RH

58,3% AT

Tabla XII. Descripcion de las secuencias aisladas del genoma de C. sinensis

A.3.3 Establecimiento de la secuencia completa de un elemento: CIRE1-1

Se han obtenido diferentes clones que presentan elevadas similitudes de secuencia
entre ellos y entre regiones de RTN. Esta elevada identidad indica que todos los

fragmentos obtenidos son porciones del mismo RTN-LTR tipo copia CIRE1.
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Para analizar extensamente la secuencia de CIRE1, se han considerado dos clones que
contienen largos segmentos de CIRE1 y que por si solos incluyen toda la longitud del
RTN-LTR. Asi, para determinar la secuencia completa del elemento CIRE1-1 se ha
considerado el clon insert3.25, que define el extremo 5’ del elemento (desde la LTR5’
hasta una zona de la INT), y el clon H4, que define el extremo 3’ (desde una zona de la
INT. hasta la LTR3’). El elemento CIRE1-1 esta flanqueado por una misma diana tedrica
duplicada pues, el cebador utilizado para amplificar el clon insert3.25 (oligo21) presenta
en su secuencia la diana tedrica de insercién que esta igualmente adyacente a la LTR3’
de H4. Ambos fragmentos comparten 5 pb que solapan sus secuencias en una region
correspondiente a la INT y se encuentran intactos en el genoma (con una Unica pauta

de lectura continua y sin interrupciones por codones de parada en la region codificante).

La suma de ambas secuencias abarca toda la longitud del RTN-LTR y representa al
elemento CIRE1-1 secuenciado en su totalidad (Figura 33).

Citrus sinensis copia-like LTR retrotransposon, CIRE1-1

organism="Citrus sinensis" (sweet orange)
mol_type="genomic DNA"
tissue_type="leaf"

variety="Valencia late"

Sequence
tgtgaagata tgtgtatatg gacttaaatg aagaaactgg aaaagtagag agctgttgtg 60
cagattgact tcagttgatg gggtctattt gatatcttcc gctgacgtgg catgaattcg 120
ttataatctg ttataacgaa gcccagcaca ctgatataaa acagaggctg acgaatggtg 180
cctcatactg tgctaatatc gtcttcattt gttcatcatt ttgcatagaa tctgtttcat 240
tgtgatctgt gcataatctt ctgtaaatca cctgtgattg ggttagttct tgatcaataa 300
taatgagtaa attttccttc taagtttgct ggtctgtgtc ttttgttttg tctctggttt 360
agcttctttg ttctggtttt tcttgattcg attgtgttct tggtgtttct actcaccaag 420
attcgtgagt cttgectgtgg tttaaactta aaatcttaac aagtggtatc agagcctggt 480
gaatttcagc catgtctctt ccaaggcatg aaatcgaaaa attcaccatt ggtggtgatt 540
tctcgetttg gaagctgaaa atgaaagctc tccttgtgca tcaagggett gaatctgecce 600
tggacgaaga agatctagag gcctctacag gttctgggat tgatgacaaa aggagacaaa 660
tacagaatcg agctcatagc actctgattt tgagtcttgg tgactcaatc ttgagagaga 720
tctctgaaga gaagacagcc ttaggaattt ggaacaaggt tgaaaccctg tgtatgaaga 780
aatccctgge tcatagattg ttcttgaaga aaaggttgta cacattctca atgagagaag 840
gggttacaat acaagatcac attgacactt ttaacaagat cattcttgat cttgaagggg 900
tggaaaatgt aaaaatctgt gatgaagaca aggcattctt cctgctgagc tctctaccaa 960
agtcttatga aggctttgta gatacaatgc tctatgggag gaccactttg actcttgaag 1020
atgtcaaagc atccctcage tcaaaggaga ttcagaagaa ctgtgagctt gaaacaagta 1080
atggtgaggg gctgatggca agaacagaaa agaagaaaga tcagaagaac aaaaatcaag 1140
gaaaagggca tggaaagaac caagaaactg cagacaagaa gaaaaagaaa agaaagtgct 1200
tctactgcag aaaggagggg cattacataa gggattgctt tgagaagaag aagaaagaaa 1260
gtcaagaaaa gtcaggagat gcagcagtag cctctgatga tggttctgat ggatatcaaa 1320
gtgctgattt acttgtggcc tcaaacagca atacaaaagg tcagtgggtc atagactctg 1380
ggtgctcttt tcatttatgt cctgaaaaaa ccttatttta caaatatgaa gctgttgatg 1440
gtggtagagt cttaatggga aacaataatg tgtgtaatat tgttggtatt tggttctgta 1500
aaagatcaag atgtttgatg gaactattaa gatctctaca tgaggtgagg catgctccta 1560
ggctaaagag aaatttaatc tctttaggca tgctagacag cttagggtac ttctttaaat 1620
caagaattgg tggtttagag gtaagaaaag ggactgagat agtaatgaag ggggttaacg 1680
agaatggcct atatgtattg caaggctcat cagtgcctgt tcaagaagga gtttctgetg 1740
tttctgagga agatagaacc aagttatggc accttaggct tggtcatatg agtatcaagg 1800
ggctgcaaga gcttagtaaa caagggctac ttggtgggga tagaatccag caactggagt 1860
tttgtgaaaa ctgtattttt ggcaaatcac acaggtccaa gtttaacaaa ggggagcata 1920
tgtctaaaca agttttggac tatgcacata ttgaccattg gggacctgct caggtccctt 1980
ccttgagtgg tggcagatat ttcatgtcac ttattgatga ttactcaagg aaagtatgga 2040
tctacatact caagatcaaa gatcaagctt tggaaaaatt caaggtctgg aaatcattgg 2100
tagaaaatca gtctgacttc aagctgaaat gcttgaggac tgataatggc ttggaatttt 2160
gtagcaaagt atttgaagaa tattgccaaa aacatggcat aaagaggcac aaaacagtga 2220
ggttcacccc ccagcagaat ggcttggctg agaggatgaa caggaccttg gtggataaaa 2280
ccagatgtat gctgataaat tcaaagcttc caagaagttt ttgggcagaa gctgtcaata 2340
cagcaagtta tttagttaac agaagcccat cttctgcaat tggcttcaaa acaccagaag 2400
aattgtggaa tggaaaacca gcaaactacc aaaatctcag agtttttggg tgccctgett 2460
acctccacat caatcaaggc aagctggaag caagggcctt gaaaggagtc tttgttggat 2520
atcctgatgg ggttaagggg tacaaaatct ggtgtaagga tcaaggaaaa tgcatagtca 2580
gcagggatgt tgtgtttcat gaatctgtat tgctgaaaga aagtgcagaa catgatgctg 2640
gactgcaaga caatccagca gctaacaaac gatctggatc tgaaacttcc aaggttaatg 2700
tggagctatt gactgataaa agcagtgaaa aagaagcagc ttctgatgat gagagggcca 2760
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cagctgaaag tgaggaacat gaggtatcag aattgccaca agctgactta cagaactatc 2820
agttagctag agatagagtt agaagggaag tcagagcacc agtgaggtat ggctatgctg 2880
acttaattgc ctatgcacta ttgtgtgctg atgaagtgac aattgaagag cctgctaact 2940
tctctgaage catggaaagt gtgcactgtg acaagtggct tgaggcaatg caagatgaaa 3000
tggagtcact tcaaagaaat cagacctgga cacttatacc aaatccagga aacaagaggt 3060
tgatcaactg taagtggatt ttcaagagga atgaaggaat tccagatgtt gaacctccca 3120
aatataaagc aaggctagtg gctaggggtt ttacacagag ggaaggtgta gatttcaatg 3180
aaattttttc tcctgtagtg aagcacagtt caataagaat cttattagcc atggtagectt 3240
tacttgactt ggagctggag cagatggatg taaaaacagc cttccttcat ggtaatcttg 3300
aagaacaaat attgatggca cagcctgaag gatttgagtg taaggataag gaggattatg 3360
tgtgtctgct gcataagtcc ttgtatggac tcaagcaatc ccctcgacag tggtacagaa 3420
ggtttgatga ttttatggtc tcaaagggct atcgcagaag cagatatgac agctgtgttt 3480
actttggtgg atcagatcaa ggtggagttg cttatttgct tctgtatgtt gacgatatgt 3540
taattgcaag caaatacaag tcagagatag agaggttaaa gaatctgtta aaggctgagt 3600
ttgaaatgaa ggatcttggc aatgccaaaa gaatccttgg gatggacatt atcagagata 3660
gatctgctgg cactttattc ttgagtcaag ggaaatatat caagaaagtt ctggagaggt 3720
ttgaaatgca agactgtaaa cctgttcaga ctccacttgg tccacaattc aagttgtcag 3780
cagctacaac atcagaagat gagtctcaga tgaatgaatt cccatatgca caggctgtgg 3840
ggagcctgat gtatgctatg gtatgcacca ggtcagacat agcttatgca gtaagtgttg 3900
tcagcagata tctcagttgt ccaggcaagg ttcactggaa tgctgtcaaa tggataatga 3960
ggtatctaaa gggttcttct acttgtggtt tgctgtatgg gaagactaag agtgacaaaa 4020
ttgaagtcat ggggtttgta gactctgact ttgccggaga tcttgacaga agaaagtcta 4080
catcaagata tatgtttgtg ttaaatagtt gcctgatcag ctggaagtca tctcttcagt 4140
ctggtggtgc tttatcctca actgaagctg agttcattgc gactacagag gcagtaaagg 4200
aggccatgtg gctgaggggce ttgcttaatg agctatggtt aaatcagaaa attgttcagg 4260
ttttttgtga taaccaaaat gccatacact tggtgaagaa tcaaatgtat catgaaagaa 4320
ccaagcacat tgatgtgaag ctccagttta tcagagatga agttggaaag ggtacagtgg 4380
ttgtgtccaa gatccatacc agtgtgaatc cagctgatgc tctaacaaaa tcacttccca 4440
ctgcaaaatt tgagttctgt gtgaatctaa tgggcatcat gcccaaatct aactaaattc 4500
aagaagatga attgtagttg aatgaaggtt tttaggtgct gtattattga agggatcaac 4560
tgaatcaact gcaaggtgga gattgtgaag atatgtgtat atggacttaa atgaagaaac 4620
tggaaaagta gagagctgtt gtgcagattg acttcagttg atggggtcta tttgatatct 4680
tccgctgacg tggcatgaat tcgttataat ctgttataac gaagcccage acactgatat 4740
aaaacagagg ctgacgaatg gtgcctcata ctgtgctaat atcgtcttca tttgttcatc 4800
attttgcata gaatctgttt cattgtgatc tgtgcataat cttctgtaaa tcacctgtga 4860
ttgggttagt tcttgatcaa taataatgag taaattttcc ttctaagttt gctggtctgt 4920
gtcttttgtt ttgtctctgg tttagcttct ttgttctggt ttttcttgat tcgattgtgt 4980
ccttggtgtt tctactcacc aagattcgtg agtcttgetg tggtttagac ttaaaatctt 5040
aaca 5044

LTRs 1..461 ; 4584..5044
"putative minus strand primer" :PBS 464..475
"protease motif" 1374..1382
"integrase motif" 1770..1874
"reverse transcriptase motif" 3276..3299
"reverse transcriptase motif" 3519..3549
"RNase H motif" 4037..4052
"putative poliprotein" 492..44093

Translation="MSLPRHEIEKFTIGGDFSLWKLKMKALLVHQGLESALDEEDLEASTGSGIDDKRRQIQNRAHSTLILSL
GDSILREISEEKTALGIWNKVETLCMKKSLAHRLFLKKRLYTFSMREGVTIQDHIDTFNKIILDLEGVENVKICDEDKAFFL
LSSLPKSYEGFVDTMLYGRTTLTLEDVKASLSSKEIQKNCELETSNGEGLMARTEKKKDQKNKNQGKGHGKNQETADKKKKK
RKCFYCRKEGHYIRDCFEKKKKESQEKSGDAAVASDDGSDGYQSADLLVASNSNTKGQWVIDSGCSFHLCPEKTLFYKYEAV
DGGRVLMGNNNVCNIVGIWFCKRSRCLMELLRSLHEVRHAPRLKRNLISLGMLDSLGYFFKSRIGGLEVRKGTEIVMKGVNE
NGLYVLQGSSVPVQEGVSAVSEEDRTKLWHLRLGHMSIKGLQELSKQGLLGGDRIQQLEFCENCIFGKSHRSKFNKGEHMSK
QVLDYAHIDHWGPAQVPSLSGGRYFMSLIDDYSRKVWIYILKIKDQALEKFKVWKSLVENQSDFKLKCLRTDNGLEFCSKVF
EEYCQKHGIKRHKTVRFTPQONGLAERMNRTLVDKTRCMLINSKLPRSFWAEAVNTASYLVNRSPSSAIGFKTPEELWNGKP
ANYONLRVFGCPAYLHINQGKLEARALKGVFVGYPDGVKGYKIWCKDQGKCIVSRDVVFHESVLLKESAEHDAGLODNPAAN
KRSGSETSKVNVELLTDKSSEKEAASDDERATAESEEHEVSELPQADLONYQLARDRVRREVRAPVRYGYADLIAYALLCAD
EVTIEEPANFSEAMESVHCDKWLEAMODEMESLORNQTWTLIPNPGNKRLINCKWIFKRNEGIPDVEPPKYKARLVARGFTQ
REGVDFNEIFSPVVKHSSIRILLAMVALLDLELEQMDVKTAFLHGNLEEQILMAQPEGFECKDKEDYVCLLHKSLYGLKQSP
ROWYRRFDDFMVSKGYRRSRYDSCVYFGGSDQGGVAYLLLYVDDMLIASKYKSEIERLKNLLKAEFEMKDLGNAKRILGMDI
IRDRSAGTLFLSQGKYIKKVLERFEMODCKPVQTPLGPQFKLSAATTSEDESQMNEFPYAQAVGSLMYAMVCTRSDIAYAVS
VVSRYLSCPGKVHWNAVKWIMRYLKGSSTCGLLYGKTKSDKIEVMGFVDSDFAGDLDRRKSTSRYMFVLNSCLISWKSSLQS
GGALSSTEAEFIATTEAVKEAMWLRGLLNELWLNQKIVQVFCDNQONATHLVKNOMYHERTKHIDVKLQFIRDEVGKGTVVVS
KIHTSVNPADALTKSLPTAKFEFCVNLMGIMPKSN"

Figura 33. Secuencia de CIRE1-1
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A.3.4 Integridad de los elementos CIRE1 en el genoma de C. sinensis

Para comprobar si la mayoria de las copias de CIRE1 estaban integras en el genoma de
C.sinensis se ided un experimento de PCR donde se utilizaban diferentes combinaciones
de cebadores disefiados a partir de la secuencia de CIRE1-1 de la que se dispone. Se
disefid de manera que las diferentes parejas de oligos amplificaran diferentes partes del
elemento y que en conjunto lo cubrieran por completo. De esta manera se quiere ver si
la mayoria de las copias de CIRE1 presentan deleciones o inserciones importantes en
su secuencia. En la figura 34 se resumen las combinaciones de cebadores utilizadas y
el resultado obtenido para cada una. Efectivamente, en todos los casos se observa una
banda Unica, clara y del tamafo esperado en la amplificacién, indicando que estos
elementos estan en su mayoria enteros en el genoma. En la combinacion de cebadores:
oligo9 + oligol7, al ser ambos complementarios a secuencias de la LTR y estar
encarados uno al otro, se esperan dos fragmentos (uno de 212 pb en cada una de las
dos LTR) y otro de 4783 pb (que incluye parte de las dos LTR y la region incluida entre
ellas) No obstante, sélo se observa el fragmento mas corto de los dos posibles que
podrian amplificarse (Figura 34, carril e), probablemente debido a una mayor

eficiencia en la amplificacién por PCR de fragmentos cortos frente a los largos.

5'LTR nc gag PR INT RT RH nc 3LTR

9 17 15 18 19 16 5 6 9 17
Cebadores Tamaiio (pb)
a: oligo9+oligo5 3000
b: oligo9+oligo16 2600
c: oligo15+oligo16 2000

d: oligo15+oligo5 2400

— Q tm——— e: oligo9+oligo17 212
4783

f f: oligo9+oligo19 2250
g g: oligo18+0ligo13 3628

h
B h: oligo6+oligo17 1363
iz oligo18+oligo5 2325

APst a b ¢ d C- APst APste f g h i C- APst

Figura 34. Integridad de los elementos CIRE1 en C. sinensis. (A) Esquema del elemento CIRE1. Se ha indicado la
posicién de los diferentes cebadores utilizados en la PCR y el tamafio de banda que se espera amplificar. La secuencia
de los cebadores y las condiciones de la amplificacién se describen en Material y Métodos. La PCR se ha realizado a
25 ciclos con Ta de 52-54°C.(B) Electroforesis en gel de agarosa al 1% del resultado de la amplificacién por PCR de
las distintas regiones del elemento descritas en (A). Carril APst, marcador de peso molecular APst, se indican algunos
tamanos en pb.
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A.3.5 Conservacion de los dominios funcionales en CIRE1

El elemento completo CIRE1-1 secuenciado tiene un tamafio de aproximadamente 5 kb
y contiene dos LTR de unos 460 pb con un contenido de A+T medio de 63,3%. El
contenido nucleotidico del dominio interno es alto en A+T en una proporcion del 59% y
presenta una uUnica ORF de 3999 nucleétidos. Comparaciones entre las ORF de Tntl1 de
Nicotiana tabacum (NCAcc.: P10978) y CIRE1l-1 revelan que ambos comparten las
regiones estructurales y funcionales comunes a los RTN-LTR tipo copia. Se observa un
elevado grado de similitud a nivel aminoacidico entre las posibles proteinas codificadas
por las ORF de CIRE1-1 y Tntl: similitudes del 36, 38, 48 y 53% para los dominios de
gag, PR, IN y RT, respectivamente. Estos valores tienen en cuenta la gran similitud de

diversos motivos altamente conservados en RTN y retrovirus.

Se ha realizado el alineamiento de la secuencia aminoacidica deducida para CIRE1-1 con
las secuencias aminoacidicas de otros RTN-LTR tipo copia ya descritos y totalmente
caracterizados cuya secuencia entera esta en las bases de datos. Asi, las secuencias del
dominio interno de BARE1 de cebada (N©9Acc.: Z17327), RIRE1 de arroz (BAB21127),
Tal-3 de Arabidopsis (S05465), Tlcl de tomate (AAK29467), Tntl de tabaco (P10978),
Ttol de tabaco (BAA11674.1) y CopiaDM de Drosophila melanogaster (P04146) se han
sumado a la de CIRE1l para establecer las diferentes regiones del elemento y el grado
de conservacién de los motivos de referencia de RTN tipo copia comparados con los

otros elementos.

En la Figura 35 se resumen los motivos estructurales y funcionales de CIRE1-1. Se
observa la presencia de aminoacidos altamente conservados correspondientes a las
regiones mas conservadas de cada dominio proteico en todas las secuencias

aminoacidicas de RTN alineadas, tal y como se describe en detalle a continuacién:

e Regién GAG

Esta regién no presenta similitudes significativas con ningin RTN aunque,
podemos determinar claramente en el dominio GAG de CIRE1l-1 la posicién de un
motivo de union a acidos nucleicos perfecto: CX,CX3GHX,4C, presencia que si comparte

con el resto de retroelementos, como puede verse en la Figura 35.

e Region Proteasa

En la Figura 35 se muestra el alineamiento del dominio PR alrededor del
motivo mas conservado D(T/S)G (centro activo de la proteasa), confirmando el alto
grado de conservacion de este motivo en CIRE1-1. El resto de secuencia del dominio

proteasa, fuera del centro activo, es mucho mas diversa.
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Figura 35. Motivos estructurales y funcionales de CIRE1-1, comparados con los de RTN-LTR tipo copia. El
dominio interno de CIRE1-1 de aproximadamente 4123 pb estd flanqueado por dos LTR unos 460 pb
aproximadamente. En el esquema, las cajas situadas dentro del dominio interno del elemento representan los dominios
aminoacidicos que codifican: GAG; PR proteasa; INT integrasa; RT transcriptasa inversa; RH RNasa H. La secuencia
del hipotético PBS (primer binding site) sitio de unién del cebador para la sintesis de la primera cadena de DNA, es
complementaria al extremo 3’ de la secuencia del tRNA para metionina. Se indica la situacién del PPT (polypurine
tract). Se muestra el alineamiento mdltiple por ClustalW de las secuencias aminoacidicas deducidas para varios
dominios de CIRE1 con las regiones correspondientes de otros RTN presentes en las bases de datos. Estan
sombreados aquellos residuos mas conservados en las distintas secuencias. Se indican algunos de los motivos mas
altamente conservados de cada dominio: regién de unién a &cidos nucleicos (CXCX;GHX4C) del dominio de GAG, la
altamente conservada secuencia D(T/S)G de la proteasa, el motivo de dedo de zing (HX3.7 HX20.32CX2C) de la integrasa
o el casi invariante motivo LLYVVDD de la RT.
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e Regidn Integrasa

Como se ha comentado anteriormente, la regién del elemento que codifica la
integrasa es la que presenta mas mutaciones en los diferentes clones aislados y
secuenciados de CIRE1l. Aun asi, aquellos motivos considerados como los mas
conservados en los diferentes RTN también estan presentes en CIRE1-1. Asi, presenta
un motivo de dedo de zinc cuya secuencia HX;,HX5.3,CX,C estd perfectamente
conservada tal y como vemos en la Figura 35. Otro de los motivos mas conservados
del dominio INT es el PQX,GVXER, éste no es un dominio que presenten todos los RTN
(Vicient, 1995) y en el caso de CIRE1-1, de los 6 residuos mas conservados presenta 5.
El motivo DD3sE qué esta perfectamente conservado en integrasas retrovirales y de RTN
y es esencial para su actividad enzimatica (Suoniemi et al., 1998), también se observa

en CIRE1-1 aunque no perfectamente conservado.

e Regién RT
Se conoce que la regidon que codifica la RT es el dominio menos variable de los
RTN (Doolittle et al., 1989).

El dominio RT suele contener 7 cajas que corresponden a las regiones mas
conservadas del dominio, separadas por secuencias de tamano variable y menor
conservacion. En la Figura 36 se muestra el alineamiento de la secuencia aminoacidica
de las 7 cajas de CIRE1-1 con regiones equivalentes de otros RTN como son Tntl de
tabaco (como representante del grupo copia) y Dell de Lilium henry (como
representante del grupo gypsy). Este tipo de estructuracién estd bastante conservado
entre los RTN, tanto de tipo copia como gypsy, pero con un caracter distintivo entre los
dos tipos de RTN, con menor divergencia entre dos secuencias de dos RTN del mismo
tipo que entre dos RTN de los dos tipos (Figura 36). Ademas, los RTN de tipo copia
presentan la caja 6 mas corta y la secuencia entre las cajas 6 y 7 mas larga y
conservada (Vicient, 1995). Como CIREl1-1 cumple, efectivamente, con esas
caracteristicas, podemos confirmar de nuevo que este elemento pertenece al grupo

copia.

Dell  LMKGFIRGST SPWGAHYLED PEKDDS---- ---- KRICID Y-ELWSVTYK MEYPLRRIDD LFOD------- BENGATFSE |
Tnt1  TELVELRKGK RELKCKUNEE LEEDG-DCEL WEYKARLWUE GRERKEGIDE DEIESRUWER TSIRTILSLA ASLOLEVERL
(RE1  WTLIPNPGEHE RLINCEDIFK REEG IPOWEP PEYKARLWAR GETRREGVDE MEIFSPWWRH S5 IR 1LLAMY ALLDLELEEM

Dell  DLRFR-YHA- LRIRADIPKT AFRT----BY GHYEFLUMPF GLTMWR-TAF MMWLMMNRVFRE YLOK------ ---ennn---
Tntl  OWETAFLHGD LEEE|YHEGP EGFEVAGERH MWCELMESLY GLERARRGUY MEFDSEMESE TRLETYSOPC WYEKRFIENN
(RE1 DWETAFLHGM LEEY|LMAGE EGFECKGKED TWCLLHKSLY GLEQSRPREWT XFEOOEMEE GEHRSKEYDSE WFGLS0MGGR

Dell - -FIVWFUDY VLIYSRTEKD HEHHLRISLE LLRMWMGLYAK LSKCEF---- --- UMERWEF LaHwY 177
Tntl  FITCELYWDD MLIVGEDREGL ---------- onmo--- I Ak LEGDLSKSED MEDLGPACGT LGMKE 207
ORET  wATLLLYWOD MLEASEYRSE -----vvenn venonns IEF LEMLLKAEFE MEDLGWAKR] LGMDI z08

Figura 36. Alineamiento multiple de las secuencias aminoacidicas del dominio RT. Las secuencias de Del?
(1510387A) RTN tipo gypsy de Liliumy de Tnt1 (P10978) RTN tipo copia de tabaco, se han unido a la de CIRE1-1 en la
comparacion. La definicién de las cajas del dominio de la RT esta basada en Xiong y Eickbush (1990) segun Vicient,
1995.
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Al realizar comparaciones mediante BLASTX con las bases de datos
(GeneBank) de la secuencia aminoacidica de CIRE1-1 correspondiente a toda la region
de la RT conseguimos identidades del 56% con Tal-3 de Arabidopsis, 53% con Tntl y
51% con Ttol, ambos RTN-LTR de tabaco. El porcentaje de identidad aumenta hasta un
88% con Tal-3 si Unicamente tenemos en cuenta la regidbn mas conservada

correspondiente a la caja 5.

En la Figura 35 se muestra el alineamiento de la region de la RT
correspondiente a parte de la caja 5 donde se sitla el motivo DD. Este motivo se
corresponde con el centro activo y estd presente en todas las RT e incluso en algunas
polimerasas (Velasco et al., 1992). Se observa que la secuencia de CIRE1-1 para esta

regidon es exactamente igual a la que presentan Ta1-3, Tntl y Ttol.

e Regién RH

Se han definido para la regidn de la RNasa H dos motivos altamente
conservados en los diferentes RTN, motivol: RTKHI(D/E) y motivo 2: AD(I/M/F/L)LTK
(Pearce et al., 1999). CIRE1-1 presenta el motivo 1 perfectamente conservado y
mantiene 5 residuos conservados de los 6 del motivo 2. En lo que respecta al motivo
TDAS, observamos que CIRE1-1 no lo tiene totalmente conservado (VDSD) pero
curiosamente presenta exactamente la misma secuencia que copiaDM de Drosophila

melanogaster tal y como se muestra en la Figura 37.

Figura 37. Alineamiento multiple de las secuencias
aminoacidicas del motivo mas conservado del dominio
o S Ao o RH (TDAS). L ias d DM (N°Acc.: P10401
Tntd GYTDADMAGD ( ). Las secuencias de gypsyi (N°Acc.: )s
Copia GYVDSDWAGS Del1 (N® Acc.: 1510387A) RTN del grupo gypsy, y de
CIRE1 GFWDSDFAGD copiaDM (P04146) y Tnt1 (P10978) RTN del grupo copia, se
han unido a la de CIRE1-1 en la comparacion.

Gypsy LTTDASASGI

A.3.6 Analisis filogenético de CIRE1

Como ya se ha comentado anteriormente, CIRE1 presenta una ordenacién de los
dominios GAG-PR-INT-RT-RH propia de los RTN de tipo copia y también presenta una
conservacion de motivos propia de elementos del grupo copia como se ha visto para la
RT. Aln asi, para confirmar la ubicacion de CIRE1 dentro de los RTN-LTR de tipo copia
hemos realizado un analisis filogenético basédndonos en el alineamiento de las
secuencias aminoacidicas correspondientes a todo el dominio interno de diferentes RTN.

El resultado se muestra en la Figura 38.
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Figura 38. Arbol filogenético basado en el alineamiento de las secuencias aminoacidicas de todo el dominio
interno de CIRE1 y otros RTN. Arbol filogenético tipo Neighbour joining (NJ) generado con el programa MEGA2. La
divergencia entre las secuencias en unidades de distancia genética viene definida por la longitud de las ramas
horizontales. Estan indicados en cada bifurcacién los valores de bootstrap > 50%. Se indica a la derecha de la figura
las dos ramas de RTN tipo copia o gypsy en que quedan agrupadas las secuencias. Secuencias incluidas en la
comparacion: RTN del grupo copia: Tnt1 secuencia de tabaco (P10978), Tal3 secuencia de Arabidopsis thaliana
(S05465), Tto1 secuencia de tabaco (BAA11674.1), Tlc1 secuencia de tomate (AAK29467), Sto4 secuencia de maiz
(T17429), Rire1 secuencia de arroz (BAB21127), BARE1 secuencia de cebada (Z17327) y CopiaDM secuencia de
Drosophyla melanogaster (P04146). RTN del grupo Gypsy: Maggy secuencia de Magnaporthe grisea (AAA33420),
Del1 secuencia de Lilium henryi (1510387A), y GypsyDM secuencia de Drosophyla melanogaster (P10401).

El arbol filogenético resultante muestra dos grandes ramas distribuyéndose las
secuencias en dos grandes grupos correspondientes a RTN-LTR tipo copia y RTN-LTR
tipo gypsy, division apoyada por valores de bootstrap muy elevados. Los elementos
copiaDM 'y gypsyDM aislados de Drosophila aparecen, entre los RTN-LTR de plantas,
como outgroup en sus correspondientes grupos. CIRE1 se ubica claramente dentro del

grupo copia, confirmando todos los resultados anteriores.

Destacar la aparicién en el arbol filogenético, dentro del grupo copia, de dos
subagrupaciones. En la primera, se incluyen todos los RTN de dicotiledéneas analizados,
como Tntl y Tto de tabaco, Tlc de tomate, Tal-3 de Arabidopsis y CIRE1l de naranjo
(dicot, Figura 38); mientras que el segundo bloque agrupa todos los RTN de
monocotiledoneas analizados, como RIRE1 de arroz, BARE1 de cebada y Sto4 de maiz
(mocot, Figura 38).
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A.3.7 Estimacion del numero de copias de CIRE1

Se ha estimado el nimero de copias de CIRE1 por genoma haploide en C. sinensis
mediante reconstruccion gendmica a partir del analisis por hibridacion Slot-blot, tal y
como se ha descrito anteriormente (Apartado A.1.4 y A.2.4 de Resultados). La
sonda utilizada se obtiene por PCR (no es sonda clonada) pero en este caso se utilizan
cebadores altamente especificos de la familia de la que queremos conocer el nimero de
copias, de esta manera solo se evaluaran los elementos de la familia de CIRE1. A partir
de la secuencia conocida de CIRE1-1, se disefiaron diferentes oligonucledtidos
complementarios a distintas regiones del elemento, que se utilizan como cebadores
para generar las diferentes sondas del experimento. Se utiliza la combinacién
oligo9+o0ligo30 para generar un fragmento de 389 pb de la LTR, la combinacion
oligo18+o0ligo27 para generar un fragmento de 297 pb del gen gag, la combinacién
oligo23+0ligo19 para generar un fragmento de 470 pb de la INT y finalmente la
combinacion oligo26+0ligo29 para generar un fragmento de 403 pb de la RT. La
secuencia de estos oligonucledtidos y las condiciones de la amplificacion se indican en

Material y Métodos.

LTR5 gag PR INT RT RH LTR3’

9 30 18 27 23 19 26 29 9 30

NUMERO COPIAS

N copias - Exp1

N¢ copias — Exp2

N@ copias — Exp3

TOTAL CIRE1
LTR 5740,1 + 563,2 4686,2 + 343,6 3494,7 + 205,2 4640,3 *437,45
GAG 2551,4 + 235,1 2087,5 £114,7 1962,2 + 78,6 2201,7 121,75
INT 3255,1 +307,7 2382,1 +89,8 1257,3 £ 93,7 2298,2 + 190,02
RT 3334,1 +304,4 2612,1 £172,0 2077,2+180,2 2674,4 + 245,63

Tabla XIll. Numero de copias del RTN-LTR CIRE1 en el genoma de Citrus sinensis. Tabla que recoge los valores
estimados en las distintas réplicas del experimento de Slot-blot y el promedio + error estdndar calculado.

Bajo las condiciones concretas de hibridacién y lavado de los filtros (ver Material y
Métodos) en que se han realizado los experimentos, se ha estimado que hay unas 2200
copias de CIRE1 en el genoma de C.sinensis (Tabla XIII). El gen gag en su conjunto es
el mas divergente dentro de los dominios codificantes de los RTN. Normalmente, el
numero estimado de copias de un RTN usando una sonda del gen gag, representa el
menor valor y el mas ajustado al valor real frente a sondas de otros dominios del RTN,
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tal y como se observa en los resultados obtenidos (2.202 copias, Tabla XIII). En
cambio, el nUmero de copias estimado con una sonda del dominio de la RT, mucho mas
conservada entre los distintos RTN, resulta en un nUmero de copias mayor (2674
copias, Tabla XIII), sobreestimando el nimero de copias real de CIRE1. En cualquier
caso, se observa un numero de copias equivalente para las diferentes regiones del
elemento CIRE1, indicando que estos se encuentran en su mayoria integros en el

genoma, tal y como se habia apuntado en el Apartado A.3.4.

Los elementos CIRE1 constituyen por tanto el 22% de los aproximadamente 10.000
elementos tipo copia de C.sinensis estimados en el Apartado A.1.4 de Resultados.
Teniendo en cuenta el tamafio de CIRE1 (5 kb), las 2.200 copias por genoma haploide

representan el 2,9% del genoma en esta especie.

Los RTN-LTR completos presentan dos LTR por cada dominio interno como consecuencia
de los mecanismos de replicacién y transposicién. En este caso, el nimero de copias de
las LTR en relacién al dominio interno ha de ser similar a 2, tal y como se ha descrito
para el RTN Grandel en Zea (Garcia-Martinez y Martinez-Izquierdo, 2003). La aparicién
de solo-LTR se produce como consecuencia de recombinaciones homadlogas
intracromosomicas que provocan la pérdida del dominio interno y de una de las LTR del
RTN. En estos casos, la relacion LTR:dominio interno pasa a ser superior a 2, tal y como
se ha descrito para BARE1 de Hordeum, siendo el ejemplo mas espectacular de exceso
en solo-LTR (Vicient et al., 1999). Tal y como queda representado en la Figura 39, en
el caso de CIRE1l la relacion LTR:dominio interno es muy préxima a 2 en todos los
casos, descartando una presencia significativamente importante de solo-LTR en el

genoma de naranjo.

6.000 LTR/GAG
5.000 f OLTR 211
4-000 7 LTR/INT
3.000 OGAG o
2.000 — | £
OINT

1.000 - LTR/RT

0 LTR GAG INT RT URT 1,7

N® copias/1C 4640,30 2201,70 2298,17 267445

Figura 39. Representacion grafica del numero promedio de copias del RTN-LTR CIRE1 calculado para
diferentes regiones del elemento. Se indica el promedio de nimero de copias por genoma haploide (n® copias/1C)
estimado en el experimento de Slot-blot utilizando como sonda multiples DNA originados por PCR correspondientes a
los dominios de la LTR, de la GAG, la INT y la RT. A la derecha, se indica el nimero de copias de CIRE1 relativo
estimado por la LTR en relacion a las diferentes regiones del dominio interno.
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A.3.8 Presencia de CIRE1 en el genoma de citricos y otras especies
vegetales

A.3.8.1 Amplificacion selectiva de CIRE1 por PCR en la familia Rutaceae

Se decidio buscar en qué especies de citricos esta presente CIRE1 mediante el disefio de
parejas de cebadores de diferentes partes del elemento que permiten su amplificacion
selectiva por PCR. Se utilizaron las mismas combinaciones de cebadores que las usadas
para determinar el nimero de copias de CIRE1 en C. sinensis, tal y como se detalla en
el apartado anterior. Por tanto, se espera amplificar una regién de 389 pb de la LTR del
RTN, una regidon de 297 pb del gen gag, una regidon de 470 pb de la integrasa y
finalmente una region de 403 pb correspondiente a la RT. CIRE1 se buscé en 10
especies diferentes del género Citrus y 2 especies de géneros proximos de la familia
Rutaceae. Las especies utilizadas se describen ampliamente en el apartado B de esta

tesis.

APst1 2 3 45 6 7 89101112

>« >«
_— 389 pb LTR —
805 ><
_ -_— 297 pb gag
ggi - s an G5 a» - G5 e = e
> <«
805 —_— 470 pb int
514
339
805 >«
= 403 pbrt

339

Figura 40. Resultado de la amplificacion selectiva de CIRE1 en el genoma de distintas especies del género
Citrus y especies de géneros proximos. Imagen de la electroforesis en gel 2 % de agarosa de la amplificacién sobre
DNA genoémico de parte de la LTR, gen gag, int y rt respectivamente. Carril APst, marcador de peso molecular APst,
indicando algunos tamafos en pb. Carril 1, control positivo (DNA de C. sinensis); carril 2, control negativo de la
reaccion de PCR (sin DNA), carril 3, C. clementina; carril 4, C. grandis; carril 5, C. ichangensis; carril 6, C. limettioides;
carril 7, C. limon; carril 8, C. macroptera; carril 9, C. medica; carril 10, C. unshiu; carril 11, Fortunella ; carril 12,
Poncirus. A la derecha de la figura se ha representado esquematicamente el RTN con la localizacién de los diferentes
cebadores utilizados y el tamafio de banda que se espera amplificar en cada regién. La PCR se ha realizado a 30
ciclos con Ta de 52°C. Las secuencias de los cebadores se describen en Apartado 7 de Material y Métodos.

Tal y como se muestra en la Figura 40, el RTN CIRE1 se ha amplificado en todas las
especies investigadas y su secuencia esta suficientemente conservada en las especies
de la familia Rutaceae analizadas como para poder ser amplificada en todos los casos
utilizando cebadores disefiados a partir de la secuencia del elemento aislado de C.

sinensis
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A.3.8.2 Amplificacidon selectiva de CIRE1 por PCR en especies vegetales

fuera de la familia Rutaceae

Se quiso averiguar también si como en Rutaceae, CIRE1 estd presente también en otras
especies vegetales mas lejanas con la idea de seguir la historia evolutiva del RTN. Para
ello se ha utilizado DNA gendomico de hoja de tabaco (Nicotiana tabacum), patata
(Solanum tuberosum), melén (Cucumis melo), arabidopsis (Arabidopsis thaliana), arroz
(Oryza sativa) y maiz (Zea mays). En la Tabla XIV se muestra un breve resumen

taxondmico de las especies utilizadas.

MONOCOTILEDONEAS
Familia Género Especie
Oryza Oryza sativa (arroz
Gramineae yZ Y ( )
Zea Zea mays mays (maiz)
DICOTILEDONEAS
Familia Género Especie
Brassicaceae Arabidopsis Arabidopsis thaliana
Cucurbitaceae Cucumis Cucumis melo (melén)
Solanum Solanum tuberosum (patata)
Solanaceae - L
Nicotiana Nicotiana tabacum (tabaco)
Rutaceae Citrus Citrus sinensis (naranjo)

Tabla XIV. Taxonomia de las especies utilizadas en el estudio.

Nuevamente se realiza la amplificacion selectiva de CIRE1 por PCR, el resultado de la
cual se muestra en la Figura 41. El resultado de la amplificacion por PCR, en las
regiones de la INT y la RT de CIRE1l en especies fuera de la familia Rutaceae, es una
banda poco intensa de tamafio algo superior a la obtenida en el naranjo (Figura 41).
En ninguna de las especies testadas conseguimos amplificar fragmentos de la regién del

gen gag de CIRE1.

gag INT RT

APst Csi St Nt Os Zm APst Csi St Nt Os Zm APst Csi St Nt Os Zm C-

Figura 41. Resultado de la amplificacion selectiva de CIRE1 en el genoma de distintas especies vegetales.
Imagen del gel de agarosa al 2% tras la electroforesis del resultado de la amplificacion sobre DNA genémico de parte
de los genes gag, inty rt, respectivamenteCarril Pst, marcador de peso molecular Pst, indicando algunos tamaros en
pb. Csi, C. sinensis (naranjo); St, Solanum tuberosum (patata); Nt, Nicotiana tabacum (tabaco); Os, Oryza sativa
(arroz); Zm, Zea mays (maiz); carril C-, control negativo de la reacciéon de PCR (sin DNA). La localizacién de los
cebadores y el tamario de banda que se espera amplificar son los mismos que en la Figura 40.
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A.3.8.3 Analisis genédmico por Southern-blot de CIRE1 en la familia Rutaceae

Los DNAs gendmicos de seis de las especies de la familia Rutaceae que contienen
CIRE1, se han digerido con los enzimas de restriccion BamHI y HindIII y se han
analizado por Southern blot utilizando como sonda un fragmento interno de CIRE1l
(correspondiente a una region de la RT). Paralelamente, se ha hibridado una membrana
donde se han transferido los diferentes fragmentos de las secuencias consenso para
esta region de las principales familias de RTN copia vistas en C.sinensis: CIRE1, CIRE2
y CIRE3 (Apartado A.1.3 de resultados). Este mismo fragmento de CIRE1 es el que se
utiliza después como sonda para hibridar ambas membranas, y asi probar su
especificidad.

Se observa en la Figura 42 que la sonda y las condiciones de hibridacién utilizadas
para el Southern son altamente especificas para esta familia, pues la sonda Unicamente
se une al fragmento correspondiente a CIRE1l. También observamos un patrén de
hibridacion multiple en las diferentes especies y digestiones analizadas. Este patron es
compatible con un alto nimero de copias de los elementos de la familia CIRE1 por el
genoma de las seis especies analizadas, especialmente en C. grandis, C. clementina y C.

sinensis.

A Grandis Limettioides Medica Poncirus

HEE B ‘H. Bl Hi BS

-

CIRE2
CIRE3

. CIRE1

Figura 42. Analisis genomico por Southern-blot de CIRE1 en diferentes especies de la familia Rutaceae. Se
han digerido 10 ug de DNA gendmico de C. sinensis, C. clementina, C. grandis, C. limettioides, C. medica y Poncirus
trifoliata con BamHI (B) o Hindlll (H) y tras transferirlos a una membrana, se ha hibridado con un fragmento de la RT de
CIRE1. A la derecha se muestra una membrana con los diferentes clones de las secuencias consenso para fragmentos
de RT de CIRE1, CIRE2 y CIRES, que ha sido hibridada con la misma sonda CIRE1 para probar su especificidad. A la
izquierda se indican algunos tamarnos de banda en pb.
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A.3.8.4 Analisis gendmico por Southern-blot de CIRE1 en especies de

Rutaceae y otras familias

11000

5000

3000

Los DNAs gendmicos de las diferentes especies descritas en el apartado A.3.8.2, se
han digerido con el enzima de restricciéon HindIII y se han analizado por Southern blot
utilizando como sonda el mismo fragmento interno de CIRE1l descrito en el apartado
anterior. Se deduce por el analisis por Southern-blot de la Figura 43 que la familia
de CIRE1 tiene numerosas copias en el genoma de las especies del género Citrus y
Fortunella, ya que aparecen varias bandas de relativamente alta intensidad. En
cambio, no se observa ninguna banda en el genoma del resto de especies. Estos
datos indican la ausencia del RTN CIRE1 en los genomas de las especies ajenas a la

familia Rutaceae analizadas.

Nicotiana tabacum
Solanum tuberosum
Cucumis melo
Oryza sativa

Zea mays

Figura 43. Andlisis genomico por
Southern-blot de CIRE1 en diferentes
especies vegetales. 10 pg de DNA
genémico de Citrus grandis, Citrus
limettioides,  Fortunella,  Citrus  sinensis,
Nicotiana tabacum, Solanum tuberosum,
Cucumis melo, Oryza sativa'y Zea mays se
han digerido con Hindlll y tras transferirlos a
una membrana, se han hibridado con un
fragmento de la RT de CIRE1-1. La sonda
especifica de CIRE1 es la misma que en la
Figura 42. A la izquierda se indican algunos
tamanos de banda en pb.

| Citrus limettioides

‘_‘ | Fortunella
N

| Citrus grandis
| C. sinensis
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A.4 ESTUDIO DE LA FUNCIONALIDAD DEL PROMOTOR DE LA
LTR DE CIRE1

El RTN-LTR CIRE1 secuenciado completamente presenta en su dominio interno una ORF
sin interrupciones por codones de parada, y la traduccion conceptual a aminoacidos da
lugar a una secuencia con similitud significativa a la de proteinas esenciales del ciclo de
vida de un RTN como son GAG, proteasa, integrasa, transcriptasa inversa o RNAsaH, sin
necesidad de realizar ningdn cambio en la pauta de lectura. Ademas, la mayoria de
esas proteinas presentan los motivos funcionales descritos en otros RTN altamente
conservados. Estos datos hacen factible que las hipotéticas proteinas de CIRE1 sean
funcionales, pero para ello seria necesario primero que el elemento fuera activo
transcripcionalmente, para lo cual seria imprescindible que el promotor del RTN, situado
en la LTR 5’, fuera funcional. Para determinar si el promotor de CIRE1 era funcional, se

decidié analizar la LTR5’ y su uso como promotor heterélogo del gen informador gus.

A.4.1 Andlisis de la secuencia del promotor de la LTR de CIRE1

Las LTR de RTN funcionales contienen los motivos de los promotores necesarios para
iniciar la sintesis de RNA, asi como sefiales de terminacidén de la transcripcién. Pueden
contener también elementos reguladores que controlan la expresion en diferentes

tejidos y bajo diferentes condiciones ambientales.

Las secuencias obtenidas del genoma de C. sinensis que corresponden a regiones de
LTR de CIRE1, que han sido analizadas en el apartado A.3.2.1, presentan identidades
que van del 100% al 97,8%, y en todos los casos contienen secuencias tipicas de los

promotores eucariotas (Figura 32).

De las 14 hipotéticas cajas de la LTR de CIRE1 con elevada similitud al consenso de las
cajas TATA de los promotores de genes de plantas, se ha considerado como la mas
probable para ser la caja TATA funcional real, la que se indica en la Figura 44. Esta
caja TATA esta situada a unos 50 nucledtidos del hipotético sitio de inicio de la
transcripcion (SIT), de igual secuencia (C/T)TCATCA que el consenso en plantas (Joshi,
1987). Por otra parte, la hipotética sefial de polinizacién esta ubicada 11 nucleédtidos
cadena abajo del SIT y el posible sitio de poliadenilacidn, de secuencia igual al consenso
CATT(T/G), situado 8 nucledtidos en 3’ a la sefal (Figura 44). La zona comprendida
entre el inicio de la LTR y el hipotético inicio de la transcripcién (SIT) corresponde al
dominio U3 de la LTR de 215 pb de largo. El dominio R de la LTR en CIRE1l es muy
corto, de 25 pb, y va desde el SIT hasta el sitio de poliadenilacion. Desde este punto
hasta el final de la LTR corresponde al dominio U5 de la LTR, en CIRE1 de 225 pb.
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LTR5’ de CIRE1

+ TGTGAAGATATGTGTATATGGACTTAAAT GALV.VXSRI(EAAAAGTAGAGAGCTGTTGTGCAGAT LG RE®NGTTGA
- ACACTTCTATACACATATACCTGAATTTACTTCTTTGACCTTTTCATCTCTCGACAACACGTCIIAAGT GAAGIIYNET

+ TGGHAIATNIT TGATATCTTCCGCTGACGINGICATGAATTCGTTATAATCTGTTATABBGAAGCCCAGCACAC
- ACCCCAGAAAAGTATAGAAGGCGAGTGEACCGTACTTAAGEARIIATTAGAEABTATTGCTTCGGGTCGTGTG

+ TGATATAAAACAGAGGCTGACGAATGGTGCCTCATACTGTGCTAATATCGTCTTCATTTGTTCATCATITTTGC

- ACTATATTTTGTCTCCGACTGCTTACCACGGAGTATGACACGATTATAGCAGAAG

R | U5

AAACG

H ATAGAATCTGTTTICATTGTGATCTGTGCATAATCTTCTGTAAATCACCTGTGATTGGGTTAGTTCTTGATCAA
- TATCTTAGACAAAG-\CTAGACACGTATTAGAAGACATTTAGTGGACACTAACCCAATCAAGAACTAGTT

+ TAATAATGAGTAAATTTTCCTTCTAAGTTTGCTGGTCTGTGTCTTTTGTTTTGTCTCTGGTTTAGCTTCTTTG
- ATTATTACTCATTTAAAAGGAAGATTCAAACGACCAGACACAGAAAACAAAACAGAGACCAAATCGAAGAAAC

+ TTCTGGTTTTTCTTGATTCGATTGTGTTCTTGGTGTTTCTACTCACCAAGATTCGTGAGTCTTGCTGTGGTTT
- AAGACCAAAAAGAACTAAGCTAACACAAGAACCACAAAGATGAGTGGTTCTAAGCACTCAGAACGACACCAAA

+ AAACTTAAAATCTTAACA
- TTTGAATTTTAGAATTGT

ABRE: motivo de respuesta a acido abscisico

motivo de respuesta a auxinas E

LIS el¥§ motivo de respuesta a auxinas
CGTCA-motif: motivo de respuesta a MeJA

TGACG-motif: motivo de respuesta a MeJA D

EEJ=: motivo de respuesta a calor
motivo de respuesta a sequedad

a&ll motivo de expresion especifica en raiz D
]
TATA-box

Hipotética caja TATA funcional

CIRE1 aCACTGATATAaAa
Consenso TCACT - ATATATAG
Hipotético sitio de inicio de la transcripcion (SIT)
CIRE1 T TCATCA
Consenso (C/T)TCATCA
Hipotética sefal de poliadenilacion
CIRE1 cATAgAA
Consenso AATA-AA
Hipotético sitio de poliadenilacion
CIRE1 CATTG
Consenso CATT(T/G)

Figura 44. Secuencia de la LTR5’ de CIRE1 indicando los posibles motivos reguladores de la transcripcion. Se

indican enmarcados los posibles caja TATA, sefal de poliadenilacién y lugar de inicio de la transcripcién y

poliadenilacién. Determinado por lo anterior, se indican también las posibles regiones en que se divide la LTR: U3, Ry

US5. En la parte inferior de la figura, se indica a la izquierda, las diferentes sefales y cajas del promotor que se han

hallado utilizando las siguientes bases de datos: PlantCARE: a database of plant cis-acting regulatory elements vy

PLACE: plant cis-acting regulatory DNA elements database. A la derecha, se comparan las cajas y sitios propuestos

con los equivalentes consensos descritos para los genes de plantas (Vicient, 1995). Todos estos motivos y cajas se

indican en distintos colores en la secuencia
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Las LTR de CIRE1l presentan también 10 secuencias CAAT (tipicas de promotores de
animales) y diferentes motivos descritos como de respuesta a: acido abscisico (ABA),
acido salicilico, luz, auxinas, jasmonato de metilo (MelA), estrés térmico o sequedad,
herida y cajas asociadas a la expresidn especifica en raiz. La mayoria de estas senales
se sitian en el dominio U3 de la LTR en CIRE1, que contiene el promotor del elemento.
Todos los motivos descritos estéan conservados en los diferentes clones de CIRE1l y
cumplen los estandares descritos para promotores de genes de plantas en cuanto a su

secuencia y distancia entre ellos (Figura 44).

Tras confirmar la presencia de las cajas de los promotores eucariotas y los hipotéticos
elementos reguladores en la secuencia de las LTR de CIRE1, se decidié continuar con el
estudio de la funcionalidad del promotor mediante experimentos de expresidon
transitoria bombardeando tejido vegetal con una construccién que contiene la secuencia
entera de la LTR5’ de CIRE1 (mostrada en la Figura 44) fusionado al gen informador gus
(Casacuberta et al., 1993; Suoniemi et al., 1996; Hirochika et al., 1996; Vernhettes et
al., 1997; Mhiri et al., 1997; Pouteau et al., 1994; Pauls et al., 1994). Para realizar la
construccion de DNA utilizada en la transformacion, el hipotético promotor de CIRE1 (la
secuencia entera de la LTR5’) se unié con el gen informador gus y con el terminador
NOS (ver Material y Métodos) obteniéndose la construccion pBSKLTR::gus::nos.
También se utiliz6 una construccién en la que el promotor constitutivo 35S dirige la
expresion del gen informador gus con el fin de utilizarla como control positivo del
experimento. Como control negativo del experimento se utilizé el plasmido donde se
habia clonado la secuencia de la LTR, que sdlo contiene el gen gus y el terminador NOS

sin ninguna secuencia promotora.

A.4.2 Actividad del promotor de la LTR5’ de CIRE1

A.4.2.1 Experimentos de expresion transitoria en naranjo

Con el fin de saber si el promotor de la LTR5’ de CIRE1 era capaz de dirigir la actividad
GUS se seleccionaron hojas de plantas de poca edad cultivadas in vitro. Se escogieron
estas mejor que hojas de plantulas de naranjo crecidas en invernadero ya que al ser el
primero un tejido mas blando permitird mejor la transformaciéon. Se bombardearon las
hojas mediante microproyectiles que llevaban adheridos el DNA de la construccidon
pBSKLTR::gus::nos. Igualmente se bombardearon las construcciones control [promotor
del 35S (Control positivo) y plasmido sin promotor (Control negativo)]. El tejido
bombardeado se mantuvo durante 24 horas en oscuridad a 26°C y seguidamente se

determind la actividad GUS por el método histoquimico.
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Los resultados obtenidos tras la tincion histoquimica muestran que el promotor de la
LTR5’ de CIRE1l es capaz de dirigir la actividad GUS en células de hoja de Citrus
sinensis, aunque el nimero de células transformadas resulté ser muy bajo (Figura
45).

Figura 45.
Localizacion de la
actividad GUS en

hojas de C.sinensis
transformadas con
pBSKLTR:gus::nos

A.4.2.2 Experimentos de expresion transitoria en células de epidermis de
cebolla

Se realizaron también experimentos de transformacion de células de epidermis de
cebolla mediante bombardeo con las mismas construcciones del apartado anterior.
Estas células son grandes, transparentes y generalmente estan en monocapa. El
sistema de transformacion es facil y la expresion transitoria y su deteccién son rapidas,
por lo que se trata de un ensayo muy conveniente para mirar actividad de promotores.
Tras el bombardeo se determind la actividad GUS por el método histoquimico. Los
resultados obtenidos se muestran en la Figura 46 (medio MS control). En este caso si
vemos actividad GUS en las células transformadas con las construcciones
pBSK35S::gus::nos (B) y pBSKLTR::gus::nos (C), siendo la actividad de esta ultima un

orden de magnitud menor que la construccién con el promotor 35S.

Para averiguar si el promotor de la LTR5’ es inducible se plantearon nuevos
experimentos sometiendo el tejido transformado a diferentes tratamientos. Asi, se
bombardearon células de cebolla con las mismas construcciones del experimento
anterior, y después se incubaron 24 horas en medio sélido MS con suplemento exdgeno
de 50 uM o 0,3mM de acido jasmodnico (JA) (Takeda et al., 1998), 1 mg/L de acido
naftalenacético (NAA) (Hirochika et al. 1993; Casacuberta et al., 1995), 2,5 mg/L de
2,4 D o 2mM de 4&cido salicilico. Posteriormente se determiné la actividad GUS

mediante tincién histoquimica.

Los resultados presentados en la Figura 46C muestran que la LTR5’ de CIRE1 es capaz
de dirigir la expresion de GUS en todas las condiciones probadas en células de la

epidermis de cebolla a un nivel similar o inferior al control, excepto en el tratamiento
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con la auxina NAA, donde se observa un incremento de la actividad GUS,
probablemente debido a una induccién del promotor de CIRE1. En el caso del promotor
35S se observa en las células bombardeadas una actividad GUS un orden de magnitud
mayor que con el de la LTR, siendo ademas no inducible (Figura 46B). No se observa

actividad GUS en células bombardeadas con la construccion sin promotor (Figura 46A).

A GUS puntos azules/ drea
7 GUS  NOS T3
—_
1 @ Control
JA 0,05mM
0,8
B NAA 1mg/L
06 02,4D2,5mg/L
0,4 O AAS.2mM
A M
02 OJA0,3m
LI
10X 0 ‘

T7

358

GUS NOST3
-4

140
120 1
—— 100 L I
AN 80 - -

\5\*&\ 60 -

20 -

HH
_‘

17 SLTR  GUS NOST3
-

Figura 46. Analisis de la expresion transitoria del promotor de la LTR5’ de CIRE1 en células de epidermis de
cebolla. Deteccion histoquimica de células de la epidermis de cebolla bombardeadas con las construcciones (A)
pBSKgus::nos (control negativo): plasmido que contiene el gen informador gus sin promotor, (B) pBSK35S::gus::nos
(control positivo): plasmido que contiene el gen informador gus y el promotor constitutivo 35S y (C)
pBSKLTR::gus::nos: plasmido que contiene el gen informador gus y la LTR5’ de CIRE1. Previo a la tincién con X-
Gluc., el tejido bombardeado se incubé 24 horas en medio MS suplementado con las hormonas vegetales indicadas en
la leyenda de la grafica superior. Las barras representan las medias del nimero de puntos azules detectados por
segmento de area equivalente (2 réplicas por construccién, en un minimo de 2 experimentos independientes), y las
barras de error son el error estandar de la media.
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A.4.2.3 Experimentos de expresion transitoria en suspensiones celulares de
tabaco

Una vez demostrado que el promotor de la LTR5’ de CIRE1 era activo en células de
epidermis de cebolla, se decidié continuar con el analisis de la actividad del promotor
bombardeando suspensiones celulares de tabaco (dicotileddnea como el naranjo) con
las construcciones de DNA del apartado anterior; utilizando un método mas cuantitativo
que el histoquimico para determinar la actividad GUS: el método fluorimétrico. Este
método, frente al histoquimico que es mas cualitativo, se basa en la cuantificacidon de la
actividad GUS por fluorimetria del producto 4-MU de la reaccion catalizada por GUS
sobre el sustrato MUG. La enzima GUS proviene del extracto de proteina total del tejido
bombardeado después de 24 horas de la transformacion. La cuantificacion de la
actividad del promotor mediante el ensayo histoquimico se hace por el conteo de puntos
azules observados, que corresponden a eventos individuales de transformacién. Es un
ensayo rapido y sencillo pero dificil de cuantificar pues la unidad de cuantificacion
(presencia / ausencia de punto azul) no discrimina entre el tamafio del punto o si el
color de éste es fuerte o débil. No reflejando entonces si la expresion del gen
informador ha sido mas o menos alta, y por tanto si el nivel de actividad del promotor
ha sido mas o menos alto. Una clara consecuencia de este hecho puede ser la
sobrevaloraciéon de la actividad de promotores débiles y / o la infravaloracién de la

actividad de promotores fuertes.

La diferencia de intensidad en el color azul debida a GUS por fluorimetria se detectd en
algunas células transformadas al observarlas al microscopio. Tal y como se muestra en
la Figura 47 la coloracion conseguida en las células transformadas con la construccidn
pBSK35S::gus::nos (B) es mayor frente la de las células transformadas con la
construccion pBSKLTR::gus::nos (C), y como era de esperar no se observa coloracion
azul en las células bombardeadas con el control negativo (A). Pero la diferencia mas
clara en la actividad de los promotores analizados se observa tras el estudio
fluorimétrico, qué muestra que en las condiciones en que éste se ha realizado, la LTR5’
de CIRE1l es funcional ya que se observa una clara actividad de GUS dirigida por el
promotor de la LTR5’ cuando se compara con el control sin promotor, aunque esta

actividad da 5 veces inferior a la dirigida por el promotor 35S (Figura 48).

Figura 48. Actividad del promotor de la
120 LTR5 de CIRE1 en comparacion al
100 promotor 35S en suspensiones celulares
de tabaco, determinada por ensayo

=)

% 801 fluorimétrico de GUS. Suspensiones

E 60 - celulares de tabaco W38 se bombardearon

g 40 con las construcciones indicadas en abcisas y

e £ tras 24h. se extrajo la proteina total y se
20

determiné GUS fluorimétricamente . Los

valores dados son la media y el error estandar
pBgus::nos  pB355::gus::nos pBLTR::gus::nos calculados para 4 réplicas por construccién en
cada experimento, en al menos 2
experimentos independientes.
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.- GUS  NOS T3

=

17 368 GUS  NOS 13

Figura 47. Tincion histoquimica de suspensiones celulares de tabaco (W38) transformadas con las construcciones (A)
pBSKgus::nos (control negativo): plasmido que contiene el gen informador gus sin promotor, (B) pBSK35S::gus::nos (control
positivo): plasmido que contiene el gen informador gus y el promotor constitutivo 35S y (C) pBSKLTR::gus::nos, plasmido que
contiene el gen informador gus yla LTR5' de CIRE1.
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A.5 EXISTENCIA DE RTN-LTR TRANSCRIPCIONALMENTE
ACTIVOS EN CITRUS SINENSIS

A.5.1 Actividad transcripcional de RTN-LTR tipo copia en naranjo

A.5.1.1 Amplificacidon de transcritos de RTN-LTR tipo copia

La amplificacion por PCR de DNA gendmico utilizando cebadores degenerados de
regiones altamente conservadas del dominio RT de RTN-LTR tipo copia, resulta ser un
buen método para clonar, secuenciar y analizar estos RTN en plantas. Del analisis de las
secuencias de la RT (u otros dominios codificantes), se deduce que muchos de los RTN
identificados previamente no son, previsiblemente, funcionales al menos en sus
dominios proteicos. Para conocer si el conjunto de RTN-LTR tipo copia de C. sinensis son
transcripcionalmente activos (tengan dominios proteicos funcionales o no) se decidié
realizar experimentos de RT-PCR sobre RNA total de tejidos vegetales, como se ha
descrito en Hirochika (1993). En la amplificacién por PCR se utilizan los mismos
cebadores degenerados especificos de RTN-LTR tipo copia descritos anteriormente en el
apartado A.1.1., usando como molde en este caso el conjunto de cDNA (provenientes
de los transcritos copiados a DNA mediante la transcripcidn inversa) en lugar del DNA
genomico. De esta manera, habrd amplificacién en la PCR si existen transcritos
correspondientes a RTN-LTR de tipo copia, lo que indicard que estos elementos son
transcripcionalmente activos. El uso de la RT-PCR en una primera aproximacion, en
lugar de experimentos de northern, se justifica por el bajo nivel de transcripcion de la
mayoria de los RTN, cuyos transcritos se detectan mejor por RT-PCR al ser una técnica

mas sensible.

La Figura 49 muestra los resultados de la RT-PCR obtenidos con RNA total procedente
de hoja y raiz de plantas jovenes crecidas en invernadero. Se observa que en plantas
crecidas en condiciones normales hay expresion clara de RTN-LTR tipo copia en raiz
donde se obtiene una banda Unica del tamafno esperado para la region de la RT que se
esta amplificando [Figura 49, 2(+)]. En cambio en hoja, se detecta amplificacion pero
resulta ser comparativamente mas inespecifica e ineficiente que en raiz [Figura 49,
1(+)]. Para estar totalmente seguros que la amplificaciéon proviene del cDNA cada
muestra de RNA total se trata por duplicado, sometiendo una réplica a la reaccién de
transcripcion inversa y la otra no. Asi cualquier amplificacion que se de en la réplica no
sometida a la transcripcidn inversa serda debida a contaminacion de DNA gendmico vy
ambas muestras se descartaran. Como se observa en la Figura 49 en los controles no

se observa amplificacién [Figura 49, 1(-) y 2 (-)] dando validez a la reaccién.
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Figura 49. Obtencion de transcritos de RTN-LTR copia en C.sinensis. (A) Esquema que muestra la region del
elemento tipo copia amplificada por RT-PCR. Los cebadores utilizados son los oligonucleétidos degenerados
especificos para RTN-LTR tipo copia. La secuencia de los cebadores y las condiciones de amplificacion se describen
en el Apartado 7.2.1 de Material y Métodos. La PCR se ha realizado a 30 ciclos con Ta de 45°C. (B) Imagen del gel al
1,5% de agarosa tras la electroforesis de los productos amplificados por RT-PCR. Carril APst, marcador de peso
molecular APst, indicando algunos tamafos en pb; (1) Hoja congelada inmediatamente después de ser cortada, (2)
Raiz congelada inmediatamente después de ser cortada, (+) cDNA (RNA sometido a reaccién de RT), (-) RNA (RNA
sin paso previo de transcripcion inversa). (**) Control negativo de la mezcla de reaccién de transcripcién inversa, (C-)
Control negativo de la mezcla de reaccién de PCR.

Los productos de tamafio esperado (270 pb) de dos reacciones de PCR independientes,
fueron clonados en el vector pGEMT y se determiné la secuencia de 15 clones escogidos
al azar para la muestra amplificada a partir RNA total de raiz. En el caso de la RT-PCR

sobre RNA de hoja, las secuencias clonadas resultaron ser inespecificas.

A.5.1.2 Descripcion de las familias de RTN-LTR tipo  copia

transcripcionalmente activas en naranjo

A partir del alineamiento multiple por ClustalW de las 15 secuencias nucleotidicas
procedentes de los transcritos aislados de RNA de raiz junto las 18 secuencias
nucleotidicas procedentes de DNA gendmico descritas en el apartado A.2.1, se obtiene
el arbol por el método de Neighbor joining que se muestra en la Figura 50.
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R18 RNA
R63 RNA
R32 RNA
4 R67 RNA
19 R34 RNA
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Figura 50. Arbol fenético basado en el alineamiento de secuencias nucleotidicas de transcritos de RTN-LTR
copia obtenidos por RT-PCR y fragmentos genémicos de RTN-LTR copia amplificados por PCR en C. sinensis.
Arbol tipo Neighbour joining (NJ) generado con el programa MEGA2. La divergencia entre las secuencias en unidades
de distancia genética viene definida por la longitud de las ramas horizontales. Esta indicado en cada bifurcacion los
valores de bootstrap >40%. Se han recuadrado las diferentes familias en qué quedan divididas las secuencias, el
nombre de cada familia esta indicado a la derecha de la figura. Las familias CIRE marcadas de color verde claro tienen
representantes transcripcionalmente activos y las marcadas de color verde oscuro no. CoSi#: clones de la amplificacion
de DNA genoémico de C. sinensis. (') R# RNA: secuencias obtenidas de la reaccién de RT-PCR sobre RNA total de
raiz. Tanto en la PCR sobre genémico como en la RT-PCR se han utilizado los mismos cebadores degenerados
especificos de RTN-LTR tipo copia descritos en el capitulo 7.2.1 de Material y Métodos.
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En el arbol se observa que 8 de las secuencias correspondientes a transcritos: R18,
R32, R34, R50, R63, R67, R69 y R73 son muy similares entre si (identidad de secuencia
del 97%) y a su vez comparten una identidad nucleotidica media del 86% con CoSi16.
Las secuencias de los clones de los transcritos R58 y R72 (identidad de secuencia del
96%) son como media un 93% idénticas a las secuencias de CoSi2, CoSi19, CoSil4,
CoSi8 y CoSi13, llegando a ser en concreto la secuencia nucleotidica de R72 en un 97%
idéntica a la de CoSi19. El transcrito R41 comparte una similitud de secuencia media del
85% con CoSil, CoSil7, CoSill, CoSi5 y CoSi7. El resto de secuencias obtenidas en la
RT-PCR estan distribuidas por el arbol sin pertenecer a ningun grupo claro definido
previamente (los elementos son asignados a un mismo grupo si comparten una
identidad nucleotidica =85% entre ellos). Asi, la secuencia de R55 es en un 74%
idéntica a CoSi2, la de R56 lo es en un 70% a CoSi6 y R48 en un 70% a CoSil6.

Del analisis de los clones secuenciados al azar en este estudio se concluye que, de la
poblacion de elementos expresados en raiz el 53% (R18, R32, R34, R50, R63, R67, R69
y R73) corresponden a productos de transcripcion correspondientes a elementos de la
familia CIRE7, el 13% (R58 y R72) corresponden a la familia de secuencias CIRE1 y el
7% (R41) corresponde a la familia de secuencias CIRE2.

Por tanto, no todos los elementos CIRE que hemos clonado y secuenciado de naranjo en
este estudio aplicando el método de amplificacion por PCR sobre DNA gendmico
(descritos en el apartado A.1) se agrupan con secuencias de elementos
transcripcionalmente activos en raiz, ni todas las secuencias de transcritos obtenidas se
corresponden con familias de RTN-LTR tipo copia definidas por ahora en naranjo, tal y

como queda representado en la Figura 50.

Se realiza una busqueda en las colecciones de EST (Expressed Sequence Tags) para
localizar posibles secuencias derivadas de RTN en el genoma de naranjo. El anélisis de

las 45.192 entradas de EST de C. sinensis ho muestra ninguna secuencia similar a RTN.

A.5.1.3 Comparacion de la variabilidad de la poblacion de secuencias de

transcritos y de secuencias genomicas correspondientes a RTN-LTR
tipo copia

El analisis de las secuencias nucleotidicas de los transcritos revela que se estan
transcribiendo diferentes elementos tipo copia, de hecho todos los clones escogidos al
azar y secuenciados resultan ser diferentes entre si, aunque hay una familia (CIRE7)

que estd mayoritariamente representada.
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Las secuencias aminoacidicas deducidas conceptualmente confirman, al igual que
ocurria en las secuencias gendmicas CoSi#, la presencia en todas ellas de dominios
conservados caracteristicos de secuencias de RT de RTN-LTR tipo copia (Figura 51).
Para uno de los clones (R50) ha sido necesario arreglar la secuencia para realizar el
alineamiento, ya que presenta la insercién de 1 pb que hace necesario realizar un salto

en la pauta de lectura correspondiente a RT de RTN.

I
SKGTHRSRYD

in
| |

RS8aa_RNA N I LMA- Lt 3P RREDOFAY SCVTFREI0E GLVATELL
R7Zan _RNA N I LMAG Lt 3P RREDOFMY SKEGYHRSRYD SCUWYFLAS0DE GRVAYELL
RoSaa RNA K ILMTE L'1GLk- 5P RREDEFMI SMGYLRSRYD SCIVFGRSSS GRUWYELL
Rdlaa_RNA  E I'THL - Lt TL R-FOSFIM SLEYMRLSSD HCWYYKRCES WOFIIELL
RSéaa_RMNA 0 IMTa- [ S EYFOLFIE GERYTM-KFY HCMYFCKLHR GSFIYELL
RE3aa_RNA 0 1HSE Ly 3P LEFDSYME ELMFOKSSYD CCWYLRETYR DEWIYEIL
R&7aa_RNA 0 1HSE Ly 5P LKFDSYME ELMFORSSYD CCWYLRKETYR DEWIYEIL
R18aa_RNA 0 1HSE Ly 5P LKFDSYHE ELOFOKSSYD CCWYLRKETYR DEWIYEIL
RS0aa_RMA  E 130 LT 3P LEFDSYME ELMFOKS5YD CCWTLRETYR DEWIYEVL
R3daa_RMA D 130 LH 3P LEFDSYME ELMFOKS5YD CCWTLRETYR DEWIYEVL
RY3aa RMA D 130 LT 3P LEFDSYME ELMFOKS5YD CCWTLRETYR DEWIYEVL
RE9aa_RNA D 130 LT 3P LEFDSYME ELWFOKS5YD CCWTLRETYR DEWIYEVL
R32aa_RWA D 130 LT 3P LEFDSYME ELWFOKS5YD CCWTLRETYR DEWIYEVL
Ri%aa _RNA E (Whel LT 3P LREDSFML KH3THRCHYD CCWYYKEISE RREITELL
Réaa_RHA D FYmoL Lt 3P FERRTEAMY RFGTSESMSD HTLFIKK-RE GKITARIY

Figura 51. Alineamiento multiple por ClustalW de las secuencias amplificadas mediante RT-PCR de transcritos
de RTN-LTR tipo copia presentes en C. sinensis. El orden relativo de las secuencias esta directamente relacionado
con el nivel de similitud entre ellas. Los guiones indican ausencia de amino&cido en esa posicién. El sombreado oscuro
indica identidad de secuencia del 100% y el mas claro, elevada similitud. Se ha recuadrado el consenso SLYGLKQA
tipico de secuencias de RT de RTN-LTR tipo copia. No se muestran los dominios conservados correspondientes a los
cebadores que flanquean las secuencias (ver pie Figura 15).

Para la poblacion de secuencias nucleotidicas de la RT de DNA gendmico (clones CoSi#)
el nimero de posiciones polimérficas (S) es de 164 de los 274 nucledtidos (N) que
tienen las secuencias. En los sitios polimarficos, se observan un total de 36 mutaciones,
de las cuales 20 son sindnimas y 16 son no-sinénimas esto es, qué dan lugar a cambios
aminoacidicos. La mayoria de los cambios en los sitios polimoérficos se deben a una sola
sustituciéon por sitio. El 39% de las secuencias obtenidas presentan mutaciones
puntuales que llevan a la aparicion de codones de parada, pero ninguna presenta
cambios por insercién/delecion que provoquen un salto en la pauta de lectura. En el
caso de las secuencias de transcritos de la misma regidon (secuencias R#_RNA), el
numero de sitios polimdrficos (S) es de 191 de los 274 (N) que tienen las secuencias.
Estos sitios polimorficos son ademdas en su mayoria hipervariables ya que cada
secuencia puede presentar sustituciones nucleotidicas diferentes, por tanto el cambio se
debe a varias sustituciones por sitio. El nimero total de mutaciones es de 57, de las
80% de los
los 15

cuales 13 son sinénimas y 44 provocan cambios aminoacidicos. El

transcritos presentan codones de parada en su secuencia y 1 clon de
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secuenciados presenta una insercion de 1 pb que hace necesario realizar un salto en la

pauta de lectura correspondiente a RT de RTN.

En la Tabla XV se muestran algunos parametros de variabilidad genética calculados
para la poblacién de DNA gendémico y la poblacion de transcritos de la misma region de
la RT de RTN-LTR tipo copia. Estos parametros se han obtenido utilizando el programa
DNAsp3.14 (Rozas y Rozas, 1999). Se observa que la diversidad nucleotidica (r) para

ambas poblaciones (DNA gendmico y transcritos) es muy similar.

N m S S/m K T T (JC)
DNA 274 231 164 0,710 78,02 0,337 0,475
RNA 274 263 191 0,726 80,13 0,304 0,443

N: nimero total de nucleétidos

m: nimero total de posiciones analizadas (excluyendo los que tienen gaps)
S: nimero de sitios polimérficos

S/m: nimero de sitios polimérficos por posiciones analizadas

K: nimero medio de diferencias nucleotidicas entre parejas de secuencias
7 : Diversidad nucleotidica (siendo = K/m)

n (JC): diversidad nucleotidica (con la correccion de Jukes y Cantor, 1969)

Tabla XV. Parametros de variabilidad genética de la poblacion de secuencias genomicas y transcritos de la
region de la RT de RTN-LTR tipo copia calculadas con el programa DNAsp3.14 (Rozas y Rozas, 1999)

A.5.1.4 Estudio de la expresion de RTN-LTR tipo copia en naranjo

Una vez confirmada la presencia en naranjo de retroelementos transcripcionalmente
activos en condiciones normales pertenecientes al grupo de RTN-LTR tipo copia, el
siguiente estudio fue identificar si hay elementos cuya expresion se activa durante
determinadas condiciones y ver si esta activacion se da de la misma manera en hoja
que en raiz. Para ello se ha aislado RNA procedente de discos de hoja de naranjo de la
variedad “Valencia late” sometidos a diversos tratamientos (herida mecanica o estrés
abidtico). Ademads del dafio mecanico propiamente dicho (Bowles et al., 1990),
suplementar de forma exdgena con jasmonato de metilo (JA) se ha visto que activa la
expresion inducida por herida de varios RTN-LTR de plantas (Takeda et al., 1998). Por
ello se probo el posible efecto de esta hormona sobre la activacion transcripcional de
elementos de naranjo suplementando el medio de incubaciéon con 50uM JA. Asimismo,
se conoce que los transposones de Clase II de maiz Ac/Ds y Spm se activan durante
cultivos celulares (Peschke & Phillips, 1991), de la misma manera que algunos RTN-LTR
de tabaco se activan en protoplastos (Pouteau et al., 1991) y en cultivos celulares

(Hirochika et al., 1993; Casacuberta et al., 1995). Una de las hipotesis es que la
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activacion es debida a la adicion de hormonas en el medio de cultivo durante el proceso,
por ello se quiso probar el efecto de hormonas vegetales sobre la activacién
transcripcional de RTN-LTR en naranjo suplementando el medio de incubacién con la

hormona acido naftalenacético (NAA) a 1mg/L.

En detalle, se cortaron las hojas en pequefios trozos (~ 1 c¢cm? ), se agruparon en
diferentes subgrupos, y posteriormente se incubaron en tampoén MES durante 8h, con o
sin hormona en el medio, o con o sin cortes en las hojas, segun el tratamiento (Ver
Figura 52). En la reaccion de RT-PCR se utilizaron nuevamente los cebadores
degenerados especificos de RTN-LTR tipo copia que amplifican una region de la RT de
aproximadamente 270 pb. Vemos que en condiciones control no se observa una
expresion clara en RNA extraido de hoja [Figura 52, 1(+)], corroborando el bajo nivel
de producto amplificado obtenido anteriormente [Figura 49, 1(+)]. En cambio aparece
una banda clara en todas aquellas muestras de RNA extraido de hoja sometida a estrés
o tratamiento hormonal [Figura 52, 2-4(+)], salvo en la tratada con JA [Figura 52,
5(+)] donde la banda es mas débil. Nuevamente en los controles negativos no
aparecen productos de amplificacion [Figura 52, carriles (-)] excluyendo falsos

positivos y validando la reaccion.

Tratamiento (incubaciéon 8h a 282C)

2 3 4 5

Apst + - + - + - + = & - ** C- C+ Apst

514

306
270

Figura 52. Analisis por RT-PCR de la acumulacion de transcritos de RTN-LTR tipo copia en hoja de C. sinensis
sometida a diferentes tipos de tratamientos. Imagen del gel de agarosa al 1,2% tras la electroforesis de los
productos amplificados en la RT-PCR utilizando como cebadores los oligonucleétidos degenerados especificos para
RTN-LTR tipo copia descritos en el Apartado 7.2.1 de Material y Métodos. La PCR se ha realizado a 30 ciclos con Ta
de 45°C. Carril APst , marcador de peso molecular APst, se indican algunos tamarios en pb. Carriles (+): cDNA (RNA
sometido a reaccion de transcripcién inversa), Carriles (-): RNA (RNA sin paso previo de transcripcién inversa). 1.
Control: Hoja congelada inmediatamente después de ser cortada. 2. Corte: Hoja cortada e incubada en tampdn 0,05%
MES-KOH pH 5,7. 3. Herida: Hoja cortada y con heridas, incubada en tampén 0,05% MES-KOH pH 5,7. 4. NAA: Hoja
cortada e incubada en tampé6n 0,05% MES-KOH pH 5,7 + 1mg/L NAA. 5. JA: Hoja cortada e incubada en tampén
0,05% MES-KOH pH 5,7 + 50 uM JA.. (**) Control negativo de la mezcla de la reaccién de transcripcion inversa. (C-)
Control negativo de la mezcla de la reacciéon de PCR. (C+) Control positivo sobre DNA genémico.
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A.5.2 Andlisis de la transcripcion de CIRE1

Los resultados del apartado anterior confirman la existencia de transcritos de elementos
del tipo copia en C. sinensis. Por los analisis de secuencias sabemos que hay elementos
de la familia CIRE1 que se estdn expresando en raiz en plantas sin tratar. Se pretende
saber si esta familia de elementos copia es capaz de expresarse en hoja en respuesta a

hormonas vegetales o en condiciones de estrés concretas como la herida mecanica.

A.5.2.1 Implicacion de la herida mecanica y la adicidn exdogena de hormonas
vegetales (JA y NAA) en la activacion de la expresion de CIRE1 en C.
sinensis

Las sefiales que controlan la expresion de los RTN-LTR estan localizadas
fundamentalmente en la regién promotora de las LTR, aunque solo se utiliza como
promotor la de la LTR5'. Se han identificado en la regiéon U3 de la LTR5’' ciertos
elementos en cis que parecen estar involucrados en la induccién de la transcripcién en
RTN-LTR en respuesta a estrés bidtico o abidtico. Existe dentro de esta region una
elevada variabilidad entre las diferentes familias de RTN-LTR de plantas que se ha
relacionado con la capacidad de los promotores de estos elementos a responder a
diferentes factores asociados al estrés (Verhenettes et al., 1998; Beguiristain et al.,
2001; Vicient et al., 2005).

Entre otros, se han identificado en la LTR5' de CIRE1 hipotéticos elementos reguladores
en cis andlogos a elementos de respuesta a herida y elementos de respuesta a
hormonas como jasmonato de metilo (motivos CGTCA y TGACG) y auxinas (AuxRR-core
y TGA box) (Ver Figura 44, apartado A.4.1). Tal y como se ha desarrollado
ampliamente en el apartado A.4, se ha comprobado mediante experimentos de
expresién transitoria que esos elementos podrian jugar un papel en la modulacién de la
transcripcion del elemento, ya que el promotor que los contiene responde con un

incremento en la expresién por la acciéon de dichas hormonas.

En una primera aproximacién, se ha probado mediante analisis por RT-PCR si la
expresion de CIRE1 en hoja y raiz puede verse inducida por herida mecanica. Para ello,
se cortaron las hojas en pequefios trozos (~ 1 cm?), se agruparon en diferentes
subgrupos, se les realizaron pequefios cortes y posteriormente se incubaron en tampén
MES durante un minimo de 1h y un maximo de 24h, recogiendo y congelando muestras
a diferentes tiempos de incubacién. Un grupo de hojas fue congelado antes de la
incubacion para ser utilizado como control. Para raiz, las heridas se realizaron mediante
agujas. Se aislé el RNA total y, de la misma manera descrita anteriormente, se amplificé

por RT-PCR una region que corresponde a los ultimos 1030 nucledtidos de la molécula
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de RNA, que contiene 700 nucledtidos de la parte 3’ de la region que codifica para la RT
y RH, 100 nucledtidos de la regién 3’ no traducida situada entre el final de la ORF y el
principio de la LTR3’, y 230 nucledtidos correspondientes a las regiones U3 y R de la
LTR3’ (ver Figura 53A). Para ello, se utilizaron como cebadores de la reaccion de PCR
un oligonucledtido complementario a una secuencia de la region de la RT de CIRE1
(Oligo7) y el cebador dT, qué se va a unir a la cola poliA del RNAm. En CIRE1, al igual
que el resto de RTN-LTR, la secuencia correspondiente a la sefial de poliadenilacion
esta localizada en la frontera entre la regién R y U5 de la LTR3’ (Casacuberta et al.,
1995).

Uno de los cebadores utilizados en la reaccion de RT-PCR es oligodT que permite
seleccionar de manera preferente RNA mensajeros (con cola poliA). No obstante, por si
hubiera alguna traza de DNA gendmico en las muestras que mostrara similitud con la
secuencia del cebador, se ha realizado también la reaccién de PCR en paralelo sobre
muestras de RNA no sometidas a la reaccion de transcripcion inversa. Estos controles de
la reaccién de RT-PCR no muestran bandas de amplificacion, validando asi la reaccién
[Figura 53B1, a, b y ¢ (-)]. Tal y como se muestra en la Figura 53B1, no se
observan bandas de amplificacion por RT-PCR en hoja sin tratar (tiempo Q) pero si en
raiz, confirmando la expresion diferencial de tejido en condiciones normales ya vista en
apartados anteriores. Ademas de en raiz, también se obtiene una banda de
aproximadamente el tamafo esperado (= 1030 pb) en hoja 8h después de la herida,
aunque aparecen también bandas de menor tamafio. Lo mismo pasa en la muestra de
raiz de 8h después de la herida y la muestra de hoja de 1h después de la herida. Estas
bandas de menor tamafio podrian deberse a amplificaciones inespecificas. Lo mismo se
podria decir para hoja recogida 2h después de la herida, pero en este caso el tamafio

de banda es superior.

Para confirmar que el resultado de la amplificacion es especifico se transfirié el gel de la
electroforesis de la reaccidon de RT-PCR mostrado en la Figura 53B1 a una membrana
de nylon, y seguidamente se hibridé con una sonda especifica de CIRE1 de 1000
nucledtidos, que incluye una region comprendida entre el extremo 3’ de la region que
codifica para la RT y RH y la regidén no codificante de 3’ (situada entre el final de la ORF
y el principio de la LTR3’), tal y como se muestra en la Figura 53A(B2). El resultado
de la hibridacidon se muestra en la Figura 53B2. La autorradiografia muestra que en
las muestras sometidas a herida mecanica, la hibridacidon es positiva sobre las bandas
amplificadas de alrededor de 1030 nucledtidos en la muestra de hoja tras 8 horas de la
herida y en raiz sin herida (tiempo 0). También se observa una banda de tamafio

superior al esperado en la muestra de hoja de 2 y 8 h después de la herida.
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Figura 53. Obtencion de transcritos de CIRE1 en tejidos de C.
sinensis sometidos a estrés por herida.

(A) Esquema que muestra la region del elemento CIRE1
amplificada por la RT-PCR, la PCR nested y la sonda interna
utilizada en la hibridacion. Como cebadores de la reaccién de
RT-PCR se utilizaron un oligonucleétido complementario a una
secuencia de la RT de CIRE1 (Oligo7) y el cebador dT, y se
espera amplificar un fragmento de aproximadamente 1030 pb
(A.B1). Como sonda para la hibridacién se utiliza una regién de
1000 pb comprendida entre una secuencia de la RT (Oligo7) y una
secuencia de la regién no codificante del extremo 3’ de CIRE1
(Oligo12) (A.B2). Como cebadores en la PCR nested se disefi6 un
oligonucleétido complementario a una regién de la RNAsa H
(Oligo8) y uno complementario a una secuencia del extremo 3’ no
codificante (Oligo12), y se espera amplificar un fragmento de
aproximadamente 300 pb (A.B3). La secuencia de los cebadores y
las condiciones de la reaccion se describen en Material y Métodos.
(B1) Imagen del gel 1,5% agarosa tras la electroforesis de los
productos amplificados en la RT-PCR. Carril Pst, marcador de
peso molecular Pst, indicando algunos tamafos en pb. Sobre la
imagen se describe el contenido de las muestras de cDNA
cargadas en cada carril. Control (-): RNA sin paso previo de
transcripcién inversa siendo a, b y ¢ tres muestras escogidas al
azar. La PCR se ha realizado a 35 ciclos con Ta 55°C.

(B2) Autorradiografia resultado de la transferencia del gel de
la figura B1 a un filtro de nylon y la posterior hibridacién con
una sonda interna de CIRE1 (A.B2). Exposicién de 1 dia en la
pantalla de Phosphoimager.

(B3) Imagen del gel 0,8% agarosa tras la electroforesis de los
productos amplificados en la nested-PCR. Carril Pst,
marcador de peso molecular Pst, indicando algunos tamafos en
pb. Sobre la imagen se describe el contenido de las muestras de
cDNA cargadas en cada carril. La PCR se ha realizado a 30 ciclos
con Ta de 50°C.

108



Resultados

Una nueva confirmacion de la especificidad de la RT-PCR la obtenemos al realizar una
PCR nested o PCR interna sobre el producto amplificado en la RT-PCR utilizando unos
cebadores disefiados a partir de las secuencias de CIRE1. El fragmento amplificado de
aproximadamente 300 nucleétidos corresponde a una regién del elemento comprendida
entre una region de la RH y una secuencia del extremo 3’ no codificante, por tanto y tal
y como se muestra en la Figura 53A(B3) se amplifica una zona interna a la regién
amplificada con los cebadores utilizados en la RT-PCR. El resultado se muestra en la
Figura 53B3. Se observa que no hay amplificacion del fragmento interno esperado en
la muestra de hoja no sometida a herida mecanica (tiempo 0). Se observa una banda
débil pero del tamafio esperado en muestras de hojas tras 1h y 24h de haberlas
sometido a herida mecanica, y en el resto de muestras y tiempos se observa una banda
clara del tamafio esperado, confirmando que entre los fragmentos amplificados
anteriormente en la RT-PCR hay transcritos especificos de CIRE1l. Estos resultados
reflejan que en el tratamiento por herida existen bandas en la primera amplificacion por
RT-PCR (Figura 53B1) que no corresponden al tamafio esperado, y solo existe
amplificacion suficiente y del tamafo esperado para ser detectada especificamente por
una sonda de CIRE1l en hoja a las 8h de la herida y en raiz sin tratar. En cambio,
cuando se realiza una PCR nested sobre los primeros productos de la RT-PCR, se
observa también amplificacion de la banda de tamafio esperado en ambos tejidos y
todos los tiempos de tratamiento, exceptuando hoja no herida (tiempo 0, hoja

congelada inmediatamente tras ser cortada).

Para evaluar mas finamente el patron de expresion de CIRE1 en respuesta a herida
mecanica o bien a la aplicacién exdégena de hormonas vegetales, y asi confirmar los
resultados de la RT-PCR, se ha analizado por northern blot el RNA total extraido de
diferentes muestras de tejido de naranjo sometidas a tratamiento por hormonas o a
estrés. Para determinar el efecto de las hormonas sobre la posible activacion
transcripcional de CIRE1, se cortaron hojas en pequefios trozos (~ 1 cm? ), se agruparon
en diferentes subgrupos, se infiltraron durante 1h con tampoén MES sdélo (muestra
control) o suplementado con 50 uM JA o 1mg/L NAA, posteriormente se incubaron 3h
mas a 28°C, y seguidamente se recogieron y congelaron las muestras hasta su
posterior andlisis. En el caso de la herida mecanica, plantas jovenes crecidas en
invernadero fueron sometidas in situ a pequefios cortes en las hojas y raiz, y
posteriormente se recogido muestra de ambos tejidos a las 4h y 8h después de la herida.
Asimismo, se ha buscado la presencia de RNA de CIRE1 en hoja y raiz de naranjo (C.
sinensis, variedad “Valencia late”) cultivado bien en invernadero o bien in vitro. En
ninguno de los casos se han conseguido niveles de transcritos de CIRE1 suficientes para

ser detectados por northern-blot (resultados no mostrados).
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Finalmente y para confirmar la integridad del RNA transcrito de CIRE1 (es decir, si mas
de un dominio del RTN-LTR esta presente en los transcritos, concluyéndose entonces
gue se podria tratar del RNA gendmico completo), se sometieron discos de hojas de
naranjo a diversos tratamientos (ver pie de figura 54) y a continuacién se realizd RT-
PCR a partir del RNA total utilizando diversos cebadores disefiados a partir de las
secuencias disponibles de CIRE1l. Nuevamente se utilizaron en la amplificacion las
combinaciones especificas de oligos para cada region del elemento descritas en el
apartado A.3.7. Los fragmentos amplificados corresponden a diversas regiones del
elemento como son el gen gag y el dominio de la RT. En la Figura 54 se muestra el
resultado de la amplificacion. Se obtienen bandas del tamafio esperado para el
fragmento del dominio de la RT en todas las muestras sometidas a estrés [Figura 54A,
2-6(+)] y no en la muestra control [Figura 54A, 1(+)], mientras que la amplificacion
del fragmento del gen gag es positiva en las mismas muestras tratadas [Figura 54B,
2-6(+)] aunque en el caso de la muestra de hoja cortada y simplemente incubada en
tampdn [Figura 54B, 2(+)] se observa una banda muy débil. No hay amplificacion de
la region del gen gag sobre el cDNA de la muestra control [Figura 54B, 1(+)]. En
ninguno de los dos casos, se observa amplificacion en las muestras no sometidas al
paso de retrotranscripcién [Figura 54, 1-6 (-)] descartando falsos positivos debidos a

contaminaciones con DNA gendmico.

A. B.
Fragmento del dominio de la RT Fragmento del gen gag
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Figura 54. Obtencion de transcritos de CIRE1 en hojas de C. sinensis sometidas a diferentes tratamientos.
Imagen del gel al 1,2% de agarosa tras la electroforesis de los productos amplificados en la RT-PCR utilizando como
cebadores los oligonucleétidos especificos de CIRE1 para amplificar una regiéon de 403 nucleétidos de la RT
(Oligo26+0ligo29) y una region de 297 nucleétidos del gen gag (Oligo18+0ligo27). La secuencia de estos cebadores y
las condiciones de la amplificacion se describen en Material y Métodos. La PCR se ha realizado a 30 ciclos con Ta de
52°C. Carril APst , marcador de peso molecular APst, se indican algunos tamafos en pb. Carril (+): cDNA (RNA
sometido a reaccion de transcripcion inversa), Carril (-): RNA (RNA sin paso previo de RT). 1. Control: Hoja
congelada inmediatamente después de ser cortada. 2. Corte: Hoja cortada e incubada en tampén 0,05% MES-KOH pH
5,7, 8h a28°C y luz. 3. Herida: Hoja cortada y con heridas, incubada en tampén 0,05% MES-KOH pH 5,7, 8h a 28°C
y luz. 4. NAA: Hoja cortada e incubada en tampén 0,05% MES-KOH pH 5,7 + 1mg/L NAA, 8h a 28°C y luz. 5. JA: Hoja
cortada e incubada en tamp6n 0,05% MES-KOH pH 5,7 + 50 uM JA, 8h a 28°C y luz. 6. Frio: Hoja cortada e incubada
en tamp6n 0,05% MES-KOH pH 5,7, 8h a4°Cy luz.
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Resultados

Para confirmar la autenticidad como CIRE1 de los fragmentos de la region del dominio
de la RT generados en la RT-PCR anterior, se clonaron en el vector pGEMT y se
determino la secuencia de 19 clones escogidos al azar. Las secuencias nucleotidicas
obtenidas corresponden a 1 clon de la muestra de hoja sometida al corte (RNATrt#), 5
clones de la muestra de hoja herida (RNAFrt#), 5 clones de la muestra de hoja
suplementada con JA (RNAJrt#), 6 clones de la muestra de hoja suplementada con NAA
(RNANrt#) y 2 clones de la muestra de hoja sometida a frio (RNA4Crt#). A partir del
alineamiento multiple por ClustalW de estas secuencias junto con las secuencias
nucleotidicas procedentes de DNA gendmico descritas en el apartado A.1 (DNACoSi#rt)
se obtiene el arbol tipo Neighbour joining que se muestra en la Figura 55A. Hay que
tener en cuenta que en este caso, las secuencias de RNArt# y DNACoSi#rt aunque
corresponden todas a una misma regién de la RT, no han sido obtenidas utilizando la
misma combinacién de cebadores. El andlisis realizado nos permite confirmar
claramente que los transcritos amplificados pertenecen a la familia CIRE1. Por otro lado,
si consideramos Unicamente la rama del arbol que incluye los transcritos (Figura 55B)
podemos afirmar que no hay una expresion diferencial de determinados elementos bajo
los diferentes tratamientos ya que las diferentes secuencias quedan repartidas por todo
el arbol. No obstante, se aprecia una mayor similitud entre pares de secuencias de

transcritos procedentes de hojas con un tratamiento determinado (Figura 55B).
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Figura 55. Arbol fenético basado en el alineamiento de cDNA de transcritos de CIRE1 obtenidos por RT-PCR en
muestras sometidas a diversos tratamientos y fragmentos genomicos de RTN-LTR copia amplificados por PCR
en C. sinensis de la region del dominio de la RT. (A) Arbol fenético radial tipo NJ generado con el programa
MEGAZ2. Se indica el nombre de las diferentes familias de RTN-LTR tipo copia presentes en C. sinensis. DNACoSi#:
clones de la amplificacién de DNA gendmico de C. sinensis. (A) RNA#: transcritos obtenidos en la reaccién de RT-PCR.
Las secuencias nucleotidicas de la regién correspondiente de la RT de los fragmentos id15 y H4 (apartado A.3.1.4), de
Tnt1 (X13777) y CopiaDM (P04146) se han unido también a la comparacién. (B) Arbol tipo NJ obtenido de la
ampliacion de la rama del arbol (A). Estan indicados en cada bifurcacién los valores de bootstrap > 40%. () RNATrt#:
transcritos obtenidos en RT-PCR sobre muestra de hoja cortada. () RNAFrt#: transcritos obtenidos en RT-PCR sobre
muestra de hoja herida. (1) RNAJrt#: transcritos obtenidos en RT-PCR sobre muestra de hoja suplementada con JA.
(A) RNANTrt#: transcritos obtenidos en RT-PCR sobre muestra de hoja suplementada con NAA. (A) RNA4Crt#:
transcritos obtenidos en RT-PCR sobre muestra de hoja en frio.
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