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1.1.-Context historic de I’evolucio artificial de les espécies cultivables

Des dels I'origen de la humanitat, I'home ha modificat els elements del seu entorn per al seu
Us. Pero el primer pas que modifica el futur de la humanitat fou la progressiva domesticacid de
plantes i animals durant el final del periode paleolitic i I'inici del periode neolitic.

A finals del periode del Pleistoceé (Paleolitic arqueologic), periode que dura aproximadament
2,6 milions d’anys, Homo sapiens era cagador recol-lector. Aixi doncs segons Cordain (2006)" la
dieta de I’'home a finals del Pleistoceé fou de carn provinent de la caca, de la recol-leccié de
fruits (alguns carnosos), llegums i alguns cereals. En aquesta época, i degut a la seva dieta, els
primers grups humans seguien les migracions dels herbivors superiors i durant aquests
desplacaments completaven la seva dieta amb llavors de cereals entre altres. Paral-lelament,
les migracions dels grans herbivors eren una conseqiiencia dels canvis de temperatura
estacionals, que feia que aquests animals es desplacessin en busca de pastures noves. Segons
Morin canvis globals de temperatura, sembla que provocaren I'extincid d’alguns grans
mamifers i fomentaren la dispersid dels herbivors ungulats a arees cada cop més llunyanes,
obligant als petits grups a desplagar-se cada cop més lluny, per poder trobar aliments (Morin
2008)°. A finals de la era glacial (Pleistoce), és a dir, fa aproximadament 12000 anys, aquesta
dificultat per trobar aliments va suposar un coll d’ampolla per aquestes comunitats de
cacadors/recol-lectors. Per tal de poder sobreviure, van haver de ser més generalistes a I'hora
d’aconseguir aliments, aixi que van buscar noves fonts d’alimentacié, com fruits i cereals.
Aquest pas va fer desplagar I'estil de vida de cagadors/recol-lectors, cap a domesticadors
graduals fent que progressivament les petites comunitats s’assentessin per tal de poder tenir
més properes les zones amb cereals i poder seguir el ritme dels animals domesticats (Reeding
1988)°

Els primers grups humans del neolitic van desenvolupar una agricultura suficient per mantenir
un grup important d’individus en una regié en concret. Aixi doncs, aquest pas de grups
nomades a sedentaris ha marcat profundament I'evolucié de la nostra societat actual,
introduint nous conceptes com l’escriptura, construccid, organitzacié social, entre altres
activitats, que van apareixer com a conseqiéencia de I'assentament lligat als cultius.

Pero aquest pas no fou directe. L’adaptacié de plantes salvatges a cultius fou el producte d’una

seleccid prévia de grups cacadors/recol-lectors. Segons I'equip de Hartmann (Kislev et al.,



1.- Introduccio

2004)%, aquests grups ja incloien cereals dins la seva dieta i es dedicaven a recollir-los. De
forma progressiva van tenir consciencia que a mesura que recol-lectaven llavors, feien que
posteriorment hi hagués una major proliferacié d’aquestes plantes, per tant era degut a la
seva accid, que al recollir-les, les estaven sembrant.

El mode emprat per a aquestes primeres comunitats d’humans, fou la seleccié de les millors
varietats de plantes silvestres o altrament dit, seleccionar els mutants de caracteristiques més
interessants de dins d’un gran grup. Segons la paleografia, es té coneixement de I'Us i
manipulacié dels cultius des d’aproximadament fa al menys 10500 anys. Durant tots aquests
anys les diferents comunitats d’humans han estat experimentant i treballant en un garbellat a
gran escala fent una seleccié a nivell global, i una adaptacio a nivell local, de les varietats més
importants de vegetals. Aquestes espécies noves cada cop es van anar fent més utils i
necessaries per la seva capacitat de mantenir i alimentar a un gran nombre de membres
d’aquestes comunitats.

Generalment la relacié que existeix entre els vegetals i els animals és de mutualisme. El vegetal
ofereix a I'animal un al-licient de tipus alimentari i I'animal a canvi es dedica a fer intercanvi de
pol-len o dispersio de llavors de forma inconscient. En aquesta dispersid, la pressid selectiva de
les plantes requeia sobre el fet que disposessin de mode de dispersié de llavors més atractives
per I’animal, i aixi poder colonitzar nous territoris. Es a dir, hi havia una competéncia entre les
diferents espécies per tal de captar I'atencié dels vectors de pol-linitzacié i dels vectors de
dispersid. Perd I'aparicié de les primeres comunitats humanes, no solament va canviar el
sistema de dispersido de les diferents espécies vegetals, sind que va canviar activament
I'arquitectura d’aquestes espécies. L’'home ha canviat a les espécies de vegetals, per al seu Us,
a nivell genetic, sense ésser conscients d’aquest fet, tot i que aquest fenomen porti
implicitament el coneixement a nivell basic, de biologia reproductiva, observacio, analisis i
seleccié de les millors llavors. Per altra banda, al conservar els fruits i ressembrant-los, es van
anar seleccionant cada cop, els fenotips més favorables per a I'intereés huma. Posteriorment,
d’aquest fenomen, se I'anomena domesticacid.

El grup de Doebley i Wang han comparat la diferéncia genetica entre les varietats actuals de
Zea mays i teosintle, la varietat primitiva del blat de moro. Van observar que hi ha 5 regions
genetiques diferents responsables dels canvis morfologics entre totes les varietats. Aixo vol dir
que en 7000 anys, hi ha hagut un increment molt gran del nombre de varietats de blat de
moro, cadascuna amb les seves propies caracteristiques genotipiques (Wang et al., 1999)°, tot i
que creuen que el procés de domesticacid va durar uns pocs centenars d’anys.

Els primers agricultors van seleccionar aquells fenotips que proporcionessin major font

d’aliment, és a dir, major mida de fruit, millor mida de fulles (les comestibles), major produccié
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de llavor/polpa/fulla per planta, millor sabor... Pero per altra banda estaven seleccionant altres
fenotips imperceptibles, perdo molt importants, com diferents mecanismes de disseminacio,

germinacié inhibida, autopol-linitzacio .

1.2.-Criteris de seleccid de fenotips en la época classica (domesticacid)

Segons la enciclopédia britanica®, la seleccié de fenotips durant els origens de les civilitzacions
fou un procés anomenat domesticacid. Entenem per domesticacié vegetal a aquells processos
de reorganitzacié hereditaria que implica la obtencié de formes cultivades a partir
d’organismes salvatges. La distinci6 fonamental entre els organismes domesticats i els
salvatges és que els primers necessiten un condicionament de la zona de cultiu per sobreviure i
les espécies salvatges no. Els processos de domesticacid van comencar per la seleccié de
caracters desitjables o essencials per poder produir un nombre suficient de recursos
(generalment a partir de la llavor) per complementar la dieta dels primers grups d’humans del

final del paleolitic i posteriorment per alimentar als primers grups d’humans del neolitic.

1.2.1.-Els caracters de la domesticacio

Segons varis autors com Sweeney and McCough asseguren que un dels factors més importants
de la domesticacié en arros (Oryza sativa) fou la seleccid d’aquells fenotips que reduien la
dehiscéncia (Sweeney et al., 2007)’. L'equip de Hee-Jong Koh considera que hi ha hagut
diferents tipus de dehiscencia depenent de I'Us i del tipus d’eines de que es disposava per tal
de separar el gra de I'espiga, establint diverses categories de dehiscéncia (Hyeon-So lJi et al,,
2006)%. Era necessari que hi hagués poca dehiscéncia, pero suficient, per alliberar el gra de
I’espiga un cop s’hagués recollit aquesta, un caracter desitjable pel Neolitic, perd en canvi,
actualment, degut als tractaments amb maquinaria, és més util un gra molt poc dehiscent. Hi
ha moltes hipotesis sobre com els primers agricultors del neolitic, van aconseguir seleccionar
aquelles varietats de cereals que tenien llavors poc dehiscents. Aquesta mutacié que van
portar les primeres varietats durant el neolitic, va permetre que un cop haguessin madurat les
llavors, els primers agricultors poguessin recol-lectar-les sobre de la planta, i no al terra. Autors
com Doebley (Doebley et al, 1991)° determinen que en els cereals, la eliminacié de
dehiscéncia fou la primera que van seleccionar els agricultors del neolitic. Per exemplificar-ho,
fou la falta de capacitat de dehiscéncia, la que marca el pas de domesticacio entre la varietat
salvatge de blat de moro anomenada teosintle i la varietat actual Zea mays (Dillon et al.,

2007)" aixi com passa amb I'espécie Melca (Sorghum bicolor) i altres autors ho descriuen per
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I'ordi (Hordeum vulgare) (Porkheirandish et al., 2007)". Aixi doncs, els gens que ajudaven a
una millor dispersié de les llavors en les varietats salvatges es van anar perdent en les varietats
domesticades. Pero no foren els Unics caracters que van anar essent desplagats en detriment
d’aquells caracters més utils per I'aprofitament dels recursos per part dels humans. Podem
parlar de la reduccid de les arestes i de péls accessoris en les varietats primitives d’arros i en
blat que ajudaven a la dispersid, aixi com altres caracteristiques aerodinamiques utils per la

dispersié que van ser eliminades de la despesa metabolica de la planta (Fuller et al., 2007)*

Altres caracteristiques que es van anar seleccionant pels homes del neolitic, fou, I'eliminacié
de la inhibicid de la germinacié. Moltes llavors de cereals amb aquest tipus d’inhibicié han
d’eliminar fisicament o quimicament una capa que no permet que la llavor pugui germinar. En
un principi aquesta capa inhibidora és molt atil per tal de fomentar la dispersio, ja que sovint
implica haver passat pel tracte digestiu d’algun animal. Aquesta caracteristica en les llavors no
és gens desitjable, ja que en dificulta el processat. En el cas de la dormicid, la llavor ha de
passar un temps a baixes temperatures o haver estat dipositada sota terra durant un temps, al
presentar una inhibicié per sensibilitat luminica. Els cereals com el blat, ordi i I'arros son
exemples d’especies que necessiten I'emmagatzematge per tal d’incrementar la seva
proporcié de gibberellines i poder germinar. Aquest tipus d’inhibicié és una dormicié
fisiologica poc profunda i durant la domesticacid, ja s’ha resolt al haver-hi un periode
d’emmagatzematge, abans de la sembra (Barceld et al., 1992)" Perd existeix una pressio
selectiva més gran per aquelles especies que redueixin el gruix de la seva testa. Smith va
detallar tot un conjunt d’espécies en que s’havia comprovat la seva evolucié al llarg del temps i
com la reduccié de la testa havia augmentat progressivament (Smith 1989)". Aquest autor
posa com a exemple, la Quinoa (Chenopodium sp) que s’ha trobat en diferents assentaments
humans en la costa est de Nord America i ha reduit la testa de 40-80 um fins a 20 um des del
980 A.C fins al 150A.C. Poc a poc, les llavors que tenien una facilitat per germinar, eren
seleccionades dels primers magatzems almenys un cop per any, relegant aquelles llavors que
necessitaven una eliminacié quimica o fisica de les cobertes com la testa.

Per citar altres exemples, tenim la pérdua de part de la gluma en llavors de blat de moro.
Aguesta estructura de la flor s’endureix durant el procés de maduracié de la llavor, lignificant-
se i afegint silice, protegint la llavor i essent atil per la dispersid al haver de passar pel tracte
digestiu d’alguns animals i eliminar-la, com a pas previ a la germinacié. Aquest és un sistema
molt valuds per la planta ja que s’assegura que no germinara al peu de la planta progenitor,

sind que sera dispersada lluny del punt d’origen. Una mutacié en Zea mays redui la mida de les
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glumes i va fer que no envoltessin del tot la llavor. Aquesta mutacid va permetre que la gluma

es quedés subjecta a la panotxa fent més facil la separacié el gra (Wang et al., 2005)"

El seglient criteri de seleccid que van tenir en compte els primers agricultors del neolitic foren
les caracteristiques relacionades amb el nombre de llavors per planta. En el cas del blat de
moro (Zea mays), cultiu originari de la regié de Meso America fa 7000 anys (Matsuoka et al.,
2002) en qué es va passar d’una panotxa de 5-10 llavors en el cas del blat de moro salvatge o
teosintle (Zea mays ssp. parviglumis) en comparacié amb una panotxa de centenars de llavors
de les actuals varietats comercials Figura 1 (Doebley et al., 1990)° descriuen com es va passar
d’una varietat amb dos files de cipules amb una espiga per clpula, fins a les varietats actuals

que comprenen 4 files de cipules amb dos espigues per cupula.

Figura 1. Detall del blat de moro tipus Teosintle (Zea mays ssp parviglumis) a I'esquerra i les actuals
varietats comercials de Zea mays)

Per altra banda la seleccié de les llavors que tenien una mida més gran fou un dels criteris més
perceptible pels agricultors. Estudis realitzats en cereals, relacionen I'increment de mida de les
llavors amb la domesticacié (Willcox 2004)". La mida de la llavor depén de la posicié sobre la
panicula i esta determinat per multiples gens. Per tant, obtenir llavors grans a partir d’una
seleccid de forma conscient i mitjangant creuaments hagués estat dificil. Per altra banda, una
seleccid a I'atzar hagués estat encara més dificil, ja que la combinacid de multiples gens
aleatoriament per obtenir fenotips amb llavors més grans és molt poc probable. Willcox,
argumenta que en la zona que compren el Tigris i I'Eufrates, es va produir una introduccié de
varietats amb llavors grans, provinent d’altres regions, pero que els processos de preparacio
de la terra i el regadiu van permetre que les llavors incrementessin la mida.

La seleccié d’aquells individus que puguin tenir més nombre de flors per estructura floral, és

molt important per una rad; a més flors, més llavors. D’aquesta forma, espécies com I'arros
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(Oryza sativa), el blat (Triticum sp.), el blat de moro (Zea mays) i en general quasi tots els
cereals han incrementat el nombre de llavors augmentant la productivitat per planta
sembrada. Perdo no ha estat I'Unic criteri que s’ha seguit. En altres espécies s’ha seleccionat
altres parts de la planta degut al seu valor nutricional.

Aixi doncs, no només parlem de I'Gs de llavors, siné que podem parlar del fruit (generalment el
mesocarpi), a part del tubercle i les fulles. Com a exemples podem posar, el progressiu
augment de la mida del mesocarpi del fruit d’alguns arbres fruiters membres de la familia de
les rosacies Prunus sp. i Pyrus sp (Shulaev et al., 2008), '® la mida de les llavors del gira-sol
(Helianthus annuus), la quantitat de midé acumulada en la tija de reserva de la patata

(Solanum tuberosum), o en I’arrel de la tapioca (Manihot esculenta).

Basicament, la majoria dels gens implicats en aquesta millora, son aquells que estan
relacionats amb I'acumulacié de carbohidrats en les diferents estructures, o bé que estan
relacionats en les rutes metaboliques dels acids grassos. Per aquest motiu és forca rellevant la
seleccid d’aquelles varietats on el pas de perdre llavors s’ha fet en detriment del valor nutritiu
del mesocarpi, com és el cas de la Banana (Musa X paradisiaca), on s’ha perdut la totalitat de
les seves llavors. En aquest cas, la planta es reprodueix exclusivament de forma vegetativa, per
rizomes. Aquesta especie originaria de la regid del Sud Est Asiatic, és un exemple de la seleccié
genetica per domesticacié en un clar benefici per a I'especie humana, en detriment del
benefici per la planta que al creuar dues especies del mateix génere com Musa cuminata amb
Musa balbisiana s’han obtingut plantes flors masculines esterils i flors femenines amb
reproduccio partenocarpica sense llavors. Aquest fet permet produir un fruit altament nutritiu
(120 calories/unitat) a les varietats triploides com la Cavendish, molt apreciat en les regions

tropicals (Heslop-Harrison et al., 2007)"

Tot i que I'augment del nombre de llavors fou i és altament desitjable, la reduccié del nombre
d’inflorescéncies té avantatges. Una mutacid en Zea mays, redueix la ramificacié lateral i
conseqlientment el nombre de panotxes, pero al ser una planta més compacta permet una
major concentracié d’individus en una area menor al no fer-se ombra entre les fulles de les
ramificacions i les altres plantes. Aquest gen s’expressa dos cops més en el blat de moro que
en el teosintle (blat de moro salvatge), fent que hi hagi una marcada dominancia apical i
inhibint els borrons laterals (Doebley et al, 1997)°. Un altre exemple de la preséncia
d’aquesta sobreexpressio és en la melca (Sorghum sp.) essent més alt que el salvatge i donant-
li capacitat de tenir cultius d’alta densitat sense fer-se ombra entre les fulles (Kebrom et al.,

2006)%. Hi ha un augment de rendiment en detriment de la produccié individual.
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Perd no totes les especies han necessitat una domesticacié per modificar parts de la seva
arquitectura i ser més efectives a I’hora de produir en arees d’alta densitat. Aquest cas és el de
I'arros, que té la capacitat de créixer en arees molt denses i produint moltes ramificacions.
L’arrds no presenta una sobreexpressié del gen homoleg al de Zea mays, per aquest motiu,
genera ramificacions laterals. Experiments realitzats per tal d’aconseguir un arrds amb un tipus
d’arquitectura de melca o Blat de moro va generar mutants deficients a nivell productiu (Doust

2007)* (Takeda et al., 2003)%.

Per altra banda, alguns cultius han necessitat quelcom més que incrementar la produccid de
fruits o substancies de reserva. En alguns casos, per tal de poder utilitzar el fruit, s’"han hagut
de seleccionar aquells mutants que no fossin toxics, com és el cas de varies espéecies de la
familia de les Solanacies, com la tomata (Solanum lycopersicon) o la patata (Solanum
tuberosum), en que aquells mutants que produien menys quantitat de I'alcaloide solanina,
eren els més aptes per al consum. Tot i que no se sap molt bé la bioquimica en els darrers
passos de la glicosilacié d’aquests alcaloides, és probable que la desactivacié, o modulacié d’un
gen, disminueixi la quantitat de solanina acumulada en el fruit fent que la fruita sigui
comestible (Arnqvsit L. et al., 2003)*.

En el cas de I'ametller (Prunus dulcis), la preséencia de Cianur d’hidrogen va fer que no fossin
comestibles els fruits d’aquesta planta, ja que feia toxiques les llavors. El cianur es forma a
partir d’'un compost anomenat prunasina, que és sintetitzat pel tegument de la llavor. Pero
una sola mutacié en un gen que codifica per una B-glucosidasa degrada la prunasina que
sintetitza el tegument i no I'acumula en els cotiledons (Pérez et al., 2008)*®> Aquesta mutacié

fou la que va permetre que les ametlles fossin dolces i aprofitables pels cacadors/recol-lectors.

1.2.2.-Dispersio dels caracters domesticats

En la taula 1 es pot apreciar com cada espécie que actualment compon la base alimentaria de
moltes societats és un producte evolutiu que fa milers d’anys que va comengar. Aixi doncs la
majoria de les espécies vegetals comestibles més importants que composen la base de la
nostra alimentacié es van comengar a domesticar en arees molt concretes. A partir d’aquest
focus, es van anar estenent a mesura que I’home comerciava o colonitzava regions més
distants. D’aquesta forma aquestes especies, segurament, s’han estés més del que mai
haguessin pogut fer utilitzant a algun altre animal com a medi de transmissié de les seves

Ilavors.
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Especie

Blat
Pésol
olivera

Arros
mill

Blat de Moro
mongeta
carbassa

patata
Tapioca

Gira-sol
Quinoa

Melca
Arros africa

Taro
Palma d'oli copra

Cafe
Teff

Canya de sucre
Platan

Civada
Rosella

Sesam
Alberginia

Xufla
Plataner

Origen de dispersio
Sud Oest Asiatic
Triticum sp

Pisum sativum
Olea europaea
China
Oryza sp
Panicum miliaceum
Mesoamerica
Zea mays
Phaseolus vulgaris
Cucurbita sp.
Andes i Amazonia
Solanum tuberosum
Manihot esculenta
Est Nord-Ameérica
Helianthus annuus

Chenopodium
Sahel (Africa)
Sorghum
Oryza sp
Africa Occidental tropical
Colocasia esculenta
Elaeis guineensis
Etiopia
Coffea sp.
Eragrostis tef
Nova Guinea
Saccharum officinarum
Musa paradisiaca
Europa occidental
Avena sativa
Papaver rhoeas
Vall de I'Indo
Sesamum indicum
Solanum melongera
Egipte
Cyperus esculentus
Platanus occidentalis

Any

8500 a.C

7500-8000 a.C

7000 a.C

3500
2500 a.C
5000 a.C

3000 a.C

7500 a.C
6000-3500 a.C
7000 a.C

6000 a.C

Taula 1. Espécies amb més rellevancia durant la domesticacié segons el seu focus de dispersid i any
. e e e f 26
aproximat de l'inici (Diamond 2006) .
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Tot i que la majoria de les especies que es consumeixen avui en dia van originar-se en una
regid, algunes es van originar en dos llocs independents i altres es van originar en arees que
poc tenen a veure les condicions en les que es va desenvolupar amb les que actualment
ocupen. Un exemple clar és I'arros (Oryza sp), en el que es te constancia d’haver aparegut en
dues regions, com a espécie millorada per I'espécie humana. Una d’elles és la regio del sud-est
asiatic (Xina) i I'altra ha estat el Sahel, a I’Africa. A partir d’aquests dos punts distants s’ha
propagat com a aliment huma al llarg de tota la historia. Actualment I'arros es cultivat, no
només al Sud-est Asiatic i al Sahel, sind que s’ha estés a I’Africa occidental-tropical, sud

d’Europa, America del Nord (al Sud-est), Sud-Americai regio del Sud-est (Brasil).

Podriem pensar que les varietats més productives foren les que es van propagar primer, pero
aquest no fou I'Unic criteri de seleccid en I'antiguitat. Altres caracters van ésser seleccionats.
Un d’ells és un caracter de perdua de coloracid del pericarpi i de I'endosperma en arros.
L'equip de McCough expliquen com una simple mutacié en un gen, que s’introdueix en un
cultiu tan important i majoritari com és l'arros, i s’estengué a una amplia area geografica
(Sweeney et al., 2007)*’. Durant en neolitic en els primers cultius d’arros, les llavors contenien
un pericarpi de color vermell. Aquesta caracteristica esta actualment repartida entre totes les
diferents varietats dins de 5 grups geografics. Perd aquest canvi va aparéixer en dos grups
independents, en el subgrup d’Oryza sativa var. Indica i en el subgrup Oryza sativa var.
japonica. Segons Sweeney, s’ha identificat variants amb la mutacié que ddna fenotip de llavor
blanca en 337 varietats en contraposicid amb les 103 varietats vermelles sense la mutacio,
indicant que s’ha guanyat variabilitat genética gracies a I'accid de I'home. L'augment de la
rellevancia en quant a nombre de noves varietats i en superficie plantada s’explica gracies a
que la mutacié sembla que ofereix avantatges en la coccié al ser menys dur el pericarpi. Per
aquest motiu els agricultors van anar seleccionant i compartint progressivament i de forma
rapida aquesta varietat amb aquest caracter. Paral-lelament i en una altra regié geografica, va
apareixer en una altra varietat el mateix caracter i en el mateix gen, perod una mutacid diferent.
Els caracters que eren Utils pels agricultors del neolitic i en etapes posteriors, foren fixades
d’una forma més rapida del que es pot reflectir en analisis arqueologics.

Pero les necessitats dels primers agricultors no han de ser forcosament les mateixes que els
agricultors de l'actualitat. Apart de la domesticacid, tal i com hem vist, un altre fenomen ha

actuat en la dispersid i utilitzacié dels diferents tipus de cultius.
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1.3.-Nous criteris de seleccio de fenotips en la actualitat

A part de la domesticacié com a un tipus de seleccié artificial, va apareixer un altre procés de
forma intencionada, anomenat creuament artificial ( millora de cultius o millora genética). Es a
dir, tot i no coneixer els conceptes de gen, genotip, proteina i fenotip, els agricultors podien
apreciar els caracters i la seva transmissié en les consecutives generacions. D’aquesta forma
podien seleccionar aquells caracters més desitjables, a partir de la hibridacié entre individus, i
seleccionant la descendeéncia a través de |'observacié del caracter que els era favorable. Pero
progressivament, i amb |'aparicié d’avencos en el camp de la genética, el criteri a ’hora de
buscar noves varietats, s’esta enfocant a nivell genétic. Aixi doncs, sovint, un caracter
determinat, és degut a 'accié d’un gen, o bé a I'accid de varis gens, ja sigui mitjancant un

complex de proteines, o bé, regulant I’expressio i actuacio d’aquests.

Les necessitats alimentaries de les poblacions ancestrals no son les mateixes que les actuals
per tant les caracteristiques ideals que es busquen en les espécies seran lleugerament
diferents. Pero seria més correcte afirmar que les societats actuals han arribat al seu nivell de
complexitat gracies a I'evolucié dels cultius (Ross-Ibarra et al, 2007)*. Autors com Paibo
creuen que cultius més productius van permetre mantenir civilitzacions amb més nombre
d’individus, que a la seva vegada van contribuir en un augment de la complexitat i
estratificacio social d’aquestes (Paabo 1999)%. Per tant la millora genética primitiva va suposar
un canvi substancial al permetre que alguns d’aquells grups poblacional humans, fessin un pas
de cacgadors/recol-lectors, a agricultors.

Aproximadament un 70% de les calories promig de la ingesta humana provenen de 12-15
tipus diferents de cultius al voltant de tot el mén (FAO:Faostat 2008)*’ fet que ha anat canviant
des de fa 10.000 anys fins a I'actualitat. Les especies seleccionades actualment estan molt més
diversificades que en I'antiguitat. Podriem dir que els esforcos que es dedicaven en I'antiguitat
estaven centrats al voltant de menys de 12 espécies i la majoria eren els cereals (blat, ordi,
civada, arros, mill), pero avui en dia i degut a la accié humana, la diversificacié és major.

La diversitat en cultius es calcula comparant el nombre de varietats de cada espécie/ha, i esta
correlacionada, amb el nombre de zones de produccié o granges (Devra et al., 2008)*°

Degut a I'accid humana i a partir de zones de domesticacié diferents, han aparegut moltes
noves varietats amb caracteristiques diferents, que s’han anat diversificant al llarg de diverses
arees geografiques. La domesticacié ha comportat que alguns gens es vegin afavorits respecte

d’altres, en comparacié amb les varietats salvatges, pero per altra banda, la seleccié artificial
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ha produit noves varietats tot i que han vist forca reduida la seva capacitat de supervivéncia
sense I'accié humana (Sweeney et al., 2007)’

Tot i que a partir de les varietats salvatges que contenen una gran diversitat genética, s’ha
anat produint la seleccié artificial. Aquestes espécies salvatges son molt importants ja que
funcionen com a un gran banc geneétic, que conté molts caracters desitjables.

Avui en dia, encara es treballa en millorar espécies com els cereals, que encara son la base de
I'alimentacié humana, amb un ventall superior de caracteristiques desitjables que van des de
la mida de la planta, la composicié de les llavors en sucres o lipids fins a la resisténcia a
malalties. Podriem definir aquestes caracteristiques desitjables fent referencia a la part
vegetativa de la planta (caracteristiques fenotipiques de tipus vegetatiu), en que es millora, en
diferents aspectes, I'estructura de la planta, la resisténcia als atacs d’insectes, la resisténcia a
créixer en sols desfavorables de tipus fisic/quimics, és a dir, la millora de tots aquells caracters

gue no son la produccié de llavor, pero que ajuden a que la planta produeixi més.

1.3.1.-Millora de caracteristiques relacionades amb la produccio i el rendiment

Una altra caracteristica general en els grans cultius adaptats per al consum huma i que han
estat ampliament millorats, és la capacitat de donar més d’una floracié a I'any. Actualment
existeixen diverses varietats de Pisum sativum que permeten més d’una sembra anual, sempre
que la temperatura ho permeti. Aquestes varietats no son dependents de fotoperiode (o
insensibles a fotoperiode) i tenen una reduccié dels dies des de la sembra fins a la floracié
(Weeden 2007)*. Passa quelcom semblant amb I'arrds, que des de la revolucié verda s’ha anat
incrementant la produccid de llavors i s’ha anat reduint el temps entre sembra. L’'exemple més
clar és el de les darreres varietats aconseguides per investigadors xinesos, anomenades super-
arros on han aconseguit produccions de fins a 12 Tm de llavor/ha en algunes de les noves
varietats tipus Liangyoupeijiu (Katsura et al., 2007)32. Aquestes noves varietats permeten una
obtencid de collita cada quasi 90-120 dies anuals i aix0 significa de 2 a 3 recollides anuals en

les zones tropicals.

Per altra banda, un altre caracter desitjable que s’ha anat seleccionant al llarg de temps, és la
mida de la planta. Un arbre o cereal petit té I'avantatge de dedicar menys recursos a fabricar
estructura de suport, és a dir, biomassa no aprofitable en detriment del fruit. Per tant una
mida petita de la planta, a igual produccié és un factor desitjable de cara a facilitar la

recol-leccié. El nanisme en cereals, és Util per altres aspectes, sobretot en I'aspecte fisic, ja
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gue una planta nana resisteix millor I'efecte del vent. L'efecte del vent provoca en el cereal,
gue es trenqui, i s'ajegui afavorint la proliferacié de malalties com pot ser I'aparicié de fongs i
insectes, i la perdua de la produccié. Aquest fou el gran éxit que marca l'inici de la revolucié
verda, I'aparicié d’una planta nana de blat. Posteriorment, s’han creuat amb aquelles varietats
per tal de trobar plantes nanes que tinguin un sistema radicular reduit per tal de gastar menys
aigua i recursos perd mantenint la produccié (Waines et al., 2007)*

En el cas de I'arros, si s’ajeu per 'accié del vent, al créixer en aigua, la perdua de la produccié
és segura. Per aquests motius, al llarg dels anys s’han anat seleccionant aquells mutants que
tenien una produccié major i una mida menor. D’aquesta manera, s’han buscat aquells
mutants que redueixen la mida de la planta, tocant la ruta metabolica de les gibberel-lines
(Peng et al., 1999)*".

Tenint en compte la literatura, actualment hi ha forca interes en els mutants del gen stay-
green (SGR), que consisteix en allargar la vida de la planta (sobretot en cereals que son
especies de creixement anual) i concretament de la fulla bandera (en monocotiledonies) que
de forma indirecta seguira augmentant la productivitat de les llavors (Thomas et al., 2000)*.
Aguest tipus de mutacio esta relacionat amb la degradacié de la clorofil-la, on les fulles no es
tornen grogues i romanen verdes més temps. Com més temps romanguin verdes les fulles,
més aliment destinen a la llavor, i d’aquesta forma s’augmenta la produccié. En capitols
posteriors dedicarem una major extensi® a comprendre com aquesta caracteristica és
altament desitjable en arros i com la informacid provinent del blat de moro ens pot ajudar a

obtenir varietats d’interes agronomic.

1.3.2.-Millores relacionades amb la resposta a I’estrés abiotic

La resisténcia a la salinitat és una altra caracteristica desitjable (Wang et al., 2003)*¢, degut a
que cada cop s’utilitzen més terres per tal de poder produir més aliment. Aquestes terres
moltes vegades, disten de ser les optimes per tal de poder-hi produir de forma intensiva. | per
altra banda, les terres que tenen salinitat en capes inferiors, a base de fer-les de regadiu,
aquesta sal aflora a la superficie degut a la succié que provoca el regadiu i I'assecat. Sigui quin
sigui el fenomen que provoca la salinitzacié de les terres, limitara la produccid. Per tal
d’utilitzar aquestes terres i evitar els problemes d’estrés que provoca la salinitzacié, s’han
buscat fenotips resistents a I'excés de sal. L'equip de Roessner han analitzat varietats
resistents de Hordeum vulgare, i han trobat que les varietats susceptibles a la salinitat

presenten necrosis produida per senescéncia (Widodo et al., 2009)*’. La resposta fotosintética
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a l'estres per salinitat és un procés complex que inclou molts processos cel-lulars. Els efectes,
dependran de la intensitat i la duracié de I'estrés hidric i dels efectes prolongats de la
fotorespiracid oxidativa que al produir radicals lliures ataquen a les estructures de la cel-lula
(Wingler et al, 2000)*® Per altra banda, les varietats resistents s’han trobat alts nivells
d’hexoses fosfats (productes de la TCA, la ruta metabolica del citrat) o bé una reduccié dels
nivells dels enzims fotorespiratoris o de la Rubisco®. Per altra banda I'equip de Chen han
trobat en soja (Glycine max), el gen GmPHD2 que esta dins del grup de proteines Alfix tipus 1
PHD finger (Wei et al, 2009)*. Han trobat que sobreexpresant aquest gen, s'incrementa
I'activitat del peroxisoma. D’aquesta forma es redueix els nivells de H,0,, conferint certa
tolerancia a la salinitat. Aquest mateix grup ha treballat en la sobreexpressié de dos factors de
transcripcié de Soja (Glycine max) en Arabidopsis thaliana, el GmGT2-2A i GmGT-2B. Aquestes
Arabidopsis toleraven fins a sols amb una preséncia de 180mM de NaCl i sembla que és degut
a que incrementen I'expressié del gen DREB2A relacionat amb la ruta antioxidativa i del gen
RCI3 relacionat amb els peroxisomes (Zong-Ming et al., 2009)* Per tant, hi ha forca estudis
relacionats a trobar fenotips resistents o tolerants a la salinitat i a buscar els mecanismes

relacionats en la proteccid o en la desintoxicacio.

1.3.3.-Millores en espécies amb noves aplicacions

Altres caracteristiques apreciades en el fruit, poc tenen a veure amb I'alimentacié. Per
exemple, en el cas dels biocombustibles. L’us d’olis extrets de plantes, com Brassica oleracea,
Jatropha curcas, Simmondia chinensis (jojoba), son ampliament utilitzats per la industria basica
de la cosmetica, carburants, lubricants, plastics entre altres, per tant la optimitzacié d’aquestes
especies per la seva utilitzacié, és també un objectiu potencial per la recerca de millora
genetica. Recentment, aquest tipus de cultius, que temps enrere havien perdut interes, han
centrat I'atencié de nou. L’'encariment del petroli, o la necessitat de generar combustibles, més
sostenibles, han impulsat de nou I'ds d’aquest tipus de cultius. Sobretot la industria de
carburants, s’ha centrat en la elaboracié de biocombustibles a partir de blat de moro (Zea
mays), o arros (Oryza sativa), degut al seu baix cost i al seu relatiu rendiment. Un dels
principals problemes que es troba el motor diesel per utilitzar biocombustibles és la viscositat
elevada, que hi ha al pistd durant la compressié de la ignicid. Perd mitjangant una reaccio
quimica de transesterificacié via metanol supercritic aconsegueixen reduir la viscositat i fer
més fluid el combustible (Demirbaf 2002)*". Aquests estudis i altres, han aconseguir

perfeccionar la purificacié d’olis provinents de llavors (Huber et al., 2006)*, obrint les portes a
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la utilitzacio de llavors de Brassica napus, Glycine max, La millora en aquestes varietats esta
enfocada a l'obtencié de mutants que produeixin olis amb continguts especifics d’acids
grassos.

Totes aquestes caracteristiques desitjables en les noves espécies es poden aconseguir
utilitzant les noves tecnologies de que es disposa avui. Tot seguit farem un repas a les que
creiem que son més rellevants i que ens han dut a I'eleccié de la que s’utilitzara en aquest

treball.

1.4.-La millora genética vegetal en I’actualitat

Tal i com hem vist, els criteris seguits pels agricultors del neolitic han anat canviant en funcié
de les necessitats que anaven apareixent. El métode emprat per obtenir les varietats també ha
anat canviant aixi com el metode de cultivar aquestes varietats. La introduccié d’animals per
les feines de llaurar, la rotacid de cultius, la hidraulica pel regadiu, la fertilitzacié entre altres
han ajudat a obtenir millors rendiments de produccié. En aquest apartat ens centrarem en
com ha ajudat la ciéncia a seleccionar nous caracters i com la tecnologia ha permeés treure al

mercat noves varietats d’interées.

1.4.1.- Aplicacio de la genética classica en la millora genética

Durant els anys 50 i 60 davant la falta d’aliments i augment de poblacié per alimentar, alguns
paisos en vies de desenvolupament van buscar solucions a la poca productivitat dels seus
cultius. A partir de I'analisi de varietats de diferents regions es van generar hibrids més
productius, que combinats amb I'aplicacié de fertilitzants quimics i insecticides, van permetre
un increment molt significatiu de la producci6 mundial dels principals cultius. A aquest
fenomen mundial se I'anomena Revolucié verda i va comptar amb el treball conjunt
d’institucions publiques i organitzacions privades (Khush 2001)*

Per citar exemples, direm que a Méxic durant els anys 50 el Centre Internacional de Millora de
Blat i Blat de Moro (en angles CIMMYT) va comencar un nou programa de millora genetica per
tal de trobar noves varietats més productives en blat de moro (Zea mays) i que a la vegada
fossin més resistents a la sequera. En aquest mateix pais, van generar noves varietats per blat
(Triticum sp) i juntament amb I’Us de fertilitzants combinats amb pesticides que va permetre
quadruplicar la produccié de blat en 20 anys (Waines et al., 2007)*. Per altra banda, el
CIMMVYT va col:laborar amb Brasil i I'organitzacié Pirana State Cooperative per tal de generar

blat resistent a la toxicitat al I'alumini (Triticum sp). Aquesta col-laboracié va acabar generant
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unes varietats resistents a I'acidificacid del sol i a la toxicitat de I’alumini, que eren al cap de 10
anys, un 30% més productives que les velles varietats (Klush 2001)%®°. En altres paisos passa
qguelcom semblant. A Filipines I'institut de recerca de I'arros (IRRI) va desenvolupar una nova
varietat d’arros anomenada IR8 (IRRI 1967)*, que era semi-nana, a partir de les varietats Peta
(d’Indonésia) i Dee Geo Woo (Xina) (Spielmever et al., 2002)*. La utilitzacié d’aquestes noves
varietats incrementa la produccié d’altres paisos com la India i Xina. Aquests exemples situen a
la genetica en combinacié amb I’enginyeria agronomica com a artifexs de l'agricultura
moderna.

Actualment es cultiva de forma intensiva i extensiva les varietats de 3 especies; arros (Oryza
sativa), blat (Triticum aestivum) i blat de moro (Zea mays) que parteixen de varietats
millorades previament . Tal i com es pot veure en la taula 2 la produccid anual de I'any 2007 en
comparacié amb la produccid de I'any 1961 per les tres especies ens déna informacid en tones

metriques de la importancia d’aquests cultius i la evolucié que han seguit.

Produccio llavor (Tm) Produccio llavor (Tm)
Arrds 215-10° 660-10°
Blat de moro 205-10° 784-10°
Blat 222-10° 605-10°

Taula 2: Increment de la produccié total, de les tres espécies més importants a nivell mundial.
Dades provinents de FAOSTATY

Segons dades de la USDA"® cada cop hi ha un increment de produccié major, pero tot i que hi
ha un increment de la superficie conreada, el rendiment dels cultius es major. Per posar un
exemple, la superficie d’arros a nivell mundial I'any 1961 era de 115 milions d’hectarees en
comparacié a les 155 milions ha de I'actualitat, pero el rendiment ha passat de 1869 kg/ha a
4233 kg/ha a nivell mundial. L’alta adaptabilitat de I'arros, tot i necessitar grans quantitats
d’aigua per créixer i desenvolupar-se, I’ha fet que fos la segona espéecie més conreada del mon
amb una produccié mundial de 660 milions de tones metriques (FAQO) en una superficie de 155
milions d’hectarees dedicades a aquest tipus de cultiu. Per altra banda és una de les especies
més consumides del planeta amb un consum anual de 432 milions de tones (USDA 2009).

D’aquesta forma, la seleccid artificial ha anat incrementant el rendiment de les especies
d’interes pel consum huma, i ha influit no només en caracteristiques quantitatives, sind que
s’han modificat caracteristiques qualitatives, que han incrementat la seva adaptabilitat en
ambients molt diferents dels optims. Perd la millora genética en plantes va tenir un escenari

completament diferent, gracies a I'aveng de la quimica i la biologia, que marcarien els seglients
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passos a seguir. En els seglients apartats es descriuran aquests canvis i les noves tecnologies

utilitzades per la millora genetica de diversos cultius.

1.4.2.-De gen a fenotip. Contextualitzacio historica

Tal i com hem vist en anteriors apartats, la seleccid artificial ha estat un procés essencial per
I’adaptacid de plantes silvestres a plantes aptes pel cultiu huma. La domesticacio va implicar la
seleccid de certs fenotips en arees d’origen concretes i la seva introduccié en arees de
dispersid. Molts anys més tard, hi ha hagut una millora de les espécies vegetals domesticades i
introduides utilitzant el coneixement cientific. Aquest tipus de millores comenca amb Ia
comprensido del funcionament de les plantes a nivells més basics. El funcionament de
I’heréncia descobert per Mendel déna les premisses basiques per entendre com els caracters
es poden transmetre a les segiients generacions (Mendel 1966)*,. Mendel va treballar
observant el que passava amb certes caracteristiques visibles de dues plantes progenitores de
pésol (Pisum sativum) al creuar-les entre elles. Analitzant en la descendéncia el que ell va
anomenar com a caracters va descobrir que seguien un patré numéric. Aquests estudis van
permetre predir com es comportaria la transmissié de cert caracter sense encara saber el
mecanisme. El botanic Wilhelm Ludvig Johannsen estudia I’"heréncia de caracters entre plantes
i encunya el terme de gen, per definir el terme d’heréncia corresponent a una caracteristica a
la que es referia Mendel (Johannsen 1905)°. Defini genotip com aquell conjunt de
caracteristiques que componen a una planta o conjunt de gens. Anomena fenotip als resultats
visibles de la interaccid entre el genotip i 'ambient.

Posteriorment i gracies a estudis realitzats per Griffith, I'equip de Oswald Theodore Avery,
Colin McLeod i Maclyn McCarty van descobrir com una molécula era la responsable de la
transmissié de la informacié entre bactéries del génere Neumococcus (Avery et al., 1944)*,
Aguesta molecula responsable de la transmissid d’informacié era I'ADN. Kornberg fou el
primer en fabricar vida en un tub d’assaig (Watson 2003)%. L’equip de Kornberg va descobrir la
DNA polimerasa al 1958 i va copiar DNA a partir d’un filament patern i utilitzant la polimerasa
de E. coli (Lehman et al., 1958)°%. Perd foren Watson i Crick junt amb els estudis de Rosalind
Franklin i Maurice Wilkins els qui van trobar quina era I'estructura de la moléecula de la
transmissié d’informacié entre organismes (Watson et al., 1953)>*. Aquest conjunt d’estudis va
suposar un nou enfocament a la quimica de la vida, pero la genética avanga un pas més davant
les investigacions de Niremberg i Matthaei que descobriren el funcionament del codi geneétic

55 56

utilitzant RNA sintetic (Matthaei et al., 1962) . Es a dir, van relacionar la informacié¢ dels

triplets de mRNA i els aminoacids que formen la proteina.
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D’aquesta forma es va tenir una evidencia del cicle complet de mecanismes implicats en la
transmissié de la informacié entre organismes. La relacié quimica entre el gen (genotip) i el
caracter (fenotip) és produeix a través de les molecules de ADN i proteina. A partir d’aquest
punt, es va comencar a buscar el significat del DNA dels organismes. Molts investigadors es va
preguntar en que consistia la informacié geneética que contenen els organismes. Comenca la
era de la gendmica amb el primer gen que es va conéixer completament la seva seqiiéncia. Fou
el gen de la cua del bacteriofag MS2 descobert per I’equip de Fiers (Jou et al., 1973)*" i quatre
anys més tard el mateix equip seqliencia completament el genoma en RNA del bacteriofag
MS2 (Fiers et al., 1976)®.

Durant aquells anys, Herb Boyer i Stanley Cohen, comencen a treballar amb el que més
endavant seria conegut com la tecnologia del DNA recombinant. A partir d’enzims de restriccio
Herb Boyer, era capag de tallar i empalmar fragments de DNA. Aplicant aquesta técnica als
plasmids de Stanley Cohen, van ser capacgos d’introduir fragments de DNA de granota dins d’'un
plasmid de Escherichia coli (So et al., 1976)>°. Aquest tipus de tecnologia seria molt util per la
investigacio de tot tipus d’organismes, per tal de poder replicar material genétic. Aquest
descobriment va permetre produir sinteticament insulina humana mitjangant la tecnologia
recombinant . Fou una de les primeres utilitats comercials que integra tot el coneixement de
més de quasi 100 anys de ciéncia de la genética (Boyer 1981)%.

S’ha d’esmentar la técnica de la reaccidé en cadena de la polimerasa com una de les técniques
que més han ajudat en la genomica, , descoberta inicialment per Klepple (Klepple et al.,1971)"*
perd millorada i patentada per Karl Mullis (Mullis et al, 1985)%. Aquesta técnica permet
obtenir grans quantitats de DNA a partir d’una quantitat menor, essent molt Gtil com a técnica
de biologia molecular en la identificacid i classificacid de virus i bactéries, en la identificacié de

gens i com a complement de moltes altres técniques (Barlett 2003)%

Altres tecniques i noves metodologies van ajudar a entendre la informacié continguda en els
gens de diversos organismes. D’aquest mode, va aparéeixer un metode per la seqlienciacié de
DNA (Sanger et al., 1977)% descobert pel grup de Fred Sanger, Walter Gilbert, i Allan Maxam,
que un cop automatitzat fou ampliament utilitzat permetent avangar en el camp de la
genomica.

La seqiienciacié automatitzada combinada amb la informatica va permetre posteriorment la
computacid de moltes seqliencies de grups diversos i generar les bases dels primers bancs de
dades a escala global, per tal de compartir la informacié entre tots els grups (com per exemple
el NCBI al 1988). Utilitzant varis d’aquests seqlienciadors automatics es va poder seqlienciar

completament el genoma huma a principi del segle XXI entre altres genomes (IHGSC 2000) &
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(Venter et al, 2000)®. L’any 2000 un equip multidisciplinari aconsegueix completar la
sequencia d’'una planta, I’Arabidopsis thaliana amb els seus 5 cromosomes (Arabidopsis
genome initiative 2000)*” i 5 anys més tard apareixia la sequéncia completa d’un altre
organisme amb un interés molt gran al ser la segona planta més productiva del planeta, I'arros
(International Rice Genome Sequencing Project 2005)%.

La sequienciacié del DNA ha suposat un avenc en la investigacié biomedica, com en molts altres
camps. El mateix 2005 va apareixer una altra técnica basada en la piroseqilienciacié 5’ en pous
de picolitres, que ha revolucionat la investigacio en genética. L'equip de Rothberg va dissenyar
una técnica, que ha aconseguit augmentar la velocitat de seqlienciacié de 400-600 Mbp
(Megabases) en 10 hores permetent seqlienciar genomes en un sol dia, com les 580 kbp de
Mycoplasma genitalium (Margulies et al, 2005)*. Aquesta técnica permetra en un futur
sequenciacions personalitzades molt utils en medicina.

Totes aquestes tecniques han permes que la genética molecular sigui la cieéncia que estudia el
comportament molecular dels processos relacionats amb els gens a nivell d’ estructura i
funcid. La integracié de tot aquest coneixement i I'aplicacié de les tecniques d’analisis i
manipulacié molecular ha obert una nova possibilitat en la generacié de noves varietats com

es comentara a els progressius apartats

1.4.3.-Forward Genetics

Segons la definicié de Enciclopaedia, Forward Genetics, és un tipus d’aproximacié en geneética
que te com a finalitat identificar el gen que genera una funcié particular partint d’un fenotip
(2009)°. Hi ha la possibilitat d’identificacié d’un gen que controla una funcié particular, a
partir d’un fenotip mutant. Els mutant aporten pistes sobre funcions controlades
geneticament aixi com marcadors genétics que indiquen la regié del genoma que conté el gen
responsable. Alguna de les técniques utilitzades, fou el clonatge posicional, que consistia en
aillar i clonar un gen a partir d’una proteina (relacionada per exemple amb alguna malaltia). La
tecnica consisteix en generar marcadors genétics sense tenir informacié prévia i generar
sondes amb les quals podrem utilitzar-los per trobar el gen dins d’una llibreria genética per
exemple. Amb aquesta técnica s’ha trobat en gens responsables diverses malalties com la

72 73 74

Corea de Huntington (Gusella et al., 1983)"" o la fibrosis quistica (1989) o la ataxia de

Friedreich ”
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Una altra técnica emprada fou la generacié de llibreries de DNA, técnica que consisteix en
generar una col-leccié de fragments de DNA que representa a tot el genoma d’un organisme
en concret i insertar-lo dins de molts . Aquesta llibreria facilita el garbellat i I'aillament d’un
gen en particular (Maniatis et al, 1978)° Les llibreries de DNA eren creades mitjangant
fraccionament a partir d’enzims de restriccid o per méetodes fisics. Els fragments son insertats
dins de plasmids en cél-lules i posteriorment congelats. Cada gen individualitzat en la llibreria
és identificat mitjancant hibridacio tipus Southern blott o bé mitjancant Western Blott en cas
que sigui el producte de I'expressioé d’un gen.

Hsiao i Carbon van desenvolupar una altra técnica utilitzada en forward genetics és
I'anomenada “chromosome walking “, que consisteix en generar un mapa fisic per tal de
seleccionar clons pertanyent a llibreries de DNA que continguin regions de solapament
contiglies i reconstruir I'ordre dels gens al llarg del segment del cromosoma (Hsiao et al,
1979)"". Per tal de poder-ho fer, es parteix d’'un marcador molecular per tal d’identificar els
gens adjacents fins a trobar el gen interessant. El clon inicial era fragmentat i cada fragment
era clonat dins d’un plasmid per ser utilitzat com a sonda per identificar la seqiiéncia on
hibridava o amplificat per PCR. A partir d’aqui, s’utilitzava el producte com a sonda en una
llibreria i s"amplificaven fragments que eren seqiienciats. Mitjangant el solapament de les
sequéencies adjacents era seqlienciat el fragment major fins identificar la seqliéncia del gen.

Com més proxims al gen d’interés estiguin els marcadors moleculars, abans s’hi arribava.

El mapeig genetic és un altre tipus de genética Forward que consisteix en situar sobre el
cromosoma els diferents fragments identificats a partir d’una llibreria genetica.

Hi ha varis tipus de mapes fisics diferint en escala i detall, com per exemple la tincié de bandes,
gue serveix per generar mapes citologics i per establir patrons que serviran per detectar les
grans anomalies com les delecions cromosomiques. Altres técniques son els mapes tipus
contig, que solapant la informacid provinent de llibreries es pot completar la informacio
cromosomica (Botstein et al., 1980)’® Durant aquest periode de temps concret, tal i com ho
descriu Michael R Culbertson, fou una “navegacié sense mapa de carretera”, ja que s’anaven
trobant mutants fenotipics en diverses espécies, perd sense saber res sobre el seu genotip
(Culbertson 2007)"°. Poc a poc es va anar estudiant la posicié que els gens ocupaven dins dels
cromosomes, a través de les freqiéncies de recombinacié, mapeig, QTL. Les noves tecniques
com la Reaccié en Cadena de la Polimerasa (Mullis 1983), o finalment la seqlenciacié d’una
espécie com Arabidopsis thaliana (Arabidopsis Genome Initiative 2000)*° va permetre la

identificacié de molts gens i relacionar certs fenotips en altres espécies.
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Forward genetics

Tecniques per la recerca de gens

Llibreries de DNA

BAC’s) (YAC’ M i oti
Clonatge posicional (BRCH/ lincs) apeig genetic

De proteina a gen

Hibridacio (QTL+marcadors)
Southern Chromosome Walking

Insersié per
Transposo

Figura 2: Resum de les tecniques emprades en Forward genetics, per identificar un gen.

1.4.4.-Genética reversa

A mesura que les tecniques de biologia molecular es perfeccionaven i es feien més accessibles
a més grups de treball, van apareixer més estudis incrementant el coneixement dels gens i la
seva funcid. La seqienciacio, va permetre identificar aquells gens que generaven fenotips
mutants aixi com completar els genomes de diversos organismes. Gracies a les llibreries,
genoteques i les tecniques de seqilienciacid per gels d’acrilamida van permetre identificar els
nucleotids que constituien la seqliencia basica de cada gen. Tot aquesta informacié es va anar
dipositant en grans bancs de dades per poder compartir entre els diferents grups de treball.

La genetica reversa utilitza la informacié acumulada en bases de dades, per tal de trobar el
funcionament dels gens i per I'establiment sistematic de la relacié gen-fenotip de gens de
seqiencia coneguda mitjancant la inactivacié o modificacié de I'activitat del gen en qlestid.
En la figura 3 es resumeixen algunes de les técniques emprades per tal de trobar la relacié
entre fenotip i genotip.

La inactivacid es pot aconseguir de diferents formes, aleatoria (mutagenesis insersional, quimic
o de radiacid) o dirigit (RNA d’interferéncia, recombinacié homologa). Les aproximacions
aleatories, a mes a mes, requereixen el desenvolupament de métodes identificacié de les

posicions dels canvis introduits.
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Reverse genetics

Tecniques utilitzant informacio sobre els gens

Deteccid de mutacions
Enzimatica,
quimica, Microarrays
fisica

Seqlienciacio

Figura 3: Conjunt de técniques emprades en Reverse Genetics, a partir del coneixement previ del gen a
estudiar .

1.5.-Tecniques per incrementar la variabilitat genética

La variabilitat genetica és la mesura de la tendéncia dels genotips individuals en una poblacid,
a variar d’una altra. Es diferencia de la diversitat genética, en que és la quantitat de variacié
apreciada en una determinada poblacié. La variabilitat d’'un caracter descriu com aquest
tendeix a variar en resposta a les influéncies genétiques i a 'ambient (Yale University 1995) &,

Per als estudis en geneética, sovint, s’ha d’alterar el fenotip per tal d’indagar en el
funcionament d’'un gen. Per tant, s’incrementa la variabilitat genetica utilitzant diferents

tecniques, ja que d’una altra forma, es necessitaria molt temps, o fins i tot seria poc probable.

1.5.1.- Creuament natural com a font de variabilitat genética

Tal i com s’ha explicat en aquesta introduccid anteriorment, els creuament naturals entre
diferents varietats d’una espécie han introduit gens que han aportat caracters que han estat
utilitzats per I’home des dels principis de I'agricultura. Un exemple d’aquests és la introduccié
del gen tb1 en des de teosintle a les diverses varietats de Zea mays (Doebley et al., 1990)° de
la mateixa forma que el caracter de coloracid del gra d’arros, on el gen Rc es va distribuir en
altres poblacions (Sweeney et al, 2007)" El creuament natural o artificial entre diverses

varietats és una font molt important per estudiar els gens. L'estudi entre la distribucié d’un
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caracter entre la descendéncia s’ha estudiat per localitzar un determinat caracter i mapejar-lo
(QTL). Aquests estudis han permes localitzar marcadors genetics que han servit posteriorment

per acotar I'estudi d’un gen i localitzar-lo fisicament sobre d’'un cromosoma.

1.5.2.-Mutagenesis insersional

La técnica consisteix en el disseny d’un fragment de DNA que salta de forma aleatoria dins
d’un altre gen, o ens les proximitats d’aquest eliminant la seva funcid, a través d’interferir en la
seva expressio. La insercid de un fragment de ADN dins d’un gen no sols afecta a la seva funcio,
sind que permet la identificacié de la regié on s’ha insertat. Els element transponibles foren
descoberts per Barbara McKlintoch que va estudiar com es comportava I’herencia del caracter
del color dels grans de blat de moro (McKlintoch 1950)%>. McKlintoch investigava el
comportament anomal d’aquest caracter, ja que no seguien els patrons mendelians d’heréencia
de caracters. Va descobrir que uns elements mobils eren els responsables del canvi de patré
de coloracid de les llavors al insertar-se dins dels gens responsables de la coloracié de les
llavors (McKlintoch 1953)%. Les aplicacions d’aquest descobriment encara van tardar forca

temps en apareixer.

No fou fins que I'equip de Martin comenga a treballar amb elements transponibles per tal
d’identificar el locus del gen pallida en Antirrhinum majus (Martin et al., 1985)*. Utilitzant el
transposd Tam3 I'equip de Martin va generar unes linies de Antirrhinum amb mutacions en el
gen pal. A partir d’aqui i mitjangant aquesta téecnica d’etiquetatge anomenada, transposon
tagging van aconseguir una seqiiéncia parcial del gen pal (Coen et al., 1986)® a partir de

clonar-lo i seqiienciar-lo.

L'equip de Benzer il’equip de Goodwin van desenvolupar un métode que permetia identificar
un sol individu mutant utilitzant la insercié d’un element transponible en un gen donat en una
poblacié de centenars de mosques (Ballinger et al., 1989)% i (Kaiser et al., 1990)*’. Sabent la
sequencia del gen a estudiar i la seqliéncia de I'element transponible, es possible dissenyar un
garbellat per PCR que tan sols amplifiqués un producte especific del gen quan el transposd
quedi insertat dins. Utilitzant un cebador especific del gen i un d’especific del element
d’insercié es podria detectar si s’ha insertat correctament dins del gen i per tant, desactivant la

seva funcié (Koes et al., 1995)%.
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La mida del producte d’amplificacié indicara la distancia del primer del gen i la posicié de la
insercid. Aquesta técnica permet trobar fins i tot els transposons que s’han insertat dins
d’introns (és a dir mutacions silencioses), perqué la deteccié es fa exclusivament a nivell
genotipici pot realitzar-se fins i tot si la mutacié es heterogenia i no depen del fenotip.

Un pas mes endavant en la tecnologia es la eliminacié del Us del cebador del gen especific:
amplificant tots les seqliéncies flanquejants dels elements de insercid en una poblacié,

utilitzant només cebadors d’aquest i potser un cebador corresponent a un adaptador.

Una altra varietat d’aquesta tecnologia, és |'activation tagging, que consisteix en insertar un
fragment de T-DNA mitjangant una bactéria, que conté un promotor molt potent.

A partir d’aqui, es podia sobreexpressar tot alld que estes darrera del promotor “de novo” per
tal d’estudiar el seu efecte, i identificar-lo a la vegada (Sluys et al., 1987)%. L’equip de Koncz
(Koncz et al., 1989) per altra banda va perfeccionar la técnica transformant call d’Arabidopsis
i insertant un promotor de virus junt a un gen de resisténcia a la higromicina, per tal de

seleccionar aquelles plantes que havien introduit I'insert.

La tecnologia de la insercié d’elements transponibles tipus “activation tagging” es va utilitzar
per generar una gran quantitat de mutants en una poblacié d’Arabidopsis (Weigel et al., 2000)
L (Alonso et al 2003)”, generant una altra eina per poder indagar en el coneixement i el
funcionament dels gens, a partir de la seva desactivacié, com a aproximacidé en la genética
reversa. Detectant el canvi d’expressio de les plantes mutants respecte a un control mitjancant
un chip de DNA, es van descobrir varies funcions i interaccions entre gens, anteriorment
desconegudes. Posteriorment altres grups han utilitzat la mateixa técnica , aplicada a altres
espécies, com l'arros (Jeong et al., 2002)* o la civada (Ayliffe et al., 2007)**, trobant gens
mutants relacionats amb la biogénesis i el desenvolupament vegetal, tot i que focalitzen
I'atencié en el funcionament de gens relacionats amb la produccié de llavors, o en el

funcionament gens responsables d’omplir de midé el gra.

L'aveng en tecnologia, ha permeés fusionar diverses técniques, per tal facilitar la identificacié
de gens. Tal i com comentaven anteriorment, es pot detectar el gen on s’ha insertat un
transposo a partir de I'amplificacié de la regié coneguda del transposé.

Winterberg i Reznikov, (Winterberg et al., 2007)* van establir el protocol per rastrejar
llibreries mutades mitjancant I'Us de microarrays. Aquest equip van generar una poblacio
mutant d’Escherichia Coli en la soca K12, mitjancant un transposé que feien saltar dins del

genoma per generar una poblacié mutant d’aquesta soca. A partir d’aqui comparaven les
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soques mutants fent-les créixer en un medi selectiu contra soques que creixien en medis rics.
Per altra banda, van poder estudiar els transcrits in vitro a partir del promotors T7 que
portaven els transposons. Aquesta nova téecnica va permetre generar i estudiar una poblacio

mutant, a nivell de genodmica i de transcriptomica.

L’equip de Tanaka (Takabatake et al., 2008)*® ha treballat mitjancant la fragmentacié de DNA
amplificant DNA de linies de ratoli fent un mapejat genomic complet, buscant elements
transponibles amplificant DNA fraccionat i marcant-lo amb Cianidina Cy5 i Cy3 per tal de
detectar-lo en micromatriu de DNA i han aconseguit localitzar les regions on s’inserten els IAP
(particula intracisterna A). Mitjancant la fragmentacié i amplificacido selectiva (primers
degenerats) i rescat per biotina, seleccionaven fragments que posteriorment, hibridaven per

micromatriu de DNA.

Per altra banda, Gerats and Maes, van implementar una técnica per garbellar més quantitat
d’individus utilitzant poblacions mutants i a partir de sondes individuals marcades, o marcant
els fragments flanquejants i hibridant no tan sols una, sind milers de sondes organitzats en
micromatrius de ADN. (Maes et al., 1999)°” Aquesta técnica permet garbellar un gran nombre
de pools ja que es diposita el DNA de pools en una matriu on si existeix un mutant es detectara
simultaniament en I'analisi d’ordenades i en I'analisi de coordenades, sabent la posicié exacta
del pool. A partir d’aqui es pot analitzar en concret el pool per identificar individualment el

mutant.

Una extensié d’aquesta técnica seria la recent combinacié de la insercid de fragments i la
seqlenciacié d’dltima generacié (454 Life science) que s’ha realitzat en petlnia
(Vandenbussche et al., 2008)%®. L’equip de Gerats i Vandenbussche van generar una poblacié
de mutants en Petunia sp utilitzant I'element transponible dTph1. Utilitzant una estrategia de
garbellat multidimensional de pools de DNA (Maes et al., 1999)” i la piroseqiienciacié van
localitzar la planta mutant per a cada gen desactivat. Aquesta nova tecnologia permetia
generar i localitzar un individu en concret dins d’'una poblacié mutant .

La tecnologia de la mutagenesis d’insercid ha servit per descobrir una gran varietat de gens
mutants amb informacié molt important, és a dir, com a técnica per descobrir gens ha estat
molt Util tot i que no és pot utilitzar per tal de generar una varietat comercial ja que conté
inserts transgenics. A més a mes, esta limitat a aquestes especies que contenen un element

mobil conegut o que son facils de transformar amb agrobacteri.
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1.5.3-La Transgénia

Aquesta técnica molecular permet introduir una caracteristica desitjable dins d’'una espécie
gue mai abans I’havia presentat. Aquesta tecnologia utilitza eines de biologia molecular que
permet la manipulacid i transmissid de gens entre espécies. L’equip de Schilperoort (Marton
et al., 1979)*° va comencgar a treballar en cél-lules de Nicotiana tabacum amb el plasmid Ti
(tumor inducer) d’Agrobacterium thumefasciens, desgranant els gens que estaven relacionats
amb el seu mode d’infeccid. Van descobrir que hi havia una forma de transmetre gens dins de

la planta utilitzant un estadi cel-lular no diferenciat anomenat call.

La idea basica de la transgenia, és la introduccié de gens forans, amb promotors I'alta
expressido per tal que les cel-lules, i posteriorment, els teixits desitjables, expressin una
proteina en concret. Perd per tal d’aconseguir aquesta fita, s’ha de tenir en compte molts
aspectes previs. Durant els anys 80 varis grups en diferents llocs i quasi al mateix temps van
treballar en la insercié de gens de bactéria en cél-lules vegetals, com gens de resisténcia a
antibiotics com la neomicina (Fraley et al., 1983)'® (Bevan et al., 1983)'*" o el cloramfenicol

(Herrera-Estrella et al., 1983)'%

A partir d’aquests descobriments es va veure les possibilitats que oferia insertar gens dins de
plantes, sobretot en les monocotiledonies, ja que en aquest grup pertanyen les espécies més

103

conreades del planeta. El grup de Schilperoort (Slogteren et al., 1984)"" van treballar amb les

monocotiledonies Narcisus sp i Chlorophytum sp, i per altra banda el grup de Van-Montagu

(Hernalsteens et al., 1984) '

van treballar amb Asparagus officinalis.

El principi basic de la transgénia consisteix en trobar el gen diana, que codifica per una
proteina Unica, que s’associa a un Unic procés. Aquest gen s’inserta dins d’un plasmid bacteria
modificat que conté un promotor actiu (d’origen viric) que modulara I'expressié de la proteina
a nivell de teixit i regulara també el temps que s’expressara. Generalment s’utilitzen promotors
constitutius per tal d’expressar la proteina en tot moment. A més a més, conté un gen de
seleccid del plasmid que codifica per un gen de resistencia a un antibiotic, que s’utilitza per tal
de seleccionar aquells vectors que han incorporat el gen d’interés. Per altra banda, també
conté un gen de resisténcia a un antibiotic, que servira per seleccionar aquelles cel-lules
vegetals que hagin incorporat el gen d’interes. Normalment apart, d’aquests gens, també
s’inclou un gen que reacciona a proves histoquimiques, o bé un gen de fluorescéncia com la

GFP per tal de localitzar in vivo la incorporacié del gen d’interes.
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195 'any 1996, a generar el primer

Tots aquests estudis van portar a I'empresa Monsanto
organisme vegetal modificat de tipus comercial, la soja (Glycine max) Roundup Ready resistent
al herbicida glifosat. El mateix any, CIBA seeds (ara Novartis) comercialitza el blat de moro
(Zea mays) KnockOut i NatureGard amb el gen Bt (CrylAb). L’any 1997 Monsanto anuncia que
comercialitzara el blat de moro (Zea mays) Bt-Xtra amb el gen de la toxina Bt (CrylAb). El
mateix any apareix Liberty Link, un blat de moro (Zea mays) amb un gen de resisténcia a
glufosinat-amoni desenvolupat i comercialitzat per AgrEvo'®. La mateixa empresa
comercialitza I'any seglient el Star Link, un blat de moro amb el gen de la toxina Bt Cry9C.

Actualment, aquest tipus de millora genética, és ampliament utilitzada comercialment a Asia i

a America, tot i que en la resta del mdn genera controversia a la poblacid.

1.5.4.- La cossupressio, RNA supresor antisentit, siRNA i miRNA

Els estudis de Izant i Weinttraub sobre la supressié de la transcripcié utilitzant RNA antisentit
van demostrar la possibilitat de interrompre de forma reversible, I’accié d’un gen (lzant et al.,
1984)'”". Melton va aplicar RNA antisentit per tal d’inhibir I'expressié in vivo d’'un mRNA
cél-lules in vivo (Melton 1985)'® . A partir d’aquests estudis es va demostrar que I'aplicacié
d’aquesta tecnologia tenia moltes possibilitats en diverses arees, sobretot en medicina. Holt va
sintetitzar un RNA antisentit en linies cel-lulars tumorals de ratoli (3T3) (Holt et al., 1986)'

Aquest era alliberat en I'organisme i al unir-se al RNA, es genera un hpRNA (hairpin RNA), un
complex del propi organisme, que degrada I'RNA a mesura que es transcriu, inhibint la funcié
d’aquest. Tot i [I'eficacia d’aquesta técnica, continua essent impossible d’utilitzar-la
clinicament, per combatre el cancer, degut al mode de penetrar dins de I'organisme (Dias et
al, 2002)""° Tot i aixd, aquesta técnica ha estat ampliament utilitzada en varis camps

1 on aquest tipus de

d’investigacié com a eina d’analisis de la funcié genica (Kusaba 2004)
RNA antisentit, és un regulador transcripcional forca comd en mamifers (Katayama et al.,
2005)"*

11 . .
)'** va descobrir per casualitat que les

Per altra banda, I'equip de Jorgensen (Napoli et al., 1990
seves flors de Petunia sp quimeriques, presentaven variegacions estranyes. Jorgensen volia
sobreexpressar el gen de la Xalcona sintasa per tal d’incrementar la intensitat de coloracié de
les flors, pero en comptes d’aixo va aconseguir desactivar reversiblement el gen d’algunes de
les cel-lules dels pétals. En comptes de tenir plantes amb flors de color, tenia flors de color

magenta/violeta amb traces blanques. A aquest fenomen el van anomenar cossupressio i el

seu efecte era degut a RNA antisentit degut a les duplicacions i inversions del constructe
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insertat. El seu estudi va determinar que I'efecte de la cossupressié depenia de la distancia del
gen insertat al gen homoleg. Per altra banda i quasi al mateix temps, I'equip de van der Krool
van observar en Petunia la cossupressio dels gens degut a la sobrepressio (Van der Krool et al.,
1990)***. Van detectar una reduccié significativa de mRNA i que aquest és el motiu per la
disminucié de pigmentacié en les seves flors. Per altra banda, estudis realitzats amb tabac
suggereixen que el grau de cossupressid esta correlacionat amb la metilacié (Ingelbrecht et

al., 1994) .

Posteriorment I'equip de Dennos treballaren en la supressié de la Metil transferasa (MET1)

Y8 van infectar i segregar

mitjangant un RNA antisentit en Arabidopsis (Finnegan et al., 1996)
la descendéncia, i fins i tot les plantes que no contenien el constructe (i no expressaven
I'antisentit) tenien problemes de creixement, aixi com d’infertilitat. Amb aquesta técnica es va
demostrar que durant la meiosi la metilaci6 de cisteines és fonamental pel correcte
desenvolupament de la planta. En animals, fou I'’equip de Mello els que van demostrar que la
resposta inhibitoria era major, si injectaven doble cadena de RNA, és a dir, els efectes podien
ser majors amb menor quantitat de RNA, i fins i tot en la segiient generacié (Fire et al.,
1998)'". Perd no fou fins al 1999, en que Hamilton i David Baulcombe van descobrir que
I'accié de un RNA de 20-25 nucleotids (anomenat posteriorment siRNA), podia actuar inhibint
la transcripcié de RNA (Hamilton et al., 1999)"%. El siRNA prové d’un dsRNA (RNA doble
cadena) que és processat per la Riboendonucleasa Il (DICER) i amplificat per la RARP (RNA-
dependent RNA polimerasa) formant petits siRNA de doble cadena. Aquests son separats entre
la cadena complementaria del siRNA i la cadena passatgera que sera degradada. La cadena
complementaria siRNA s’uneix a la proteina AGO (Argonauta) dins del complex RISC (RNA-

induced silencing complex), que reconeix el mRNA a silenciar. Es la proteina DICER del complex

RISC, la que tallara el mRNA a silenciar (veure Figura 4).

L’aplicacié d’aquesta tecnica implica generar plantes transgéniques que expressin un repressor
de la traduccié com el que ha fet I'equip de Polverari que ha dissenyat un dsRNA, per tal
d’inactivar el gen ihprolC-PP197 , que confereix resistencia a la planta Nicotiana benthamiana
al virus Plum Pox (familia Potyviridae) (Pandolfini et al., 2003)". Aplicant el coneixement
sobre la inactivacié post-traduccional van crear una resposta de siRNA contra el gen de
resisténcia ihprolC-197 en Nicotiana benthamiana, de tal forma que al infectar la planta amb el
virus, es generava una resposta de resistencia al virus, que era bloquejada pel siRNA, resultant
infectada la planta. D’aquesta forma van poder demostrar que la resisténcia era degut a

aquest gen en concret. Recentment, un grup de Nova Delhi, ha aconseguit bloquejar la
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maduracié de fruits de tomata, permetent que aguantin fins a 45 dies més que el control. Han
sintetitzat un constructe amb que codifica per dos siRNA, bloguejant una a-manosidasa i una
B-D-N-acetilhexosaminidasa, reduint considerablement la maduracié al retardar la formacié de

etile en fruit (Meli et al., 2010)**°.

RNAI ﬁ SiRNA ﬁ miRNA a
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Figura 4: Diferents tipus de RNA d’interferéncia depenent del seu origen i de la seva funcié:

1.-RNAi monocatenari que es complementa amb un mRNA produit per la cél-lula, formant un dsRNA que
degradara la Riboendonucleasa Il (DICER). 2.- siRNA (small interference RNA), a partir d’'un dsRNA es
digereix i posteriorment s’amplifica mitjangant la polimersa RdPR. Posteriorment s’elegeix la cadena
complementaria que s’unira al complex RISC i la cadena passatgera sera degradada. 3.-miRNA
(microRNA). A partir d’'una cadena simple de RNA que es plega com a pri-mRNA i mitjangant les
proteines Drosha i Pasha el RNA madura fins a pre-mRNA. La Riboendonucleasa DICER ho talla en
fragments per tal d’obtenir la cadena complementaria que s’unira al complex RISC.

4.-Els RNA interferent s’uneix a la proteina Argonauta AGO i junts reconeixeran el mRNA diana i
mitjancant la riboendonucleasa Il (DICER) del complex RISC bloquejaran la traduccid del missatger,
degradaran el mRNA o bé actuaran a nivell de genoma, metilant les histones i modulant I'accés de les
polimerases al DNA.

RNAi: RNA interferéncia; siRNA (small interference RNA); miRNA: micro RNA; DICER: Riboendonucleasa
IIl; RARP: RNA-dependent RNA polimerasa; ssRNA: Single strand RNA (RNA cadena simple).; dsRNA:
double strand RNA (RNA cadena doble); pri-RNA: RNA primari; pre-RNA: RNA precursor
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Un altre tipus de silenciament, és el de tipus miRNA. Aquest tipus de mecanisme de control de
la traduccié fou descobert I'any 1993 en Caenorabditis elegans per I'equip de Ambros i Lee
(Lee et al., 1993)™. La diferéncia amb el siRNA es degut a que parteix d’un pri-mRNA, és a dir,

un RNA missatger que es processa un d’una forma diferent, perd el mode d’accid és el mateix
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gue en siRNA. El micro RNA és un tipus de RNA de 25-30 nucleotids que te la capacitat de parar
la traduccio (disgregacié dels Ribosomes), degradaciéo durant la formacié de la proteina,
degradacié de la proteina durant la traduccid, inhibicié de I'elongacié durant la traduccié

modulant I’accié dels gens (Eulalio et al., 2008) **

Es creu que aquest tipus de control de Ia
traduccié del mRNA és molt més important del que es creia abans. En plantes, hi han
nombrosos estudis en que busques diverses seqliencies per tal de coneixer el funcionament i

la modulacié del miRNA en Arabidopsis (Llave et al., 2002)'*

En humans, és fonamental el saber com es regulen i com actuen els miRNA ja que estan
relacionats amb diversos tipus de cancer. S’ha demostrat que I’existéncia de clusters
anomenats “regions fragils”, on hi ha molts gens relacionats amb el cancer, apareixen
sequencies que codifiquen per moltes varietats de miRNA, de forma, que sembla que actuen
com a oncogens (Calin et al., 2004)'** (Joo Lee et al., 2008) *** i que estan relacionats amb la

metastasis (Weinberg et al., 2008'*° , Jiang et al., 2008)**’

1.5.5.-La Mutagénesis quimica

La mutagenesis és un sistema no dirigit d’introduccid de canvis genetics generats per
substancies quimiques o bé per ones energétiques. Ampliament utilitzada en els origens de la
genetica, sobretot per tal d’identificar els gens que generaven certs fenotips. Durant aquests
anys es va descobrir que els Raig X podien induir mutacions en Drosophila i conseqlientment
generar una poblacié de mutants per tal de comprendre el funcionament dels cromosomes i
del gens (Muller 1927)*?%. Stadler utilitza la combinacié de Radi i de Raig X (radiacions d’ona
curta) per tal de generar una poblacié d’ordi mutant (Stadler 1928)'* i observar com
segregaven les mutacions a la descendéncia. Posteriorment hi van haver molts altres estudis
utilitzant la radiacié com a agent mutagenitzant com els estudis de Bryson and Davidson on
van treballar amb raigs UV en Escherichia coli per trobar mutants resistents a fags (Bryson et
al., 1951)**.

Durant els anys 50 hi van haver molts estudis sobre |'efecte de diversos composts quimics
sobre els organismes, com I'estudi de Krieg sobre I'efecte del Etil metanosulfonat en la
reversié de la capacitat infectiva del bacteriofag T4 (Krieg 1963)™'. Durant aquests any, altres
estudis encapcalats pels doctors Puk i Paovan comencar a experimentar amb diferents
composts quimics com la 5-Bromodeoxyuridina que eren Utils per generar mutacions en

poblacions de cél-lules animals de ratoli (Puk et al, 1967)"? o els estudis de Oeschger i
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33 Russel va utilitzar el N-ethyl N-

Hartman amb ICR en Salmonella (Oeschger et al., 1970)
Nitrosurea (ENU) per mutagenitzar espermatogonis (cel-lules germinals de ratoli ) on va
observar que tenia un efecte mutagenic 5 cops major que la dosi més efectiva de raig X (Russel
etal., 1979)",

Posteriorment, durant els anys 60 i 70 es van fer molts tests per tal d’identificar diferents tipus
de composts quimics susceptibles de ser mutagénics. El grup de Oeschger van observar que
els mutagens generaven mutacions en determinades regions amb més freqiiencia que en

altres (Oeschger et al., 1970)'*

. Les van anomenar Hotspot (regions calentes) com les zones
amb més freqiiencia de recombinacié durant la meiosis de les eucariotes. El grup de Ames, va
desenvolupar un test per tal de poder comparar diferents composts i determinar el seu
potencial carcinogénic comparant varies soques de Salmonella typhimurium en que algunes
tenien danyat el sistema de reparacié d’errors, o tenien danyada la capa de lipoproteines de la
membrana. Comparant diferents composts quimics, es va poder observar com aquests
penetraven dins de la cel-lula i com danyaven el seu material genétic en funcié de la seva

capacitat de reparar els errors (Ames et al., 1973)"°.

Durant els anys 70 Carlson comenca a treballar en mutagénesi de cultius cel-lulars de plantes
de tabac (Nicotiana tabacum) amb el compost quimic, 5-Bromo Deoxiuridina (BUdR) (Carlson
1970)"’. Aquest compost s’incorporava al DNA en comptes de la Timidina i reaccionava a la
llum visible, per tant matava les cel-lules que s’estaven reproduint. D’aquesta forma feia
créixer les cel-lules en un medi que fos deficient per un nutrient i al afegir la BUdR feia una
seleccid, ja que el compost matava les cel-lules que no eren auxotrofiques per aquest nutrient
al dividir-se. Carlson utilitzant un sistema similar obté mutants resistents a un compost
segregat per la bactéria Pseudomonas tabaci, que és un analeg de la metionina (metionina
sulfoximina o MSO) (Carlson 1973)'*. En aquest cas va treballar amb el mutagen etil
metanosulfonat (EMS), per seleccionar plantes resistents al MSO. Renee Sung va utilitzar
cultius en suspensié de protoplasts de soja (Glycine max) per mutagenitzar-los amb EMS i
cultius de pastanaga (Daucus carota) mutagenitzats amb nitrosoguanidina (NTG) i estudiar les
dosis correctes per tal que les cél-lules fossin resistents a la cicloheximida o al fluorouracil
(Sung 1976)"*°. L’equip de Christianson i Chiscon (Christianson et al., 1978)'*° van treballar en
mutagénesis de cél-lules haploides provinents de cultius d’anteres en tabac (Nicotiana
tabacum) per generar cel-lules resistents a 3 analegs d’aminoacids (s-aminoetilcisteina,
metiltiptofan i etionina, en comptes dels aminoacids essencials lisina, triptofan i metionina).
Van utilitzar com a mutagens la nitrosoguanidina (NTG) i com a agents contra-seleccié fou

radiacio UV. Tal i com es pot observar en la majoria d’estudis d’aquesta epoca es seleccionava
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les mutacions mitjangant un agent contra seleccionador. Per una banda es generava una
poblacié de mutants utilitzant un mutagen i despres s’exposava les cel-lules davant I'agent al
qgual havien de sobreviure. Aquest tipus d’aproximacid poc a poc va anar canviant a mesura
gue va apareixer tecnologia necessaria per detectar mutacions puntuals.

A partir de I'éxit de la mutagenesi quimica, com a mitja per augmentar la variabilitat genética,
diversos grups van generar poblacions amb fenotips mutants com en el cas de Chaleff (Chaleff
et al., 1984)""! que va generar linies de tabac (Nicotiana tabacum) resistents a herbicida o

%2 que va mutagenitzar una poblacié de soja per trobar

I’exemple de Carrol (Carrol et al., 1985)
individus que tinguessin la capacitat de nodular a altes concentracions de KNO3. Altres grups
van treballar amb blat per obtenir noves varietats resistents a I’herbicida Imidazolinone

(Newhouse et al., 1992)'*

L'aparici6 de tecniques noves per augmentar la variabilitat genética, com I'Us de RNA
d’interferencia, la transgénia va fer disminuir I'interés per la mutagénesi quimica, pero a finals
dels 90, i principis del segle XXI, ha guanyat interés en diversos grups com a eina per
augmentar la variabilitat genética (Till et al., 2004 )'”> (Colberg et al., 2001)*"*, (Cooper et al.,
2008)""°

Quan les mutacions en el genoma son petites i aleatories, induides per mutagens quimics, son
necessaris altres métodes per identificar la seva posicid i naturalesa. Exceptuant la
sequenciacid directa, la majoria de técniques utilitzaran el comportament fisicoquimic del
fragment i la mutacio. Per tal d’agrupar les diferents teécniques emprades en la deteccié de
mutacions o SNP’s hem separat la deteccié de mutacions en dos grups en funcié de la
propietat fisica o quimica utilitzada. La mutagenesi quimica no requereix coneixement previ
del genotip per tal de generar la poblacié mutant , ja que mitjancant I’Us de mutagens quimics,

es seleccionaran individus mutants fenotipics de dins d’una poblacid.
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1.6.- Sistemes de deteccio de mutacions
1.6.1.-Deteccié d’heteroduplex fisicament

Les tecniques de deteccid que es basen en les propietats fisiques dels fragments amplificats,
es classifiquen en varis grups. La més senzilla d’elles seria la que aprofita només la composicié
de seqiiéncia que davant d’un camp d’electroforesi correria de forma diferent.

Es 'anomenada técnica de DHPLC (Denaturing High Performance Liquid Chromatography)

1% 3questa técnica ha

utilitzada en un principi per seqlienciar gens (Eshaghpour et al., 1977)
anat variant fins que Oefner and Underhill la van utilitzar per detectar un desaparellament
entre dues seqiiéncies de DNA (Oefner et al., 1995)'*. La clau d’aquesta técnica és la fase
solida que te afinitat diferencial per ssDNA (ADN cadena simple) i dsDNA (DNA doble cadena).
El DNA es desnaturalitza per temperatura i es deixa renaturalitzar. D’aquesta forma obtindrem
4 tipus de fragments, els 2 fragments originals (els homoduplexs, salvatge i el que conté SNP) i
els 2 tipus de fragments hibrids (heteroduplexs). Un cop la mostra és injectada dins de la
columna, la temperatura de fusié dels fragments renaturalitzats determinara el temps que
necessita el fragments per passar per la columna, fent que els heterodlplex no siguin
retinguts. Aquesta tecnica és senzilla d’automatitzar i és molt especifica, perd s’ha
d’optimitzar molt bé I'afinitat de la temperatura de fusié de la columna. Amb aquesta tecnica
Yu et al., (2005)**° han estudiat mutacions en el gen MYH7 de la cadena pesada de la B miosina
en pacients amb cardiomiopaties hipertrofiques. El grup Pereira i Xavier-Neto han realitzat
estudis sobre malalties del cor com les relacionades amb el gen ALDHIA2 que codifica per una
retinaldehid desidrogenasa de tipus Il, mitjancant la técnica DHPLC buscaven les diferencies
al-leliques responsables de la perdua de funcionalitat de I’enzim que transforma la vitamina A
(Pavan et al., 2009)'*. Recentment un grup multidisciplinari de la Universitat de Texas (Lott et
al., 2009)**® han trobat mutacions per DHPLC, en el gen DEAR1 (Ductal epithelium Associated
RING Cromosome 1) que sembla que juga un paper important com a regulador dominant en la
morfogeénesis acinar en les glandules mamaries i que seria Util com a meétode predictiu
relacionat amb el desenvolupament de cancer de pit. L'equip de Henikoff (McCallum et al.,
2000)'* va aplicar I'ds del mutagen quimic EMS per generar mutacions en una poblacié

d’Arabidopsis thaliana i una columna de DHPLC per tal de detectar les mutacions.
Una altra tecnica que és ampliament utilitzada és la que Fisher i Lerman van descobrir I'any

1979 la tecnica DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) que emprava diferents

productes quimics (Urea o formamida) per separar els homoduplexs dels heteroduplexs és a
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dir, permet separar la doble cadena i accentuar més la mobilitat dels fragments en una matriu

d’electroforesis (Fisher et al., 1979)"°

. El fonament d’aquesta técnica resideix en que certs
productes quimics a altes temperatures poden desestabilitzant el DNA al assolir en punt de
fusid. Els fragments que contenen un desaparellament format per una mutacié tenen
tendéncia a desestabilitzar-se abans que els fragments de doble cadena (que encaixen
perfectament), en presencia d’'un agent desnaturalitzant i davant de temperatura, per aquest
motiu, a certes concentracions d’agent desnaturalitzant aquestes es separen i migren d’una
forma més rapida que els fragments estables, que romanen en forma de doble cadena (Fisher
et al, 1980)"'. Aquesta técnica ha estat utilitzada en diversos assaigs clinics per detectar
certes patologies relacionades amb canvis de base provocades per mutacions com en el cas del

)152

gen PKD1 de la malaltia poliquistica renal (Stekrova et al., 2009)~“ o per detectar mutacions en

133 De totes maneres, molts

el gen BCRA1 relacionat en cancer de pit (Young et al., 2009)
analisis medics han estat substituits per tecniques més acurades com la DHPLC i Ia
seqlienciacié per detectar malalties (Half et al, 2009)"*. Aquestes técniques son poc
emprades en geneética vegetal. En canvi si son forca interessant per detectar diferéncies entre
grups de bactéries presents en la capa vegetal en descomposicido en un sol (Sugano et al,

2005)"* (Trifonova et al., 2009)*°

Les técniques TGGE (Temperature Gradient Gel Electroforesis) o bé la variant TGCE
(Temperature Gradient Capilar Electroforesise) funcionen d’una forma semblant que
I’anterior, perd en comptes de separar les dues cadenes amb un producte quimic es fa per
temperatura. Aquesta técnica parteix de la idea que el DNA parcialment desnaturalitzat és
molt més restrictiu i viatja més lentament en un medi pords com un gel. Aquesta propietat
permet la diferenciacié de DNA segons la temperatura de fusié (melting temperature). Per tal
de detectar SNP’s la tecnica utilitza els dos tipus diferents de DNA, el DNA al-lelic sense cap
mutacié (salvatge) i l'al-lel amb la mutacié. EIl DNA és barrejat i desnaturalitzat per
temperatura i renaturalitzat quan la temperatura baixa. Durant aquest procés es formen nous
fragments de dsDNA (doble cadena), dos de tipus homoduplex corresponents als fragments
originals (mutant i salvatge) i dos de tipus heteroduplex amb cada una de les possibles
combinacions de cadena simple. En aquest punt es fa un gel desnaturalitzant amb gradient de
temperatura, on correran de forma diferent depenent del tipus de desaparellament, és a dir,
els heteroduplexs es desestabilitzen a una temperatura inferior que els homoduplexs que son
més estables (Henco et al, 1990)"’ Aquestes técniques estan ampliament utilitzades per
determinar malalties cliniques, basades en SNP’s i en qué es valora el seu baix cost davant

altres técniques igual d’efectives perd més noves i mes cares (Hestekin et al., 2006)™.
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Dins d’aquest grup tenim una técnica que és una variant de I'anterior i s’Tanomena técnica de
HRM (High Resolution DNA melting). En aquesta técnica s’utilitza un procés d’ amplificacié per
PCR, juntament amb I'Us de tecniques de desnaturalitzaci6 de DNA per temperatura. Es

dissenyen uns primers marcats amb fluorofors per amplificar una regié concreta (I'amplicd).

Un cop s’ha amplificat tot el fragment comenca la desnaturalitzacié per temperatura
incrementant de 55 a 952C i un fluorimetre monitoritza la desnaturalitzacié post PCR de
I'amplicé de DNA doble cadena (dsDNA). A partir d’aqui apareix una grafica tipus sigmoidal on
es pot determinar si els al-lels per un locus eren homozigots o bé heterozigots (Cameron et al.,
2003)™° o bé SNP’s entre varietats (Liew et al., 2004)'*°. Aquesta técnica ha permés la
identificacié malalties des la diferenciacié entre grups patogens de Mycobacterium, fins a la
deteccié de GIST (gastrointestinal stroma tumors), o la deteccié variacions en els 4 exons del
EGFR (Epidermal Growth factor Receptor) en carcinoma de pulmé (Erali et al., 2008)'%, o la
deteccié de mutacions en el gen BRCA1 i BRCA2 relacionat en cancer de pit (Tanako et al,

2008)".

Els SSCP (Single Strand Conformacional Polimorphism), detecta els salts que es produeixen en
els diferents tipus de conformacions que formen les cadenes simples de DNA. Per tal de
generar aquest tipus de conformacions s’han de separar les doble cadenes de DNA i passar a
simples i per poder-ho fer s’escalfa la mostra fins a 952C i rapidament es baixa la temperatura
a 42C amb gel, d’aquesta forma les cadenes soles no poden formar de nou la doble cadenai es
queden plegades estabilitzant-se en si mateixes. Cada fragment genera un plegament
determinat. Aquesta tecnica és molt utilitzada en assaigs clinics degut al seu baix cost
experimental. Ampliament utilitzat per analitzar mutacions en el exons de la proteina P53,
responsable directe en casos de tumors (Berggren et al., 2001)'®, (Golubovskaya et al.,

2009)'®, 0 marcadors per la malaltia de Crohn (Seidelin et al., 2009)'®

1.6.2.-Deteccio quimica d’heteroduplex

Una de les formes més basiques de deteccié de desaparellaments per heteroduplex, és la
deteccidé quimica per KMnO4, en que desaparellaments en heterodulplex en cadenes de DNA
formades a partir de PCR poden ser detectades. Quan aquests heteroduplexs estan en un medi

amb clorit de tetrametilamoni, el permanganat de potassi trenca el desaparellament format
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per un desaparellament no complementari entre una timina i qualsevol altra base (menys
Adenina). El DNA fixat en un substrat de paper tipus Hybond es tallat per accié quimica, es
detecta a través d’una electroforesis (Gogos et al., 1990)™®

També es possible detectar els desaparellaments en un heteroduplex per accié enzimatica. La
proteina MutS, reconeix els bucles petits formats per a les desaparellaments de dues
molécules que no son complementaries al 100% i s'uneix a elles. Aquesta unié es pot detectar
mitjancant electroforesis ja que retarda lleugerament la migracié (Lien et al., 1983)' Les
propietats d’interaccié d’aquesta proteina al desaparellament de DNA esta generant interes en

els camps de la biomedicina al poder acoblar biosensors que detectin desaparellaments (Han

et al., 2002) **® (Zhong et al., 2004)**° (Cho et al., 2006)'"°

Altres proteines anomenats mismatch endonucleases no tan sols reconeixen el
desaparellament, sind que poden tallar-lo. Concretament Volker M. Vogt va comengar a
treballar amb aquest tipus d’endonucleases a partir de soques d’Aspergillus (Vogt 1973)""". Per
altra banda el grup de Shugar testaven I'eficiéncia a nivell quimic d’'un enzim provinent de la

mongeta tipus mung (Kole et al., 1974)""°.

L'equip de Oleykowski va trobar una nova forma de descobrir les mutacions en un organisme

173

determinat (Oleykowski et al., 1998) . Mitjangant uns primers marcats amb marcador 5’FAM
per cebador Forward i 5’-TET pel cebador reverse que amplificaven les mostres que contenien
una delecié junt amb les mostres salvatges pel gen BCRAL. Van generar per temperatura,
heteroduplex que contenien desaparellaments que es formen entre fragments de DNA
salvatge i els fragments de DNA que contenien un SNP. Aquests heteroduplexs eren
reconeguts per una endonucleasa, la CEL | (provinent de I'espécie Apium graveolens), que els
feia un tall, i mitjancant una electroforesi, podien trobar la mutacié injectant la mostra dins

d’un seqlienciador . D’aquesta forma podien llegir dues bandes de tall amb els dos fluorofors i

la banda sense tallar corresponent als homoduplexs.

L’equip de Henikoff (Colbert et al., 2001)""* va aplicar als seus estudis de generacié de mutants
per mutagens quimics el sistema de deteccié de mutacions de Oleykowski, al utilitzar I'enzim
CELI. Aquest nou sistema d’identificacié de mutacions, aplicat a garbellat en plantes ha estat
ampliament utilitzat posteriori per tal de detectar mutants en poblacions des de blat de moro
(Till et al., 2004) ' o arros (Till et al., 2007)'"®, fins a Zebra Fish (Wienholds et al., 2003)""" o
Drosophila (Winkler et al., 2005)*"®
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1.6.3.- Deteccio enzimatica de mutacions

Aguesta técnica és ampliament utilitzada per a detectar noves varietats en especies d’interées
agronomic com arros (Oryza sativa), blat de moro (Zea mays), soja (Glycine max), o d’Us
cientific com la mosca del vinagre (Drosophila melanogaster) el peix zebra (Danio rerio) i
Arabidopsis (Arabidopsis thaliana) (Till et al., 2007)"®, (Till et al., 2004)'”°, (Darlow et al., 2008)
79 (Winkler et al., 2005)*”8, (Wienholds et al., 2003)*"” i (Colbert et al., 2001)*7*.

Aquesta técnica combina I'Us classic de mutagens quimics que provoca diferents tipus de
lesions a lI'organisme, i I'Us d’'una nucleasa que reconeix els desaparellaments entre bases que
genera la nova cadena amb seqiiéncia mutada i la cadena original .

Els primers articles que utilitzen aquesta tecnica provenen d’estudis previs en enzims del tipus
nucleases que reconeixien i tallaven desaparellaments entre bases en cadenes simples i en
cadenes de tipus complementaries. Concretament Volker M. Vogt va comengar a treballar amb

)%, per altra banda el

aquest tipus d’endonucleases a partir de soques d’Aspergillus (Vogt 1973
grup de Shugar testaven |’eficiencia a nivell quimic d’un enzim provinent de la mongeta tipus
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mung (Kole et al., 1974)~"° . No fou fins que I'’equip de Oleykowski va comencar a treballar en
la deteccié de mutacions utilitzant una endonucleasa extreta de la planta Apium graveolens
(Oleykowski et al., 1998)'”>. A partir d’aqui altres grups han seguit amb la investigacié sobre
I’'ds d’endonucleases, per tal de detectar desaparellaments generats per mutacions perd
utilitzant endonucleases purificades a partir d’ un extracte vegetals, com la Cel | Oleykowski
Posteriorment i a partir del treball de I'equip de Yeung i Oleykowski, altres grups van fer

garbellats moleculars (Colberg et al., 2001)"* (Till et al., 2004)**" utilitzant I’endonucleasa

provinent de Apium graveolens .

1.6.4.-Deteccid de mutacions per Hibridacio

Dins d’aquest grup hi ha la detecci6 de mutants per micromatrius, en que I'aproximacié
consisteix en una hibridacio de DNA mutant en oligonucleotids dissenyats, i es basa en el fet
qgue una hibridacié perfecta sempre es més forta que una hibridacié amb desaparellament.

(Southern et al., 1992)"#

Quan la diferencia de dues seqiiéncies es minima (una sola base) , la capacitat de discriminacio
mediant la hibridacié es limitada. Tot i aixi, grups com el de Lockhart van contribuir a la
deteccié de SNP’s al generar tecnologies com la dels microarrays en que es podia diferenciar

una sola base, i aplicar-ho a una gran varietat de gens al miniaturitzar la técnica (Lockhart et
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al., 1996)'®. D’aquesta forma van ser possibles els garbellats d’alta densitat. Perd el problema,
era que es podia estudiar molts gens perd només entre poques mostres. Per tal no es podia fer
un garbellat a gran escala.

La deteccid de SNP’s i mutacions mitjancant hibridacié per microarrays esta forcament
influenciada per les condicions experimentals i pel context de la seqiiencia (De Bellis et al.,
2002)™*. Pero el perfeccionament de la técnica ha permés 'aparicié de noves aproximacions
per detectar SNP’s i mutacions d’'una forma més precisa. Son les tecniques de deteccié de
mutacio (o SNP) per hibridacié combinat amb un processat enzimatic. El processat enzimatic

pot ser de tres formes, per miniseqlienciacid, per extensié o per lligacid.

La técnica de SBE (Single Based Extension TAGS) apareix com a resultat dels experiments de

8 en qué amplificava un fragment lligat a una base de vidre,

Syvédnen (Syvdnen et al., 1990)
utilitzant un primer. El processat per miniseqienciacid, consisteix en una hibridacié d’un petit
fragment de DNA a mostres a estudiar. Aquest fragment hibrida just abans de la preséncia
d’un SNP, i al afegir dideoxi-nucleotids marcats (ddDTP-TAMRA, ddGTP-R110, ddATP-R6G i
ddTTP-ROX) una polimerasa els afegeix. D’aquesta forma, només s’afegeix un sol nucleotid que
esta marcat i segons la fluorescéncia, es sap de quin SNP es tracta (Syvannen 1999)"* La
tecnica de la Single Based Extension TAGS aplicada a un microarray (Hirschhorn et al., 2000)™’
va apareixer com una aplicacié per genotipar tots els SNP’s humans possibles d’una forma més

rapida i efectiva.

La hibridacio i processat enzimatic per extensid consisteix en una modificacié de la técnica
anterior, pero els nucleotids son dNTP’s (amb una dCTP-Cy5) de forma que permeten una

188 Es a dir, la sonda fa

extensid sobre de les sondes d’una micromatriu (Pastinen et al., 2000)
de cebador per una reaccié d’amplificacié per PCR i la mostra a analitzar s’hi uneix. Només si la
unid és especifica entre el cebador i el DNA hi ha extensio i els nucleotids marcats és el que

detecta un sensor.

La tercera variant de deteccié de SNP’s i mutants és la hibridacié i processat enzimatic per
lligacié, o també anomenada OLA (oligonucleotide ligation assay) o técnica zip-code (Gerry et
al, 1999)"* Aquest técnica consisteix en una barreja de técnica molecular de PCR i un
microarray anomenat zip code. La técnica consisteix en amplificar una regié que contingui o
pugui contenir mutacions i s’Tamplifica per multiplex. Aquests productes serviran després com a
motllo, per una altra amplificacido que s’"anomena (SBE) Single Base Extension. Els primers zip

bifuncionals de la SBE acaben una base abans del lloc de la mutacié o del lloc de I’'SNP i
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I'extensié es fa amb ddNTP marcats amb biotina. Posteriorment es segresten aquests
fragments que han incorporat biotina amb una molécula d’estreptavidina amb Cy3. Aquest
tipus d’aproximacid s’esta utilitzant molt en el cas d’analisis de mutacions en gens d’alta

sensibilitat a cancer, com el BRCA1 de cancer de pit (Cheulhee et al., 2008 )'®.

1.6.5.-Deteccio de mutacions per seqiienciacio

Altrament anomenada la gold standart de les técniques de geneética reversa, pel fet de ser el
punt final de confirmacio de la preséncia d’una mutacié. Tot i el gran avantatge que suposa
poder detectar la mutacié mitjangant aquesta técnica, resulta molt car un garbellat a gran
escala. Inicialment s’utilitza la tecnica SANGER, a través de diverses plataformes com Applied
Biosystems o Illumina pero recentment, ha aparegut la técnica 454 Life Science que utilitza la

)**' en pous de picolitres de capacitat.

tecnologia de piroseqlienciacié (Margullis et al., 2005
Amb el desenvolupament d’aquestes noves tecnologies de seqiienciacié d’alta eficiéncia, han
sorgit noves aplicacions a la deteccié de mutacions, com es la tecnologia KeyPoint de la
empresa Keygene, empresa basada originalment en la tecnologia de la AFLP (Vos et al.,
1995)**
Aguesta técnica consisteix en una seqlienciacid massiva en paral-lel a partir d’'una poblacié
mutant. A partir de DNA aillat es fa una PCR multidimensional amb uns primers que contenen
una etiqueta de posicionament, ja que la reaccié es fa mitjancant una agrupacido de DNA
(pools). A partir d’aqui es seqliéncia utilitzant la técnica de pirosequenciacié 454 Lifescience i
es diferencia la interpretacid de les mutacions respecte dels SNP’s per métodes de calcul de

19 Es una tecnica util, per varis motius com el

probabilitats estadistiques (Rigola et al., 2009)
fet, que les seqiiencies a buscar estan dirigides cap a regions on siguin susceptibles d’apareixer
un codd STOP, no necessita treballar amb endonucleases, és escalable i automatitzable pero
és molt cara, ja que cara fragment s’ha de seqlienciar molts cops per tenir constancia que esta

suficientment representat estadisticament.
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1.7.-Objectius de tesi

El proposit principal d’aquesta tesi, és aconseguir augmentar la variabilitat genética en
organismes i localitzar a través d’un garbellat molecular, aquells mutants que presentin unes
caracteristiques desitjables concretes. Per aconseguir-ho s’havien de resoldre certs aspectes

que vam dividir en dos objectius primaris

El primer objectiu fou testar un metode eficient de deteccié de mutacions en poblacions grans.
Per tal de detectar els mutants es va elegir el métode de I'analisi d’heteroduplex mitjangant un
enzim de tipus endonucleasa, per ser el que permetia escalar fins a analitzar una poblacié de
mutants. Aquest extracte havia de poder detectar una mutacié en pools de DNA per reduir
costs de garbellat i a com a element desitjable, es volia testar si era capa¢c de detectar
delecions per tal de poder adaptar la técnica a altres tipus de mutacions, com les delecions

generades per fast neutron.

El segon objectiu fou la generacié d’'un metode eficient d’augmentar la variabilitat genética en
diversos tipus d’organismes. Davant la importancia de trobar noves varietats amb
caracteristiques noves desitjables i degut a la seva rellevancia dins del mercat de I’alimentacid,
es va decidir generar poblacions mutants de llevat i arros mitjangcant mutagenesis quimica.
Aquests dos organismes requerien dos aproximacions diferents per tal d’augmentar la seva
variabilitat. En llevat per tal de poder testar I'efecte del mutagen es va dissenyar un constructe
per analitzar el temps d’aplicacid i la dosi. Per altra banda es volia dissenyar un sistema per
comprovar |'eficiencia en desactivar gens.

Dins de la generacié de mutacions en plantes superiors, es volia veure si era possible generar
una poblacié de mutants en arros evitant el mosaicisme i reduint el temps necessari des de la

mutageénesi fins el garbellat molecular.
Finalment, es van elegir per a cada organisme gens que tinguessin un interés per les seves

aplicacions comercials. El criteri usat en cada cas sera objecte d’estudi en els segiients

apartats.
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2.-Optimitzacid de la deteccio enzimatica de mutacions
puntuals de I’ADN.

2.1.-Introduccio

La deteccid de polimorfismes es d‘alta importancia per I'analisi de la variabilitat genética i per
la deteccid de les causes en algunes malalties genetiques.

Les mutacions es poden detectar mitjancant el comportament de les propietats fisiques i
quimiques del DNA utilitzant una electroforesis en gels desnaturalitzant, o bé mitjancant la
resposta a la hibridacidé per micromatrius o bé a través de la deteccid directa de la identitat del
polimorfisme mitjancant la seqiienciacié.

Un altre sistema de deteccié de la variabilitat genetica és a través de la accié enzimatica,
emprant nucleases que reconeixen els desaparellaments de bases deguts a la formacié
d’heteroduplexs entre una cadena mutada i la cadena original. Algunes endonucleases tenen la

capacitat de reconeixer aquest desaparellament i tallen I’'heteroduplex en aquesta posicid.

La primera nucleasa de desaparellament coneguda, fou I'endonucleasa S1, es va preparar a
partir d’un extracte d’Aspergillus (Volker M. Vogt 1973)"*. Fins aquest moment, les nucleases
havien estat utilitzades per quantificar la hibridacié d’acids nucleics, per I'aillament de regions
de cadena simple que s’havien autohibridat, o per I'analisi del plegament en superhelix del
DNA (Wiegand et al., 1975)'®. Per altra banda el grup de Shugar (Kole et al., 1974)"* van
comencar a testar I'eficiéncia a nivell quimic d’un enzim provinent de la mongeta tipus mung.
Fujimoto en el mateix any, va extreure i testar una endonucleasa a partir del fong Penicillium
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citrinum (Fujimoto et al., 1974)". Aixi doncs, algunes nucleases que s’estaven testant, es va

comprovar que tenien la capacitat de detectar desaparellaments en el DNA, com els produits

davant la pérdua d’un nucleotid (Shenk et al., 1975)*’

, 0 com els desaparellaments de base
degut a mutacions. Perd posteriorment, i pel que s’ha vist, les endonucleases S1, MBN, P1, no
eren molt efectives a I’hora de tallar desaparellaments de bases, i petits loops formats per

delecions d’una base (Dodgson et al., 1977)**® (Wiegand et al., 1975)"".

Molt mes tard, I'equip de Yeung va tornar a avaluar extractes de diferents tipus de plantesiva
seleccionar a CEL1, una endonucleasa extreta de la planta Apium graveolens, com la mes

eficient per identificar petites insercions, delecions, o canvis puntuals de la seqieéncia
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(Oleykowski et al., 1998)'”® . Dos anys més tard el mateix equip (Yang et al., 2000)'” van

clonar el gen que codificava CEL1, que ha permés comercialitzar I’enzim amb el nom Surveyor
(Transgenomics). Van demostrar la utilitat de CEL1 detectant mutacions en BRCA1, un gen
molt important per a la predisposicié de cancer de pit (Pimkin et al., 2007)*®.

L'equip d’Oleyowsky va realitzar diversos assaigs de deteccié de mutacions es va realitzar
amplificant un fragment d’ADN amb oligonucledtids marcat amb fluorescéncia FAM i TET ,
desnaturalitzant i renaturalitzant I’ADN, digerint els heteroduplexs generats (en cas d’haver-hi
mutacions) mediant la nucleasa de desaparellament, i realitzant electroforesi per a resoldre els
fragments d’ADN (Kulinsky et al., 2000)***.

El grup de Henikoff fou el primer en fer garbellats sistematics per detectar mutacions puntuals,
en poblacions de plantes mutades per EMS. Inicialment, el grup usava DHPLC per a la deteccid

de heteroduplexs (Mc. Callum et al., 2000)'*

perd mes tard canviaren la seva preferéncia i
comencaren a utilitzar la deteccié enzimatica amb CEL1 (Colbert et al., 2001)"*(Till et al.,
2004)'” i la deteccié mitjangant I'electroforesi en gels d’acrilamida en equips semiautomatics

com els de LiCOR.

2.1.1.-Objectius

L'objectiu d’aquest capitol és buscar una nova endonucleasa que tingui una activitat optima
per detectar desaparellaments d’una sola base, o bé delecions de varis parells de bases. Per tal
de trobar una endonucleasa propia i per establir i millorar la tecnologia enzimatica de
mutacions es va avaluar les endonucleases de diferents parts de diversos extractes vegetals i

una de comercial.
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2.2.-Resultats

2.2.1.-Avaluacio d’extractes de diferents plantes com a font d’endonucleasa

Per avaluar el seu potencial com a fons de endonucleasa, es van seleccionar diferents
plantes de la families de Apiaceae i Amarantacea, descrites anteriorment pel seu
contingut en endonucleases.

Concretament, es van preparar extractes crus de les fulles i del tall de I'api (Apium vulgare), del
fonoll (Foeniculum vulgare), de les bledes (Beta vulgaris var. Cicla), de les fulles dels espinacs

(Spinacia oleracea) i del julivert (Petroselinum crispum), seguint una adaptacid del protocol de

Till et al., 2004)*%*

Figura 5: Certs enzims presents en extractes de vegetals poden ser utilitzats com a eines d’analisi
molecular. (D’esquerra a dreta): api (Apium vulgare), fonoll (Foeniculum vulgare), bledes (Beta vulgaris
var. Cicla), espinacs (Spinacia oleracea) i julivert (Petroselinum crispum)

Aquest conjunt d’extractes més I’enzim comercial Surveyor (Transgenomics) es van utilitzar
per a detectar un desaparellament en un heteroduplex artificial generat mitjangant I’ incubacio
a 962C per tal de formar un heteroduplex mitjancant I’ hibridacié d’un oligonucleotid 41-mer
marcat amb el fluorofor Cy5 i un 40 mer marcat amb el fluorofor Cy3. Ambdds oligonucleotids
eren complementaris i a més a més portaven un grup fosforotioat en la posicién 5, en una
funcié que es discutira mes endavant. Com a conseqiiencia de la hibridacié del 40mer i del 41
mer, que conté una base extra en la posicié 21 (equivalent a una insercid/delecié d’una base),
I’'heteroduplex format per la hibridacié generava un petit bucle extrahelical que pot ser
reconegut per I'endonucleasa de I'extracte.

Despres d’incubar 200 ng d’heteroduplex durant 30 minuts a 459C tal i com esta descrit per
Yeung et al., es va parar la reaccid i es van separar els fragments generats en un gel de
poliacrilamida desnaturalitzant. Finalment, el gel es va escanejar en un Typhoon 8600 a 633nm

i 532nm per a detectar les senyals de Cy5 i Cy3, respectivament.
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Analisi del reconeixement i tall d’'un bucle
extrahelical a partir d’extractes crus de
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Figura 6: Analisi del reconeixement i tall d’'un bucle extrahelical a partir d’extractes crus de plantes.
S’han carregat les digestions en un gel d’acrilamida desnaturalitzant (veure detalls a material i métodes)

Imatges de I’ escanejat pel canal Cy5 dels fragments de ADN i escanejat del canal Cy3

Carril 1: control negatiu amb aigua, S: control positiu amb surveyor (Transgenomics), 3: fulles d’api, 4:
talls d’api, 5: fonoll, 6. fulles de bledes, 7: talls de bledes, 8: espinacs, 9: julivert, L: Control positiu format

pels dos oligonucleotids de 41 i 21 bases respectivament.

En la part inferior de la figura esta representat un esquema general de les reaccions enzimatiques

detectades.
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En la figura 6 A, es pot observar que tots els extractes crus han tallat fins un 50% el fragment
sintétic 41 mer marcat amb Cy5 utilitzant 1l de la dilucié 1/10 i fins a 75% quan s’aplicava 1 pl
de I'extracte sense diluir en el cas de les endonucleases de I'extracte de julivert. Sembla ser,
pero que en els casos de I'extracte de bledes, espinacs i tall d’api, existeix una degradacié de
DNA. Es pot observar millor en les digestions amb extracte pur, que en les digestions amb

extracte diluit.

Per altra banda, la cadena complementaria de 40 mer marcat amb Cy3 (figura 6 B) s’ha digerit
sense degradacié aparent en els extractes de julivert i fonoll i en la reaccid realitzada amb

I’enzim purificat comercial, i en tots els casos aquesta reaccidé es molt minoritaria.

Aguesta observacio indica que, en les condicions en que s’han usat, existeix una asimetria molt
important i que les endonucleases reconeixen i produeixen preferentment una osca a I’ ADN
en la posicid de la maxima distorsio (el bucle extrahelical), perd que son molt menys efectives
a I’hora de tallar I'altra cadena una vegada que I'estructura quedi relaxada.

L’extracte de julivert havia demostrat la major activitat en I’assaig d’avaluacio, pero el fonoll te
un altra avantatge apreciable: es mes gran i es pot trobar fresc i en quantitats suficient amb

molt de facilitat. Per tant, es va decidir de realitzar una comparacié mes detallada entre els
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extractes de api (Oleykowski et al., 1998) i el fonoll.

2.2.2.- Efecte de la modificacio dels terminis 5’ dels fragments d’ADN

L’extracte cru de fonoll te una activitat endonucleasa i possiblement exonucleasa tot i
gue tenim la sospita que el fragment a digerir ha d’estar protegit per tal d’evitar que
I’extracte digereixi de forma inespecifica el fragment a analitzar. Per tal de demostrar
la necessitat de protegir-los, es va amplificar un fragment de 3kb amb i sense primers
modificats en I'extrem 5" amb un grup fosfotioat. El DNA provinent de DNA genomic de
llevat de dues especies diferents, com son el Saccharomyces cerevisiae i el
Saccharomyces carlbergensis presenten fins a 4 SNP’s que al amplificar i mesclar-los
gue generen 4 desaparellaments. Els fragments combinats es va digerir posteriorment
amb I'extracte cru de fonoll utilitzant diversos volums per tal d’observar I'efecte del

tall en els fragments amplificats.
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Figura 7: Digestié amb diferents volums d’extracte cru de fonoll en fragments de 3kb del gen Met10 en
llevat, amb i sense proteccié en I'extrem 5’ del fragment amb una modificacié d’un grup fosfotioat.
L’asterisc marca el fragment tallat. Els nombres 1,2 i3 a I'esquerra de la figura corresponen a repeticions
del mateix fragment.

Només els fragments que s’havien amplificat amb els primers modificats amb el grup tiofosfat
han estat tallats per I'extracte cru de fonoll. En els fragments que no contenen proteccié en
I’extrem 5’ I'extracte cru de fonoll no ha tallat el desaparellament. Dels 4 talls que s’esperaven
detectar en aquest fragment de 3kb només se n’ha detectat 1 perd present en les 3 repeticions
en aquells fragments que presentaven el grup fosforotioat. En la digestié en funcié del volum
d’extracte cru de fonoll, s’ha detectat que a més volum d’enzim hi havia una disminucio de la
banda de tall, només en aquells fragments amb la modificacié 5’. En els fragments sense
modificacié 5’, no s’ha detectat cap banda de tall. En les digestions que s’ha afegit aigua en
comptes d’extracte cru de fonoll, no s’aprecia el soroll de fons, que es detecta en la resta de

mostra, tan en els fragments amb modificacié com en el que no presenten modificacié 5'.
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2.2.3. Detecci6 de petites delecions/insercions en fragments d’ADN de plasmids.

Com a pas seglient, es va comparar la capacitat dels extractes d’api i de fonoll per a tallar
fragments d’ADN mes llargs d’ADN (2kb), amplificat per PCR a partir de diferents plasmids que
contenien una insercié/delecié d’una sola base. Per amplificar aquests fragments es van
utilitzar dos tipus de cebadors marcats amb Cy5 i Cy3 i protegits en posiciéd 5 amb un grup
fosforotioat. Posteriorment aquests fragments es van barrejar i sotmetre a un cicle de
desnaturalitzacié /renaturalitzacié per tal de formar uns heteroduiplexs, que es van incubar
amb diferents concentracions de I'extracte d‘api i de fonoll. Com a control, es va incloure
també el tractament del fragment de PCR homoduplex i el tractament amb I'enzim Surveyor
(Transgenomics). Els productes resultants es van analitzar en un gel d’agarosa (1,5%) i es van
detectar mitjangcant el Typhoon 8000. Cal destacar que l'analisi en gel d’agarosa nomes
permet la deteccié de fragments tallats, perqué fragments que continguin un tall amb tan sols

una osca no canviaran massa la mobilitat del fragment en el gel.

Com es pot observar en les Figures 8 i 9 hi havia una clara diferencia entre I'extracte de fonoll
per una banda i I'extracte d’api i I'enzima comercial Surveyor (Transgenomics) per l'altra.
Mentre aquestes ultimes demostraven clares evidencies de degradacid de la mostra, tant en el
cas de ADN en conformacié homoduplex (M) com heteroduplex (MM), I'extracte de fonoll
deixava els fragments M intactes i produia talls en els fragments MM. De fet, es possible que
en una part dels fragments “sense tallar” de les reaccions amb menys extracte, s‘hagi produit
una osca en una de les dues cadenes de I‘heteroduplex, pero en el gel d’agarosa tan sols es
poden veure els fragments de ADN tallat completament. Barrejant fragments de PCR amb
versions mutants en una relacié de 5 a 1; s’espera que com a maxim 20% dels fragments es
convertira en heteroduplex, i per tant, sera tallat per I'extracte. Efectivament, en la figura 9 es
pot veure que per a digerir 200ng de ADN (relacid 5 a 1), I'activitat de I’extracte es satura entre

uns 3-6ug de proteina total extreta.
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TITRACIO d’EXTRACTES CRUS d’APli FONOLL
SOBRE UN DESAPARELLAMENT en SUBSTRATS MODELen GEL

d’ AGAROSA 1,5%
Substrat |: 200ng M o MM “minus” 1:5 A E
Extracte d'api Extracte de fonoll
Surveyor ———mn S —
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Figura 8: Titracio de I’activitat de tall d’ADN mitjangant diferents volums de I’extracte cru d’api i fonoll
sobre un substrat artificial. El material del substrat I, es compon per dues cadenes, una de les quals
conté insercio d’'una base i esta en una proporcié 5 cops inferior respecte a la seva complementaria. Un
cop format I'heteroduplex es va digerir amb els dos extractes i amb I’enzim comercial Surveyor.

Els canals de lectura usats per I’'scanner Typhoon son el Cy5(A) i Cy3( B)
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TITRACIO d’EXTRACTES CRUS d’APIi FONOLL
SOBRE UN DESAPARELLAMENT en SUBSTRATS MODEL en GEL
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Figura 9: Titracio de I'activitat de tall d’ADN mitjancant diferents volums de I’extracte cru d’api i
fonoll sobre un substrat artificial. El material del substrat Il, es compon per dues cadenes, una
de les quals conté insercié d’una base i esta en una proporcid 5 cops superior respecte ala
seva complementaria. Un cop format I'heteroduplex es va digerir amb els dos extractes i amb
I’enzim comercial Surveyor. Els canals de lectura usats per I’'scanner Typhoon son el Cy5(A) i

Cy3(B)
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2.2.4.- Deteccio de canvis puntuals en fragments amplificats d’ADN genomic amb
I’extracte de fonoll.

L’extracte cru de fonoll te la capacitat de detectar desaparellaments generats a partir de
material provinent de plasmid, és a dir, material generat artificialment. Per tal de comprovar
I’eficiencia de I’enzim a I’hora de tallar desaparellaments en DNA genomic, s’han amplificat els
fragments d’un gen provinent de dues soques de llevat, la soca de I'espécie Saccharomyces
cerevisiae i la soca cervesera industrial Saccharomyces carlsberghensis CARL (veure condicions
en apartat 2.5.4 de materials i metodes). Aquest cop, es van utilitzar oligonucleotids protegits
en la posicié 5 amb un grup fosforotioat (pero sense grup fluorescent) en la amplificacid i
posteriorment es va afegir Sybr-gold (un agent intercalant d’ADN fluorescent) i els fragments

es van separar en un gel d’acrilamida no desnaturalitzant

2.2.5.- Analisi del limit deteccio de I’extracte de Fonoll en fragments de DNA genomic

En el gen Met10 (veure figura 10) existeixen dos polimorfismes entre les dues soques, que ens
seran Utils a I'amplificar-los, ja que al generar la reaccid d’heteroduplex, es provocara dos
desaparellaments. Per detectar el limit de deteccié d’heteroduplexs per I'extracte cru, es van
provar diferents proporcions de DNA genomic de l'especie Saccharomyces cerevisiae i
I’espécie Saccharomyces carlbergensis, simulant una hipotética situacié que es donaria en un
garbellat molecular, on una mutacié estaria en proporcid inferior respecte al total de DNA
genomic. El material a digerir és el fragment format per les seqliéncies representades en la
Figura 10, i esperem detectar fragments de 754bp, 648 bp, 539 bp, 433 bp i 215 bp. Depenent
de la resolucié que obtinguem en detectar la mutacid, ens donara una aproximacié del volum
d’enzim a utilitzar.

Tal i com es pot observar en la figura 10, I'extracte cru de fonoll ha estat capag de detectar els
polimorfismes entre les dues soques de llevat fins una proporcié de 1:16, essent aquest el limit
de deteccié de I'enzim, tot i que s’aprecien de forma atenuada, bandes de tall en proporcions
1:32 i 1:64. En els controls negatius on hi és present només una de les dues mostres, no
s’observen bandes de tall. S'observa també que no podem detectar la banda de tall
corresponent als 433 pb, o bé que hi és present amb molta poca intensitat. Durant la
sequenciacio dels fragments mutants amplificats de CARL en el capitol 4, es va observar que el
fragment del gen Metl10, contenia una copia truncada fet que pot influir en el limit de

deteccio.
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433pb 215pb 539pb
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Digestio FCE

C 100 ng CER (genoma 12Mb) 100ng CARL (genoma 25Mb)
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Figura 10: A). Esquema de I’heteroduplex format per la unié de dos fragments amplificats del gen
Met10. Hi ha la relacio dels fragments resultants possibles,en parells de bases (pb), tenint en compte els
talls totals i parcials de I'enzim FCE).(B) El material a digerir fou la mescla de les proporcions de
Saccharomyces cerevisiae (CER) i Saccharomyces carlbergensis (CARL) en, 1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32,
1:64, 1:128, 1:256, 1:512. Digestidé a 452C durant 30 minuts el material. La digestié es carrega en un gel
d’acrilamida segons I'apartat 2.5.7 de materials i métodes. En asterisc s’han marcat les bandes que son
producte de tall.(C) Detall de la contribucié de fragments de cada especie durant I'amplificacié del gen
met10 a partir dels DNA genomics de CER i CARL, tenint en compte els nanograms de partida, la mida
del genoma, i que CARL presenta un truncament natural en el genMet10 en la zona d’amplificacié.
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Per altra banda, de les 5 bandes de tall teoriques esperades al mesclar els SNPs de les dues
varietats de Llevat, sembla ser que n’hi ha unes que apareixen més que altres. Concretament
la que correspon als 433 pb es la que es veu menys, i la de 754 pb te una mica més d’intensitat
En canvi la de 648 pb i la de 539 pb son les que més fortes es veuen, que indica que el
desaparellament en la posiciéd 648 es processat amb mes facilitat per I'endonucleasa que el de
la posicié 433 . Les bandes de 433pb i 754pb van lligades i correspondrien a les bandes que
resulta de tallar la seqiieéncia CC-T-CT o bé GG-T-GA, per altra banda les bandes de 539pb i les
de 648pb, son el resultat de tallar la seqiiéncia AA-T-GA o bé TT-G-CT.

2.2.6.- Andlisi del limit deteccio de I'extracte de Fonoll en desaparellaments entre
al-lels

Després d’haver vist que I'extracte cru de fonoll tenia la capacitat de detectar una proporcié
de desaparellaments de 1:16 (mutant: salvatge), es va voler analitzar com responia I'extracte
cru de fonoll davant la deteccié dels al-lels. Fins aquest punt, s’"havia comprovat I'eficiencia de
I’enzim detectant una mostra davant d’una proporcio creixent de mostra salvatge, pero
sempre amb el mateix al-lel polimorfic. Per aguest motiu es va dissenyar un assaig on
s’avaluaria I'eficiencia de deteccié de I'extracte davant d’'un mutant heterozigot o d’un
homozigot dins d’una mescla de DNA salvatge en proporcions de 1:1 fins a 1:1024 . Es va elegir
el fragment del gen SGR en I'individu 398s2 del que teniem individus en heterozigosi i
homozigosi (Veure figura 11).

S’ha pogut comprovar que I'extracte te la capacitat de detectar al-lels dins d’un conjunt més

gran de DNA, fins a un limit de proporcio 1:16.
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Figura 11: Analisi del limit de deteccié del desaparellament entre I’'heteroduplex format entre el mutant
398s2 i el DNA salvatge WT en el gen SGR d’una varietat d’arros.

Mutacid:salvatge-> 1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128, 1:256, 1:512, 1:1024, 0:1, 1:0.

Per amplificar el fragment de 1135bp s’han utilitzat uns primers diferents als utilitzats en el garbellat del
capitol 5. En aquest cas la digestidé produi fragments de tall de 714bp i 421 pb
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2.2.7.-Analisi del limit deteccio de I'extracte de Fonoll en desaparellaments produits
per delecions

Despres de les proves per demostrar que I'extracte cru de Fonoll era capa¢ de detectar
mutacions en diferents proporcions i fins i tot, de detectar al-lels, es va testar I'extracte en la
detecciod de delecions. Per comprovar I'eficiencia de tall vam generar fragments amb delecions
de diversa mida a partir del plasmid pBluescript KS. Utilitzant la combinacié de 2 enzims de
restricci6 hem dissenyat fragments amb diverses delecions per tal de provar el limit de
deteccio al tallar I'extracte cru de fonoll dels loops de diverses mides que s’havien generat. En
la figura 12, es mostren els fragments de forma visual, i els enzims emprats en la “construccié “

d’aquests fragments. En el capitol 2 de materials i metodes es detalla amb més precisié com

s’han generat els fragments.

~, EcoRlI

Silvestre

EcoRI/EcoRV .
coRI/Eco Naph

EcoRI/Hindlll

— A 8pb

EcoRI/ Bam HI A 14pb

EcoRlI/Xhol =

A 29pb

—_— v

ECORllsacl ——

A 54pb
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IBAQ A0 @
ELEEER:

Figura 12: Representacio grafica dels diferents tipus de tall, i la delecié en parells de bases que presenta.
També estan indicats els enzims utilitzats per tal de tallar els fragments i aconseguir les delecions de
forma artificial. Al principi de cada fragment hi ha la relacié dels dos enzims utilitzats i al final el nombre
de bases de la delecié.
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Despreés de generar els fragments es prova diferents proporcions per veure el limit de deteccio
de I'enzim en cas de poder detectar el desaparellament generat per la delecié. Es a dir,
provarem la proporcio 1:1, 1:4 i 1:8, posant com a limitant al fragment que presenti la delecid,
més un control negatiu, que sera el mateix fragment pBluescript sense delecié i hibridat amb
ell mateix. Un cop amplificats per PCR, i despres de la reaccio de generacié d’heteroduplex, es
va digerir cada mostra amb I'extracte de fonoll Tal i com es pot observar en el gel d’acrilamida,

(Figura 13) I’enzim FCE es capag de detectar delecions de fins a 106 parells de bases.
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Figura 13: Digestid de fragments amb delecions relacié pBSKS+: fragment delecid; a: 1:1; b:1:4; c:1:8; d:
1:0. Controls Met10C. CER:200, a: 1:0; b:0:1; c: 1:4; d:1:8). C- és el control negatiu de pBSKS+ sense cap
delecid.
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Per una banda, és més eficient tallant loops més petits, com el de EcoRI-EcoRV, de 4 parells de
bases, o com EcoRI-Hindlll de 14 parells de bases en quée tenim una resolucié de fins a 8 cops
en menor proporcié la seqliencia amb la delecidé respecte al control pBSKS+. Per altra banda
EcoRI-BamHI de 8 parells de bases de delecié apareix una mica més fluix, tot i que no te
massa sentit a priori, al tenir menys base de delecié que EcoRI-Hindlll de 14 bases de delecid.
Per altra banda, EcoRI-Xhol i EcoRI-Sacl de 29 i 54 parells de bases de delecié respectivament,
tenen una resolucié menor al poder identificar el loop provocat per la delecid. Només quan
estan en proporcié 1:1, o bé 1:4 es detecta amb una ajustada definicid, el qual és suficient si
treballem amb pools de 4 individus. Finalment, I’enzim FCE es veu molt limitat a I’hora de tallar
loops formats per fragments de més de 100 parells de bases de delecié. Suposem que degut a
un tema fisic, ja que la proteina es incapag de situar-se al voltant del loop i tallar-lo, pero per
altra banda, aquestes delecions tan grans, fins i tot les delecions de 50 parells de bases, es
poden observar en un gel d’acrilamida, sense necessitat d’un tall per endonucleasa, per tant,
tindriem igualment la capacitat per detectar aquest tipus de mutacions. Es cert pero en

fragments més petits de 3kb

2.2.8.- Preparacio i control de qualitat d’un lot de FCE

Havent vist que I'efecte de I'extracte cru de fonoll tenia efecte en els tests d’activitat, es va
extreure en un volum major per tal de preparar-lo pels garbellats en poblacions mutants. No
obstant es va analitzar quin era el volum optim per digerir els desaparellaments.

En la figura 14 es van testar diversos volums d’enzim per a cada mostra, formada per diverses
proporcions de desaparellaments entre DNA salvatge/mutant dels fragments del gen Met10
de les mostres CER i CARL. La proporcid que sembla que permet detectar millor el
desaparellament fins a 1:16 fou el que empra 1 pl d’extracte cru de fonoll . Cal remarcar que
s’ha tornat a observat que a major volum d’extracte cru de fonoll obtenim una major digestio
de I'heteroduplex format, pero sembla ser que es manté constant la intensitat de les bandes

tallades per I'enzim.
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Figura 14: Gel d’acrilamida de les digestions de I’heteroduiplex entre CER:CARL en volums d’extracte de
fonoll de 0.25, 0.5, 1, 1.5 fins a 2 pl. La proporcié entre CER:CARL és de 1:0, 1:1, 1:2, 1:8, 1:16.
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2.3.-Discussio

2.3.1.-Eleccio de I'extracte de fonoll com a enzim per la deteccié de mutacions.

La majoria d’extractes crus que es van analitzar generaven talls inespecifics en un fragment
sintetic, tot i que tallaven el desaparellament. De tots els extractes crus de les diverses plantes,
foren I'extracte de fonoll i el de julivert, els que millor senyal de tall van donar. Tot i que
I’extracte cru de julivert tallava massa fragments de forma inespecifica davant I'augment de
volum de I'enzim. No obstant, en general la majoria d’extractes a I'augmentar el volum
d’enzim en la reaccid provocava que molts d’ells generessin talls inespecifics en els fragments.

L’extracte cru de fonoll no produia tants talls inespecifics, com en el cas de I'extracte cru d’api,

i de I’enzim comercial surveyor (Transgenomics).

2.3.2.-Importancia de protegir els extrems dels fragments en la deteccio de
desaparellaments

L'as de primers amb proteccié fosforotioat en I'extrem 5’, permetia la deteccié del
desaparellament entre les dues cadenes. L’activitat endonucleasa 5’-3’ permet la deteccié dels
desaparellaments entre cadenes, pero si no hi ha proteccio, I'extracte cru de fonoll digereix el
fragment amplificat. A la vegada es va detectar que en I'extrem 3’ hi ha activitat exonucleasa,
ja que a més volum d’extracte cru de fonoll no hi havia més intensitat de la banda de tall, perd
hi havia una major digestié del fragment. En els fragments sense proteccid s’observava la
mateixa digestié del fragment, pero sense detectar la banda de tall. Per tant, es pot dir que
I’extracte cru de fonoll presenta una activitat endonucleasa 5’-3’ i una activitat exonucleasa 3’-
5’. L'Gs d’un volum adequat de I'extracte cru, ens permet detectar desaparellaments tot i que
es probable que la mida del fragment, també interfereixi en el limit de deteccié del

desaparellament.

2.3.3.-L’eficiéncia de I'extracte de fonoll en la deteccio de desaparellaments.

L'extracte cru de fonoll va demostrar que tenia la capacitat de tallar fragments amplificats a
partir de material genomic. Es va demostrar, que no era necessari passar |'extracte per una
columna de dialisis, ja que la mostra sense purificar era capag de tallar els desaparellaments
d’una sola base de SNP’s amb un limit de resolucié de 1 fragment dsDNA mutant contra 16
fragments salvatges dsDNA. Altres grups que han treballat amb la endonucleasa CEL I, han

trobat que el limit de deteccié d’un desaparellament era la relacié 1:16 (Till et al., 2004)"®*
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Tot i que davant de la prova de deteccié de polimorfismes entre els fragments amplificats de
DNA en dues soques de llevat, la soca Saccharomyces cerevisiae i Saccharomyces carlbergensis
vam detectar que les intensitats de tall eren lleugerament inferiors a I'esperat. Sabem que

Saccharomyces carlbergensis te 25 Mb (Nakao et al., 2009)**

i Saccharomyces cerevisiae 12
Mb (Goffeau et al., 1996)**, per tant a igual material de partida (100 ng en el nostre cas),
obtindrem una diferencia de fragments amplificats 1:2 de CARL respecte CER. Pero tal i com
vam descobrir al seqiienciar individualment mutants en el capitol 4, la soca CARL, presenta una
de les dues copies del gen Met10, truncat. Per tant, estariem parlant, que a igual volum de
partida de DNA en ambdues soques, CARL esta en una proporcié 4 cops inferior que CER. Aixi

doncs, el limit de deteccié dels polimorfismes, en aquest cas, no és de 1:16, sind estariem

parlant d’un limit de 1:4 real.

De totes formes, en la majoria de garbellats moleculars de poblacions mutagenitzades, aquest
no sera el cas més tipic. El més comu sera trobar un al-lel mutant dins d’'un grup de 4 o0 8
mostres sense la mutacio. Per tant una altra qlestio que es planteja fou el limit de deteccid de
I’enzim davant un al-lel mutant diluit entre DNA genomic salvatge. En aquest cas es va
analitzar, el limit de deteccié d’una mutacié en un i dos al-lels d’un gen d’arros arros que
presentava una dotacié cromosomica 2n. Tal i com esperavem, la resposta d’intensitat de
senyal en la deteccié d’un al-lel en heterozigosi és meitat que la intensitat de senyal en la
reaccié de detecciéd d’'un en homozigosis. Al barrejar la mateixa quantitat de DNA de dos
fragments amb diferent dotacid al-lelica en una reaccié de generacié d’heteroduplex és molt

dificil que es generi un intercanvi de cadenes al 100%

En la deteccié d’'un desaparellament en heterozigosis, I’al-lel que conté la mutacié o I’'SNP,
teoricament, esta en una relacié de 1:3 si acceptem que s’ha afegit la mateixa quantitat de
DNA de les dues mostres com a material de partida. En canvi, en el material amb dotacié en
homozigosis, esta en una relacié 1:1 i per tant es generen més nombre de fragments amb el

desaparellament per poder detectar.

2.3.4.-L’extracte cru de fonoll te capacitat de deteccio de delecions

Mentre que la majoria de les mutacions puntuals (com les causades per l'actuacié de
mutagens com I'EMS) tenen solen tenir efectes més discrets en I'efectivitat de la proteina que

tradueixen, les delecions, en canvi si generen efectes més significatius. Per aquest motiu es va

61



2.-Optimitzacié de la deteccié enzimatica de mutacions puntuals de I’ADN.

testar la capacitat de I'extracte FCE de reconeixer i digerir delecions de diferents longituds i tal
i com s’ha vist, I'extracte cru de fonoll ha reconegut els 6 tipus de fragments amb els diferents

desaparellaments. Aix0 ens permetra utilitzar I’enzim en un espectre més variat de mutagens.

2.3.5.-Especificitat en el tall de I’extracte de fonoll

La tensié generada pel bucle o bé la forma fisica del desaparellament es tallada correctament
per I'extracte cru de fonoll, tal i com s’ha vist, en els desaparellaments formats per delecions.

Per altra banda, els desaparellaments formats per una base diferent, també son detectats per
I’extracte cru de fonoll, tot i que amb diferent senyal d’intensitat depenent de la base
desaparellada. Aixi doncs, aquest fet ens planteja la pregunta de si la capacitat de deteccié
d’una mutacié depen de la seqliencia que I'envolta, ja que aquesta afectaria a la tensié del
bucle, a part de la tensi6 formada per la parella de nucleotids desaparellats. Algunes
endonucleases que reconeixen desaparellaments (P1 i Nucleasa Mung Bean) tenen certes
preferéncies per la seqliencia que esta al voltant del desaparellament. El grup de Kabotyianski
(Kabotyianski et al., 1995)°®, sostenen que les 2 bases que hi ha al voltant del desaparellament
tipus hairpin, determina el tipus de tall que cada endonucleasa fara. Per altra banda segons
Santalucia la temperatura de fusid, aixi com el seu comportament termodinamic de dos
fragments complementaris depenen de la seqiiéncia (Santalucia et al., 1998)*®. Per aixo, el
tipus de seqliéncia al voltant del loop pot afectar a la formacié del desaparellament i per tant

tindra conseqiencies en la formacid de tall per part d’aquestes endonucleases.

Altres estudis suggereixen que nucleases com la endonucleasa MBE (Mung Bean
Endonuclease), la S1 (Aspergillus) i la CELI només tallen una sola cadena (Till et al., 2004)""
(Oleykowsky et al, 1998)'"°. Segons Bauman I’endonucleasa MBN talla preferiblement
desaparellaments T i A, en canvi 'endonucleasa S1 talla Adenines (Bauman et al., 1986)>®.

Till va detectar que en les regions riques en CG els desaparellaments eren més dificils de
detectar amb I'extracte cru d’api (Cel), perd ho van atribuir a condicions poc favorables de
Mg2+ i pH. Segons Till, no hi havia diferéncia en I'eficiéncia de tall atribuible a I’entorn del
desaparellament. Oleykowsky (1998) va detectar, que I'enzim CELI purificat, presentava certa
tendéencia a tallar uns desaparellaments de tipus substitucio de base, més que altres.
Concretament, tallava molt efectivament els desaparellaments que continguessin una citosina,

especialment C/C, pero quasi no s’apreciava el tall en desaparellaments T/T (Oleykowsky et

al., 1998)'".
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Segons els resultats obtingut en la deteccié de mutacions dels garbellats en els capitols 4 i 5,
I'extracte cru de fonoll te preferéncia per detectar els desaparellaments A/C i T/G, en una
amplia majoria tot i que també es capac¢ de detectar desaparellaments, T/T, A/G i C/C. La
preferéncia de I'extracte cru de fonoll pels desaparellaments A/C i T/G coincideix, amb els que

genera el mutagen EMS, que provoca transicions de canvis de base tipus G/C>A/T.

2.3.6.-L’equilibri entre el soroll de fons i la intensitat de tall és degut al volum

d’enzim

Que l'extracte cru de fonoll no talli del tot els desaparellaments generats, pot ser causat pel
tipus de tall que provoca. Podria ser que I'enzim tingués dificultat per tallar la doble cadena
per aquests desaparellaments degut a la falta d’enzim, pero no és aixi, ja que encara que n’hi
afegim més, no aconseguim observar més intensitat en les bandes de tall. Si el motiu pel qual
no es tallen és que I'extracte es satura i no pot seguir tallant, en les reaccions amb més
quantitat d’enzim no haurien de quedar fragment complets. Perd no és aixi, i la relacié del
patrd de tall entre els diferents fragments sembla independent de la quantitat d’enzim que hi
afegim. Per altra banda que a I'augmentar el volum d’enzim i que mantinguem la mateixa
intensitat de tall, perdo que disminueixi el substrat pot voler dir que I'enzim també talla de
forma inespecifica a partir d’'una determinada concentracié. Per0 mitjangant aquest tipus
d’experiments, no podem saber si el tall es produeix a les dues cadenes complementaries o bé
si hi ha tall tipus osca, o bé si hi han talls mixtes. Till també comenta que tot i que desapareixi
el DNA natiu, no augmenta la intensitat de les bandes de desaparellament. Se sap que I'enzim
Cel I de I'api, te activitat 3’-5’ exonucleasa (Till et al., 2004)""* (Oleykowsky et al., 1998)""% i tal i
com hem vist, pot tallar el DNA, produint gradacié de DNA que genera soroll de fons. Sembla
ser, que podria passar el mateix amb el material amplificat, que tot i estar protegit per la
modificacié dels primers tipus fosfotioat, és degradat degut a I'excés d’enzim de I'extracte.
Estariem parlant que I'enzim trenca el desaparellament, utilitzant la seva capacitat
endonucleasa 5’-3’, pero per altra banda va degradant els extrems no protegits 3’, fent Us de la
seva capacitat exonucleasa 3’-5’. L'extracte cru de Fonoll, te una activitat asimetrica també, ja
que primer elimina la tensié formada pel loop o bé, pel desaparellament i posteriorment

podria degradar la cadena complementaria

S’ha vist que en I'endonucleasa S1 talla la cadena simple per I'extrem 3’ degut a que es formen
petits desaparellaments, en els extrems terminals del DNA (Kroeker et al., 1976)°”. A certa

temperatura, poc temps i davant un excés de I'enzim, S1 tallava tot el DNA. Segons Bauman
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(Bauman et al., 1986)°® les endonucleases MBN i S1, tenen activitat no especifica en els
extrems 3’ dels fragments i a certa temperatura, tallen de forma indiferent tot el DNA. Aixi
doncs, sembla ser que el soroll de fons és generat per una degradacié del DNA davant un excés

d’endonucleasa, més que produit per errors produits durant la PCR.

L'equip de Cao (Gao et al, 2007)*® han treballat amb I'endonucleasa V de Thermotoga
maritima (Tma), que mitjancant mutacions han canviat la seva especificitat per certs
desaparellaments. Certs residus de la proteina reconeixen per posicié diferencies en
I'arquitectura del DNA, i tallen només la cadena que presenta el desaparellament. En el seu
estudi reconeixen que la nucleasa Tma te dificultat per detectar desaparellaments A/C dins de

regions riques en GC.

2.4.-Conclusio

Hem pogut comprovar que |'extracte de Fonoll Fresc, te unes capacitats similars a altres
endonucleases que hi ha disponibles al mercat actualment. No només es capac¢ de detectar
diferents tipus de desaparellaments produits per un canvi de base, sind que és capag de
detectar delecions forga grans amb una molt bona resolucié. La seva eficiencia en tallar
desaparellaments i permeten la seva deteccid/identificacio depén del balang entre la seva
activitat endonucleasa 5’-3’ i la seva activitat exonucleasa 3’-5

Aquesta capacitat de detectar diferents tipus de mutacions la fa molt versatil per a molts tipus
diferents d’assaigs de deteccié de mutacions en garbellats moleculars. De la mateixa forma
s’ha vist que pot treballar en poblacions on s’hagi utilitzat diferents tipus de mutagens des de
EMS que pot provocar mutacions puntuals, passant pels raigs y . Per tant, el rang de deteccié
de mutacions per desaparellaments va des d’una sola base diferent, fins a 106 parells de bases
de delecid. A partir de 54 pb de delecié i depenent de la mida del fragment amplificat, es pot
detectar a simple vista observant un gel d’agarosa, per aquest motiu, ja no seria necessari el
garbellat per deteccid de desaparellaments.

Aixi doncs, I'extracte cru de FONOLL és util per detectar una ampli rang de mutacions, i fins i
tot, sense purificar és util per utilitzar directament en les técniques de garbellat de tipus
enzimatic.

S’ha vist també, que la proteccié amb un enllag fosforotioat, és forga util per tal de reduir el
soroll de fons, de la mateixa forma que utilitzar una concentracié d’extracte cru adequada

evita una degradacid dels fragments indiscriminada.
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3.- Generacio i identificacio de mutants en llevat pel Gen
sulfit reductasa

3.1.- Introduccio
3.1.1.-L’elaboracio de la cervesa

La cervesa és una beguda alcoholica obtinguda a partir de la fermentacié de diversos cereals .
En el procés d’elaboracié s’utilitzen com a productes basics, I'aigua, el cereal, el llupol i el
llevat, en que la varietat a utilitzar dependra de cada marca i regid de produccid.

L’elaboracié de la cervesa esta dividida en 5 fases: I'elaboracié del malt, obtencié del most, la

fermentacié, la maduracié o repos i I'acondicionament de la cervesa per I'envasat.

La primera fase consisteix en la elaboracié del malt a partir de llavors de cereals com |'ordi
(Hordeum vulgare), o del blat (Triticum sp.), entre altres, on es sotmet el gra a unes condicions
optimes d’humitat , temperatura i ventilacié que afavoreixen la germinacié del embrid i I'inici
del desenvolupament. Durant aquest procés es formen diversos enzims especifics que seran
inhibits temporalment mitjangcant un procés d’assecat per aire calent, per evitar el consum del
material de reserva per part de 'embrié. Acte seguit comenga un procés de torrefaccio (molt
important segons el tipus de varietat de cervesa), polvoritzacié i tamisat del malt. A partir

d’aquest punt es pot emmagatzemar la farina de malt per la seva posterior utilitzacio.

La segona fase consisteix en I'elaboracié del most o brasage, qué s’obté a partir de la mescla
de malt i aigua. L'objectiu del brasage és produir un most amb les caracteristiques necessaries
per produir la cervesa desitjada. Aixo s'aconseguira mitjancant la solubilitzacié enzimatica de
tots els components del malt. El malt és barreja amb aigua en una caldera que es va escalfant
progressivament fins una temperatura que dependra de la recepta, normalment sén
temperatures progressives de 45, 62 i 729C. Durant aquest procés actuen els diferents enzims
que conté el malt, destacant I'empastament o proteolisi (45-552C), maceracié o amilolisi (62-
659C) i sacarificacio (70-752 C) on s’activen les amilases que comencaran a degradar de nou el
midd. En una segona caldera s’afegeix el que s’"anomenen els adjunts que poden ser semola de
cereal de blat de moro, arros, blat o altres. Els adjunts es barregen amb aigua que s’escalfa per

tal d’alliberar el midé. Posteriorment, es barregen els continguts de les dues calderes, on a
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més malt o midd, més sucres tindra el most, i conseqiientment més contingut alcoholic tindra
la cervesa. Despres del filtrat de la mescla, s’obté un liquid anomenat most, de color més o
menys marré en funcié de la torrefaccié del malt. Seguidament a aquest most se li eleva la
temperatura fins a I'ebullicié , i és en aquest punt on s’afegeix el Ilupol, la flor d’'una planta
enfiladissa, de la familia de les cannabinacies. Les flors femenines d’aquesta planta
proporcionen els alfa acids que al isomeritzar-se donaran a la cervesa I’'aroma i el sabor amarg
a més de contribuir en l'estabilitat de l'escuma. En aquesta fase d’ebullicié6 que dura
aproximadament una hora i mitja, s’aconsegueix la precipitacié de les proteines , I'evaporacio

de compostos indesitjables per la cervesa, I'inactivacié dels enzims i I’esterilitzacié del most.

La tercera fase de I'elaboracié de la cervesa és la fermentacid. El most es barreja amb el llevat
durant un 4-10 dies per tal de fermentar els sucres a alcohol. Depenent de la varietat de llevats
que s’afegeixi al most es produira un tipus de cervesa o un altre. Les cerveses de tipus Ale, son
de fermentacidé rapida, ja que els llevats tipus Saccharomyces cerevisiae (Hansen et al.,
1996)°” passen de 4-6 dies a temperatures entre 18-252C i produeixen més aromes i gustos
afruitats a la cervesa. En canvi les cerveses de tipus Lager, son cerveses de fermentacié baixa,
en que passen de 8-10 dies a temperatures de 10-152C on llevats de tipus Saccharomyces

210

carlsbergensis (Vaughan-Martini 1987)~" produiran un altre tipus de cervesa tenint tendéncia
a flocular més, al ser llevats més pesats. Les cerveses de tipus fermentacié espontania, son
aquelles que no utilitzen llevats afegits, sind que empren els llevats propis de I'ambient o els
qgue contenen els grans i son un tipus de llevat molt concret de cada regié productora. Altres
cerveses fan una doble i fins i tot una triple fermentacid essent cerveses amb forca graduacio
alcoholica i denses de cos. Durant la fermentacié es produeix molta calor, ja que és una

reaccié exotermica, i per tal que els mateixos llevats no acabin perdent eficiéncia, degut a la

calor, s’ha de mantenir constant la temperatura del tanc fermentador.

En la quarta fase, es passa la cervesa a un tanc de maduracié de 20 a 25 dies a 2-42C on es
clarifica i acabara d’adquirir el sabor caracteristic fent una fermentacié més lenta. En algunes

cerveses, tornara a un tanc de fermentacio per tal de fer una segona fermentacio.
Finalment, en la cinquena fase es filtra la cervesa i s’hi afegeixen de nou dioxid de sofre o

metabisulfits per tal d’estabilitzar el sabor i per evitar el creixement microbia durant

I’emmagatzemament.

68



3.-Garbellat en llevat pel gen Met10

3.1.2.-La importancia del sulfits com a conservadors dels aliments

Els sulfits son composts inorganics amb propietats antioxidants usades com a conservants en la
industria alimentaria. Els sulfits han estat usats des de I'antiguitat com a additius per preservar
el sabor dels aliments, com a conservants contra el creixements de microorganismes
patogens, contra el deteriorament del producte, és a dir, allargant la vida util del producte.

En la cervesa, els sulfits s’afegeix en format de dioxid de sofre (SO,) o de metabisulfit de sodi
(Na,S,05) o potassi (K,S,0;5) . El dioxid de sofre o el metabisulfit, s’equilibra en solucié aquosa
en forma de acid sulfurés (SO,), bisulfit (HSO3), o sulfit (SO5%) trobant la seva preséncia
depenent del pH. Tot i aixi hi ha una proporcié de dioxid de sofre, que es el que ddéna les
propietats antimicrobianes, aromatiques i gustatives a la cervesa (flavour). Per aquest motiu
tan en vins com en cerveses es parla de dos tipus de composts de sofre, el sulfurds total i el

211 controlen els limits que poden

lliure, i la normativa europea i espanyola (BOE 95/2/CE)
contenir ambdds tipus de productes.

L'etanol és un dels composts que juntament a dioxid de sofre (segons la IUPAC) modulen el
creixement microbia destruint la vitamina B1 (tiamina). Per altra banda el dioxid de sofre actua
com a antioxidant inhibint I'activitat de certs enzims que podrien alterar el color i olor de la
cervesa i del vi (Poulton et al, 1970)*** (Ough et al., 1987)*"*. Es més coneguda I'activitat
bisulfit com a conservant dels aromes, pero sembla ser que al poder combinar-se amb altres
molécules formant una unié més o menys estable, bloqueja cert composts secundaris de la
fermentacié que donen un mal gust a la cervesa (Bartowsky et al., 1995)***.

Per altra banda, i degut a que els sulfits poden ocasionar problemes de salut, la legislacié
especifica quins limits de sulfits entren dins de la legalitat en funcié dels seus consumidors
potencials. Esta descrit que pels consumidors sensibles poden sofrir atacs d’asma, anafilaxis,
dolor abdominal, urticaries, rhinoconjuntivitis, atacs d’apoplexia i fins i tot la mort (Tarlo et al,,
1993)*°. Tot i que els casos donats son pocs, la necessitat de controlar I'adicié de sulfits és una
caracteristica indispensable, aixi com etiquetar correctament que el producte en conté.

A més a més, la Directiva Comunitaria 2003/89/CE, obliga a etiquetar aquells productes que
continguin més de 10mg/I de sulfits total. Se sap que aquells productes que contenen més de
35mg/| de sulfuréds lliure, piquen al nas, per tant no és gens recomanable. Per altra banda la
legislacio prohibeix I'adicid de més de 150 mg/| de sulfurds total. En el cas de la cervesa els
limits legals son 20mg/L en totes les cerveses, incloses les de tipus sense alcohol i 50mg/L en
les cerveses de doble fermentacié. La quantitat maxima de sulfits admesa legalment en les

cerveses sempre és forca superior a la que realment s’afegeix a la cervesa, tenint en compte el

nombre de fermentacions a qué ha estat sotmesa.
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3.1.3.-L’activitat metabalica dels llevats modifica el contingut de sulfits

Durant la maduracid de la cervesa i degut al temps que roman embotellada, els llevats poden
alterar el contingut de sofre de la cervesa (Zamora 2005)**°.

Tot i que es te en compte el comput de SO, total, durant I'emmagatzematge de la cervesa el
dioxid de sofre pot passar un altre cop a sofre (S,), a Sulfuréds i finalment a sulfat (SO,), variant
el sulfurds lliure. Aquest fenomen és 'anomenada evolucié del contingut de sulfits lliures i és
un procés que no es pot controlar. El llevat pot variar lleugerament les proporcions de sulfits al
incorporar-lo per fabricar aminoacids, o bé al contrari, expulsar-ne de nou, degut al
catabolisme d’aminoacids. Sigui com sigui, 'alteracié dels sulfits pot provocar el canvi de les

propietats organoléptiques de la cervesa, al permetre que grups carboxils quedin de forma

lliure, modificant 'aroma i comprometent I'estabilitat del producte.

La transformacid del sulfit durant la fermentacid, és dut a terme per la proteina Sulfit
reductasa (subunitat de la qual és codificada pel gen Met10), que te la funcié de passar els
sulfits a sulfhidric. Es a dir, els llevats, alteren aquesta composicié en funcié de la seva propia
activitat metabolica, majoritariament en les rutes de biosintesi de aminoacids. A partir de
I'adicid de sulfits, els llevats passen els sulfits a I'interior de les seves cél-lules mitjangant unes
permeases. Mitjangant I'activitat de diversos enzims, el Sulfats poden passar a sulfhidric

durant els primers 10 dies de fermentacid.

NHy

Tioredoxina a reduida

Adenosina 3';5’-bisfosfat

( i

Figura 15: Ruta metabolica de la reduccid dels Sulfats a sulfurs en llevats. Font KEGG

El gran valor comercial de cada soca emprada en I'elaboracié d’una cervesa, la fa Unica per les

propietats fermentatives i el bouquet que ddna al producte final. Per tant sera desitjable,
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conservar les caracteristiques de la varietat i eliminar només els gens que intervenen en la
transformacié de sulfits a sulfur d’hidrogen. Concretament seria interessant desactivar els gens

responsables de les subunitats de la sulfit reductasa.

3.1.4.-Mutagénesis i garbellat molecular d’una soca cervesera

Les soques de llevat productores de cervesa, presenten varies diferencies respecte a les
soques silvestres o amb les espéecies que son utilitzades en estudis en laboratori. Per una
banda tenim les soques de fermentacié alta o ales que constitueixen un grup de llevats
diploides relacionats amb soques de S. cerevisiae de laboratori.

Per altra banda existeixen les soques lager que tenen més capacitat de fermentacié a baixes
temperatures i donen una major graduacié d’alcohol a la cervesa. En aquestes soques trobem
Saccharomyces pastorianus que és un hibrid allo-tetraploide entre S. cerevisiae i S. bayanus

(Vaughan-Martini et al., 1985)*" i (Yamagashi et al, 1999)°*®

. Aquesta soca, anomenada
també Saccharomyces carlsbergensis, i te la capacitat de fermentar a temperatures que
oscil-len des de 6 a 12°C fins a 342 con a maxim. Per altra banda la nostra soca de
Saccharomyces carlsbergensis te poca o nul-la capacitat esporulativa (0 amb espores de baixa

viabilitat), i es reprodueix majoritariament de forma vegetativa.

Aquesta soca conté quasi un 60% més de contingut d’ADN que el llevat de fermentacio rapida
S. cerevisiae, tot i que estudis sobre DNA mitocondrial i DNA ribosomic en S. pastorianus es
creu que la major proporcié del material genetic deriva de S. bayanus que de S. cerevisiae
(Piskur et al., 1998)**° i (Montrocher et al., 1998)**°. Recentment s’ha seqiienciat el genoma de

21 g genoma,

Saccharomyces pastorianus descobrint que conté uns 25 Mb (Nakao et al., 2009)
gue mesura 25 Mb conte seqliencies derivades dels sub-genomes de Saccharomyces cerevisiae
i Saccharomyces bayanus, agrupats en 36 cromosomes, dels quals 8 presenten translocacions
entre ambdues especies i una regid mitocondrial circular originaria de Saccharomyces
bayanus. Per altra banda, el genoma de Saccharomyces cerevisiae és de 12 Mb, i uns 6275
gens (Goffeau et al., 1996)** i el genoma de Saccharomyces bayanus és de 11 Mb (Kellis et al.,
2003)**%. La indUstria cervesera estd interessada en soques poliploides amb la capacitat
d’alliberar sulfits (SO5”) (o no transformar el SO2), perqueé reduiria la necessitat d’afegir sulfits
artificialment.

Park va trobar que les soques amb sobreactivacid de la permeasa SSU1 incrementaven

lleugerament els sulfits en el medi al expulsar-los del citoplasma del llevat (Park et al., 2000)**.
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Pero tot i haver un lleuger increment dels sulfits en el medi, I'organisme els continuava
utilitzant per les seves activitats metaboliques al no haver disminucié de I'activitat sulfit
reductasa.

Hansen per altra banda, va generar soques de S. carlsbergensis modificades genéticament que
eren defectuoses per I'enzim sulfit reductasa (Met10) o per I'enzim homoserine O-acetyl
transferase (Met2). Mitjangcant recombinacié homologa, van eliminar seqiiencialment les dos
copies dels gens Met2 en individus segregants haploides (tipus Mata; Mata de S.
carlsbergensis i van regenerar unes soques de S.carlsbergensis mitjangant la sexualitat del
llevat (anomenada mating). Per I'altre banda, va seguir la mateixa estratégia per eliminar el
gen Met10. Hansen va trobar que aquestes soques modificades incrementaven la produccio de

224 .Hansen et al.,

sulfits i d’aquesta forma milloraven el sabor de la cervesa (Hansen et al., 1996
1996)*®.
Les soques sense capacitat de mobilitzacié de sulfits son viables, pero es tornen auxotrofiques

per la metionina (Hansen et al., 1996)°” (Park et al., 2000)*** (Masselot et al., 1975)**°.

3.1.5.-Objectius del projecte

Els resultats de Hansen demostren que es possible obtenir soques de llevat amb una produccié
augmentada de sulfits. No obstant, les soques de Hansen han estat generades mitjangant la
tecnologia del ADN recombinant. Aquest fet implica a nivell legal que la utilitzacié de aquestes
soques per a la produccié de cervesa o vi infringiria la legislacié comunitaria vigent, a part que
probablement provocarien rebuig en el consumidor. Per aquesta rad, es va seguir una
estrategia de mutagenesis no dirigida, de tipus quimica, en una soca industrial de llevat
acoblada a la deteccié de mutants a nivell molecular . El primer objectiu fou determinar les
condicions de la mutagenesis a través de I'elaboracié d’una soca indicadora i testar |'eficiencia
genotoxica i citotoxica del mutagen EMS. Un cop determinades les condicions de mutagenesi
es va generar una poblacié6 mutant de llevat per garbellar individus que presentessin una
mutacié que desactivés el gen Met10. Concretament el nostre objectiu fou la disminucié
progressiva de la produccié de sulfits, localitzant dins d’una poblacié aquells mutants que
tinguessin un defecte en I'enzim sulfit reductasa mitjangant la inhibicié de les diferents copies
funcionals del gen Met10 dels dos genomes. A partir de I'obtencié d’'una soca mutant amb una
copia de la proteina sulfit reductasa no funcional, s’establiran les subseqiients rondes de
mutagéenesi per tal d’anar aconseguint nous mutants per les altres copies del gen. Finalment

estudiar la viabilitat de la soca mutant per I'enzim sulfit reductasa.
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3.2.-Resultats i discussio

3.2.1 -Posta a punt de la mutageénesi quimica de S. carlsbergensis
3.2.1.1.-Determinacié de LD50

Abans de fer una mutageénesis a gran escala, s’ha d’avaluar l'efecte del mutagen en
I’organisme amb que es vol treballar. A I’'hora d’aplicar el protocol de deteccié de mutacions,
s’ha de tenir en compte l'eficiéncia del mutagen i diferenciar la genotoxicitat de la citoxicitat .
Sabem que I'etil metilsulfonat (EMS) provoca ambdds efectes, per tant s’ha de comprovar com
afectara el mutagen a l'organisme i seleccionar les condiciones optimes del procés de
mutagenesis.

L’habilitat del mutagen a I’hora d’induir lesions dependra de la concentracié que utilitzem, el
temps d’exposicié i de la facilitat que tingui per penetrar dins de la cél-lula. Disposar d’aquesta
informacid ens permetra optimitzar la reaccié de mutagenesis en funcioé del mutagen elegit.
Sabem per Ames que els organismes responen de forma diferent a segons quins tipus de
mutagen, i temps d’exposicio per tal de produir el maxim canvi sense matar a I'organisme, per
tant, hem de determinar préviament, |'efecte que tindra el mutagen en I'organisme en el
nostre cas, una soca de llevat de tipus haploide i diploide (Ames 1973)".

S’ha utilitzat el calcul de la dosi letal 50 per determinar quina concentracié i temps d’exposicid

és aquell que mata a la meitat de la poblacid, extrapolant el seu efecte mutagénic com a

optim.

3.2.1.2.- Analisi de I'eficiencia de la Mutagénesis mitjangant una soca indicadora

Per saber si el mutagen generara mutacions en el genoma amb la freqiiencia desitjada, hem
generat unes soques indicadores que contenen una proteina de fusid, que ens permetran
saber-ho.

Per tal de mesurar I'efecte de diversos mutagens, s’ha generat unes soques de prova
(haploides i diploides) que ens permetin detectar visualment el tipus de dany generat per cada
tipus de mutagen, tan a nivell genotoxic (substitucié de bases, generacié de codons STOP,
alteracions en l'inici de transcripcid...).

Mitjancant la fusié d’'un gen que codifiqui per una proteina fluorescent a un gen de llevat
utilitzant el seu propi promotor es podra estudiar I'efecte del mutagen en un gen i
conseqiientment la proteina que se’n deriva. Com a gen diana, es va seleccionar ZWF1
(Glucosa 6 fosfat deshidrogenasa), ja que aquest gen complia amb varis requeriments

moleculars fonamentals com; a) poder generar una proteina (relativament gran) de fusio
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terminal estable, b) expressar sota el control d’'un promotor constitutiu a un nivell i c)
mantenir la viabilitat de la cél-lula després de la inactivacio de la proteina.

Per aconseguir la fusid primer es va generar in vitro, mitjangant SFH-PCR (Short Flanking
Homology ) una fusié d’una seqiiéncia curta de ZWF1 i una proteina fluorescent (veure Figura
16) i després es va intercanviar amb la seqléncia endogena del llevat mitjancant la
recombinacié homologa. La insercié de la construccio de copia Unica es va realitzar tant en una
soca haploide (W303-1) com en una diploide (5288C) de S. cerevisiae

(estat hemizigot). Es va elegir una colonia fluorescent de la soca haploide W303 (YGEO1,
fluoresceéncia YVenus) i una de la soca diploide S288C (YGEQ2, fluorescéncia GFP). La insercid

correcte esva comprovar mitjangant PCR.

Recombinacio homologa en soca diploide Saccharomyces cerevisiae

Fragment amplificat del plasmid FAGa

U NAR1T VZWETY ~»s  ATG2 allel 1

Promotor

7A=Y yWenus Jcl: kLS allel 2

Promotor

Figura 16: Esquema de la zona d’insercié en un dels al-lels del gen ZWF1 amb el fragment amplificat amb
oligos quimerics (ZWF1-linker y G418-ARS) en el cromosoma XIV de Saccharomyces cerevisiae. Es tracta
d’una insersié senzilla per a cada al-lel

La comprovacié de la insercié de una copia Unica del constructe esta explicat en I'apartat 7.3.7

(Comprovacio generacié de proteina de fusid)
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Figura 17: Amplificacié del fragment recombinant entre els gens ZWF1 i ATG2 en un al-lel depenent de la
dotacié cromosomica de cada soca. El fragment de 3164 correspon al marcador insertat per
recombinacié homologa que conté els gens de resisténcia a la geneticina, kanamicina, el linker i el gen
de fluorescencia. El fragment de 944 correspon a la regié genomica de llevat sense el constructe. Notis
que les soques control CER, W303 i la el sub-genoma CER en la soca poliploide CARL amplifiquen. La
soca BAY no amplifica al haver estat dissenyat els cebadors per a la regié del genoma de CER.

3.2.1.3-Mutagenesi de les soques indicadora

A partir d’aqui es va fer créixer un cultiu liquid de YGEO1, YGEO2 i C. carlsbergensis amb el
mutagen EMS (2,6% v/v) amb temps d’exposicid que anaven des dels 20 fins als 120 minuts.
Com a controls negatius, es van fer créixer les mateixes soques sense mutagen. Qualsevol
canvi de base (transicio, transversid, insercid) que es produeixi en la seqliéncia que transcriu
per la proteina fluorescent fusionada i que afecti la seva funcionalitat, provocara una perdua
de la fluorescencia. D’aquesta forma totes aquelles colonies de llevat que sobrevisquin a la
mutagénesi i que haguessin perdut la capacitat de fluorescencia (dany genotoxic) seran
utilitzades pel comput de I'eficiéncia del mutagen.

Observant els resultats de supervivencia de les soques control i de la nostra soca C.
carlsbergensis, podem comparar i extrapolar els resultats de la freqliencia de canvi. S’ha de
tenir en compte les dades de la taula 3 on es pot observar la diferéncia entre la genotoxicitat
entre les soques haploide YGEO1 i diploide YGEO2 a un temps determinat. Observant els
resultats s’observa que la citotoxicitat augmenta a major temps d’exposicié com en el cas de la
soca haploide on la supervivencia és inversament proporcional al temps d’exposicid, trobant

aixi una disminucio progressiva i exponencial de la supervivencia.
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Temps CITOTOXICITAT GENOTIXICITAT
Exposicio EMS | (%Viavilitat: Tractades/No tractades) (Freq KO.fluor/ TOTAL)
[ wn [ e yer  om [ oy  yere |
0 100 100 100 0,0051 0
20 90,9 94,3 46 0,1928 0,006
40 67,7 63,5 40,5 0,146 0,0092
60 41,9 56,8 20,8 0,1685 0,0095
80 10,3 54,1 17 0,2079 0,016
100 3,3 32,6 2 0,2186 0,017
120 0,6 28,1 0,1 0,375 0,047

Taula 3: Efecte citotoxic de les soques haploide yGEO1, diploide yGEQ2 i poliploide S.carlsbergensis en
funcié del temps d’exposicié al mutagen EMS (Etil Metanosulfonat), representat en % segons les
tractades / no tractades. La Genotoxicitat s’ha expressat com la pérdua d’expressié de yVenus o canvi de
color en les yGEO1 dividit pel total de supervivents. Notis el percentatge segons si és haploide o diploide.
En canvi la soca diploide YGEO2 te una resposta diferent, ja que fins als 80 minuts d’exposicio
al mutagen no s’observa una disminucié de menys del 50% de supervivéncia, tot i que pot
sobreviure més de 120 minuts en preséncia del mutagen. La major sensibilitat de la soca
haploide al mutagen era esperada, per que un individu haploide es més sensible a la pérdua de
gens essencials degut a la mutagénesis.

Sorprenentment, la soca tetraploide fou més sensible a la preséncia del mutagen ja que te la
mateixa supervivéncia als 20 minuts que la soca haploide yGEO1 despres d’una hora.

Si observem els efectes genotoxics produits pel mutagen (veure figura 16 ) en la soca diploide
(YGEO1) i haploide (YGEO02), s’observa, que en la diploide, hi ha menys desactivacié de
fluorescéncia i que a partir dels 60 minuts d’exposicié podem trobar una desactivacié de la
fluorescéncia en I'l% de les colonies. Pel mateix temps d’exposicié trobem que en la soca
YGEO1 obtenim més de 15% .

Es va extrapolar la informacidé a la soca industrial i per aquest motiu es va elegir el temps
d’exposicié entre 40 minuts, que en teoria es podia obtenir un nombre optim de mutants en

una poblacié de 2000 individus com a tenir una freqiiéncia aproximada de 10 mutacions/kb.
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Espectre Visible Fluorescénda

$288C YGEO2 $288C YGEO2

Espectre Visible YGEO1 Fluorescénda en YGEO1

Efecte EMS sobre el GEN yVENUS en soca yGEO1

Figura 18: En la part superior, comparacié entre la soca salvatge S288C i la soca recombinant amb el
fragment YGEO2, que li confereix fluorescéncia la proteina Yvenus. En la part inferior s’indiquen dues
colonies amb perdua de I'activitat de la proteina Yvenus en la soca YGEO2 mutagenitzada amb EMS. El
recompte de colonies que van perdre la fluorescéncia respecte del total, ens va donar la freqiiencia de
genotoxicitat del mutagen a diversos temps d’exposicié del mutagen.

En la figura 18 es pot observar la comparacio entre la soca indicadora YGEO2 i la soca S288C.
Al posar en contacte la soca indicadora amb el mutagen, hi ha un percentatge de colonies que

perden la fluorescéncia, tal i com s’aprecia en la part inferior de la figura.

3.2.2.-Determinacio de I’estructura i composicié del gen Met10

El gen metl0, codifica per la subunitat alfa de la proteina sulfit reductasa, i la seva activitat
esta relacionada dins la ruta metabolica de la reduccid del sulfur d’hidrogen a partir de sulfat.

El gen esta situat dins del cromosoma VI de Saccharomyces cerevisiae, dins la regio
NC_001138.4, i el seu locus és el YFRO30W. El gen no presenta introns i codifica per una

subunitat de 1035 aminoacids per la proteina Sulfit reductasa. En el nostre garbellat, hem

77



3.-Garbellat en llevat pel gen Met10

amplificat majoritariament, la regid final de la proteina on hi ha més informacié disponible, en
cas de trobar mutacions i el nostre fragment era de 1000 pb aproximadament. Per dissenyar
els cebadors ens hem basat en la informacié del genoma complet de Saccharomyces cerevisiae
i dels fragments de YAC's i BAC's de Saccharomyces bayanus. Entre els gens Met10 de les dues
especies hi ha una homologia d’un 81% a nivell genomic, essent suficientment semblant per tal
gue els gens puguin presentar la mateixa activitat enzimatica tot i que amb lleugeres
diferéncies que ens van permetre el disseny de cebadors pel garbellat d’una forma
independent dels dos genomes de S. carlsbergensis.

Per tal de maximitzar la probabilitat d’obtenir una mutacié que afectés a la funcionalitat del

gen Met10, es van analitzar els diferents dominis funcionals de la proteina.
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Figura 19: Dominis funcionals del gen Met10 per Saccharomyces cerevisiae segons diferents bases de
dades. En aquest garbellat molecular s’ha elegit amplificar la segona meitat del gen, degut a que és el
que hi ha més informacio per tal d’analitzar posteriorment I’efectivitat de la mutacié en interrompre

I’activitat del gen (Font, Saccharomyces Genome Database. http://www.yeastgenome.org/)
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3.2.3.-Garbellat molecular: localitzacio dels mutants per Met10 en seqiiéncia tipus S.
cerevisiae

Pel garbellat molecular, es van utilitzar dos oligonucleotids per a amplificar el fragment del gen
Met10 corresponent a la part C terminal de la proteina que conté el centre actiu NADPH oxido
reductasa. La estrategia general era realitzar un garbellat primari sobre el ADN de pools de

quatre colonies, i confirmar els positius sobre el ADN de les colonies independents.

3.2.3.1.- Garbellat molecular en pools i localitzacié individual del mutant

Les mostres candidates putatives en pools que foren detectades mitjancant I'analisi de

I’extracte cru de fonoll, es van verificar de forma individual.

616 677 771 813 815 CARL

P [

B

!

’

-

2

: {

Figura 20: Candidats per la mutacid en el gen Met10C. Les tres primeres mostres de cada grup
corresponen al candidat individual sense mesclar amb un S.carlsbergensis Wild type, i les 3 altres el
candidat barrejat amb la mateixa concentracié de S.carlsbergensis.
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Candidat Canvi de base Aminoacid
616 G->A GLY(687)ASP G687D
677 G->A GLU (786)GLU E786E
680 G->A ARG(643)LYS R643K
771 G->A GLU (865) LYS E 865 K
813 G->A GLY (943) ASP G943 D
815 C->T LEU (804) PHE L 804 F

Taula 4: Resum de mutacions de la soca S.carlsbergensis corresponent al gen Met10C per la varietat
Saccharomyces cereviciae

Durant el garbellat de pools es van detectar varis mutants candidats en ambdds gens, Met10C i
Metl0B. Pero sorprenentment es va veure que en el cas dels candidats per Met10C, no es
podien confirmar a nivell individual en I'analisi de FCE de deteccié d’heteroduplexs.

No obstant, la seqlienciacid del fragment amplificat confirmava la presencia del canvi, i a mes a
mes I’ abséncia de la seqiiencia del al-lel original en la colonia mutant (figura 21).

Per tant, hi havien dues possibilitats: a) En el gen Metl0 del genoma de Saccharomyces
cerevisige de la soca S. carlsbergensis, la mutacié s’havia introduit de forma simultania en
ambdos al-lels (una opcié improbable), o b) un dels dos al-lels de Met-10 CER ja presentava
una delecié en la regid final del gen abans de sotmetre la soca CARL a la mutagenesi.
Efectivament, barrejant les mostres de ADN de les soques mutades amb el DNA de la soca
sense mutagenitzar, I’analisi amb FCE per la deteccidé d’heteroduplexs permetia perfectament

detectar els mutants.

Soca CARL (genoma 25Mb)

Cebadors Met10 BAY ~ 11Mb

l = Cebadors Met10 CER~ 12Mb

—

. .

-— Genoma CER Genoma CER
_——— -0 —

® 2 @

m ] E

~ Genoma BAY Genoma BAY

= ®
3

\ <« ) <—
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Figura 21: Representacio de I'amplificacié d’un fragment del gen Metl0 en la soca Saccharomyces
carlsbergensis depenent dels primers utilitzats. Notis que en la part del genoma corresponent a
Saccharomyces cerevisiae hi ha una delecié.
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3.2.3.2.- Confirmacio del candidat individual per seqiienciacié

Despres de la identificaci6 de les mutacions en pools de 4 individus mitjancant gels
d’acrilamida, es va verificar per seqiienciacié i comparant-ho amb el seu control, la presencia

de mutacié i el tipus. Notis que en el cromatograma cada nucleotid esta representat segons un

color. Adenina, verd; Timina, vermell; Citosina, blau i Guanidina en negre.

616 Met10C End

El mutant 616 conté un nucleotid diferent a la soca control de S. carlsbergensis. En el

cromatograma es detecta Unica mutacio en la al ser aquesta soca hemizigota per aquest gen.

616 Met10 C End Forward S.carlsbergensis Met10C End

815 Met10C End

El mutant 815 conté una mutacio en la regid exonica. La mutacio, de la mateixa manera que en

la resta de candidats per Met10, s’ha detectat barrejant mostres de la varietat salvatge CARL

520 50 520 T30 w0
T cec cc 4 T C T T T T 6 A6 & A acC T TG T T &cC T c & cc Ca T € T C T T & &6 G & ACT T & T T &€

tltMMMm

815 Met10 C End Forward S.carlsbergensis Met10C End
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3.2.4.-Garbellat molecular: localitzacio dels mutants per Met10 en la seqiiéncia tipus
S. bayanus

Per el garbellat molecular, per als individus que presentaven mutacions per la seqliencia tipus
S. bayanus es van utilitzar dos oligonucleotids per a amplificar la part C terminal de la proteina

que conté el centre actiu (figura 21)

El garbellat primari es va realitzar sobre el ADN de pools de quatre colonies, i els positius es

van confirmar sobre el ADN de les colonies independents.

3.2.4.1.-Garbellat molecular en pools i localitzacié individual del mutant

Resum de les mutacions resultat del garbellat pel gen Met10 en Saccharomyces bayanus

Candidat Canvi de base Aminoacid
416 G->A GLU (818) LYS E818K
467 G->A ARG (668) LYS R668K
543 T->C PRO (872) LEU P872L
544 G->A LYS 845 LYS K845K
687 T->C PHE 678 SER F678S
800 G->A VAL 800 ILE V800I

Taula 5: Resum de les mutacions pel gen Met10 en Saccharomyces bayanus

3.2.4.2.-Confirmacio del candidat individual per seqiienciacié

En aquest cas, no es van detectar diferéncies entre la seqliéncia tipus bayanus en
S.carlsbergensis i S. bayanus i observem que els mutants presenten en el cromatograma dos

nucleotids en la posicié mutada

467 Met10B End

120 130 120 130
T A N T ¢ T T T T G " 3N - O T A T C

T
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467 Met10B END CARL Forward Met10B End Control

82



3.-Garbellat en llevat pel gen Met10

800 Met10B End

800 Forward Met10B End CARL Forward Met10B End Control

544 Met10B End

480 470
T & €C € C T ¥ G T T A T € € & 6 € T & € C € T T G 3 ‘T & Ti€

Mg

544 Reverse Met10B End CARL Reverse Met10 B END control

3.2.5.-Prediccio de I'estructura secundaria segons SOPMA

Per tal d’avaluar I'efecte de les mutacions generades per EMS es va estudiar si les substitucions
afectarien tedricament a la funcionalitat de la proteina. Es va utilitzar el programa predictiu
SIFT (Pauline et al., 2006)**°, i es va comprovar que algunes mutacions afectaven al
comportament de la proteina. Junt amb aquest programa es va buscar com afectava el canvi
d’un aminoacid en I'estructura secundaria de la proteina amb el programa SOPMA (Deleage
1995)*?’, en cada una de les seqiiéncies mutants. El programa compara les seqiiéncies consens

de varies bases de dades i prediu com afectara a I'estructura global de la proteina. Els autor
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asseguren una fiabilitat del 69,5% en predir I'estructura secundaria pels estats de helix alpha,
gir beta i espiral aleatoria.

Si tenim en compte la prediccié del programa SOPMA, l'efecte teoric que aporten les
mutacions com es pot veure en la (taula 4 només les soques, 616 i 815 tenen mutacions que
podrien canviar I'estructura secundaria d’algun motiu de la proteina. Per altra banda les
soques mutants per la variant de Met10 en Bayanus hi ha les soques 416, 467, 543 i 687 que

tenen mutacions amb una capacitat potencial de desactivar la proteina.

MetloCER | G | o | o7 | o0 | 7 e | a5
41,35 41,35 4135 41,35 4135 4135 41,35

0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0

16,81 17,1 16,81 16,81 1681 16,81 17,1
5,8 6,18 5,8 5,8 5,8 58 6,18
0 0 0 0 0 0 0

36,04 35,36 36,04 3604 3604 3604 3536

| Met10BAY |CARL | 416 | 467 | 543 | SM | 687 | 800

Alpha helix () 41,74 44,06 42,03 44,06 41,74  42.03 41,74

Beta bridge (- )

310 helix () : 0 0 0 0 0 0 0
| Pihelix (): | 0 0 0 0 0 0
Beta bridge (- ') 0 0 0 0 0 0 0

17,49 16,91 17,29 1691 17,49 17.29 17,49
5,41 5,22 5,8 5,02 5,41 5.8 5,41
0 0 o o o o o
35,36 33,82 34,88 3401 3536 34.88 3536

Taula 6: Prediccié sobre el canvi conformacional de I'estructura secundaria de la proteina produit per
la mutacid, mitjancant el programa SOPMA. El programa representa el percentatge dels diferents tipus
de d’estructures secundaries presents en la proteina. Un canvi d’aminoacid pot fer variar el tant per
cent de cada motiu per les variants de la proteina sulfat deshidrogenasa. En vermell s’han ressaltat els
canvis estructurals respecte el control. Font: SOPMA

A més a més de I'estudi amb SOPMA, hem utilitzat el programa d’analisi de dominis conservats

anomenat Phyre (Kelley and Sternberg 2009)**®

per tal d’aconseguir informacid a nivell teoric,
quina de totes les mutacions era la més efectiva per tal de valorar I'efectivitat de canvi de la
mutacio. Juntament amb aquests programes es va utilitzar el programa CLUSTAL (Campagne
et al., 2000)**°, que ens va permetre comparar els dominis funcionals conservats de les
especies Ustilago maydis, Botrytinia fuckeliana, Aspergillus oryzae, Zygosaccharomyces rouxii

amb les espécies d’interés Saccharomyces bayanus i Saccharomyces cerevisiae.
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Domini Funcio Mutant Espécie Mutacid

FKEAY Desconeguda

LRPD Desconeguda

VKENRRL(V)TP Desconeguda

YDRN(Y)IFHIEFDL(I) Desconeguda 467 BAY R668K
S(T)GL(M)TYDIGEALGI(V)HA = Desconeguda 616 CER G687D
DIFGR(K)PPKK(R)FYEAL Desconeguda

PL(M)KRREYSIASS(C)QKV Grup NAPDH 416 BAY E818K

oxidoreductasa

SVKP(S)SVMKLP Desconeguda 543 BAY P872K
VIMSGLGTGLAPFKAIVE Grup ferredoxin reductasa

GSRHQREEYCYGEEWEAYQ  NAD binding site
oxidoreductasa
FSRDQPQKIYIQDR Desconeguda

Taula 7: Estudi de dominis conservats mitjancant el programa Phyre. El programa mostra aquells
dominis que estan més conservats comparant-ho amb un gran nombre de seqliéncies de diferents
especies. En vermell I'aminoacid mutat i entre paréntesis els aminoacids tolerats. Per altra banda es va
comparar aquestes dades amb els resultats de comparar en el programa CLUSTAL la seqiiencia proteica
de diferents especies com Ustilago maydis, Botrytinia fuckeliana, Aspergillus oryzae,
Zygosaccharomyces rouxii, Saccharomyces bayanus, Saccharomyces cerevisiae).

Font PHYRE: http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre/

CLUSTAL: http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html

El programa Phyre tenia en compte que Metl0 que codifica per la subunitat a d’una sulfit
reductasa (NADPH) flavoproteina [EC 1.8.1.2] i segons les bases de dades de la Pfam

(http://pfam.sanger.ac.uk) que ha comparat conté varis dominis molt conservats que

defineixen la seva activitat. Per una banda hi ha una FAD binding site, on hi ha una alta
correlacié amb altres proteines. Es tracta d’un lloc d’'unié amb un grup FAD i engloba des de
I'aminoacid 643 fins al 856. Per altra banda existeix el domini NAD binding oxidoreductasa.
Engloba els aminoacids 891 fins al 987. Aquesta informacié és molt atil davant el fet de
comparar les mutacions amb aquestes regions molt conservades. Evidentment, hi ha altres
regions molt conservades (tal i com hem pogut deduir utilitzant el programa CLUSTAL) que no
se sap del tot quina és la seva funcid, pero que pot ser des de tipus estructural fins a residus
que orienten el substrat dins del centre actiu. Al no disposar d’informacié segura sobre la seva

activitat, deduirem que al presentar-se molt conservades en altres espeécies, tindra una funcié
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important sense especificar quina. Curiosament son els mutants 616 (gen corresponent a S.
cerevisiae) i els mutants 467 i 543 (S. bayanus) els que més efecte tenen sobre aquestes
regions conservades. El mutant 467 conté una substitucid de una Arginina per una Lisina que
segons SOPMA produeix un canvi important, perdo segons PHYRE, no és suficient com per
desestructurar la proteina ja que els dos son aminoacids molt semblants.

Les noves soques mutants restants (616 CER i 416, 543 BAY) eren bones candidates segons

PHYRE per ser utilitzades en les seglients rondes de mutagenesis.

3.2.6.-Avaluacio de I’eficiéncia en la desactivacio del gen

Despreés de la deteccid dels mutants pel gen Met10 C, es va voler testar si I'inactivacié d’'una o
dues copies del gen MET10 ja tenia un efecte sobre la activitat total de la sulfit reductasa.

Per tal de comprovar-ho es van dissenyar diferents assaigs de creixement en medis auxotrofics
per la metionina.

Segons la informacid obtinguda en la figura 20 les soques mutants de Met10C tenen una sola
copia activa i segons la prediccié teorica del PHYRE es va elegir la soca 616 per detectar la
viabilitat del gen MET10 per utilitzar-lo com a colonia de partida per les seglients rondes de
mutagénesis. Per tal de detectar si la copia del gen estava desactivada es va realitzar un
experiment de creixement de les soques en cultiu solid en medi minim amb i sense metionina.
Cap de les soques generades representen mutants complets per la funcié sulfit reductasa, pero
I’eliminacid gradual de I'activitat podria representar una serie al-lélica amb una pérdua gradual

de la funcié.

Com a control positiu, es va generar una soca deficient en Met10, per tal d’observar com es
comportava una determinada soca davant la incapacitat d’absorbir sulfats, en un medi ric.
Degut a la facilitat de treballar amb recombinacid homologa es va elegir una soca haploide
com a punt de partida, ja que d’aquesta forma només feia falta desactivar una copia del gen.

La soca generada es va anomenar W303 KO Met10; els detalls de com es va generar es poden
trobar a material i métodes. Es va realitzar un creixement comparatiu entre les soques
S.carlsbergensis, W303, el mutant 616 i W303 KO Met10- en medi minim complementat amb
metionina i sense (figura 21). També es van fer créixer en medi ric YPD i en un banc de
dilucions per tal d’observar com els controls i els mutants reaccionaven davant del creixement

en un medi ric.
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El resultats obtinguts en I'analisi de creixement en medi solid YPD demostra que en medis
sense Metionina la soca W303 KO no creixia (figura 22) i indicava que la 616 tenia un

creixement reduit, mentre que les soques S. carlsbergensis i W303 creixien sense problemes.

W303 KO W303 KO

Figura 22: Plaques de petri amb medi Minim YNB+HIS+LEU+TRP+ADE amb i sense Metionina. Notis el
comportament de 616 comparant-ho amb la soca haploide W303 KO Met10-, en el medi minim sense
complement de metionina).

Per fi de quantificar millor les possibles diferencies de creixement de les soques mutades es va
analitzar la seva corba de creixement en medi liquid sense 0 amb metionina. D’aquesta forma,

si el llevat tingués dificultats per sintetitzar la metionina, observariem una disminucié en el seu

creixement, detectat per la lectura de la seva densitat Optica en un espectrofotometre.
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Grafica 1: Grafiques comparatives de tipus logaritmic que representen el creixement dels mutants en
medi YNB complementat amb aminoacids essencials, amb i sense Metionina. Es va mesurar el
creixement en forma D.O (a 600 nm) utilitzant la terbolesa com a mesura de creixement, a cada hora
durant 8 hores en ambdés tipus de cultius.
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En medis liquids no s’han observat diferencies significatives en la velocitat de creixement de
les diferents soques.

Tal i com esta descrit en la literatura, encara que hi hagi una sola copia del gen, la soca
continuara processant els sulfits a sulfur d’hidrogen en soques tetraploides, i en la desactivacié
parcial obtinguda en les soques mutants ja es detecta alliberament de SO,. En I'article les
soques que tenen fins a 3 copies desactivades del gen MET10 produeixen un 27% més de SO?, i
la desactivacio total de les copies del gen MET10, multiplica per 6 la produccié de SO2 respecte

a la soca salvatge (Hansen et al., 1996)**

3.3.-Conclusions

En aquest treball, hem posat a punt el procés de mutagenesi de la soca de llevat S.
carlsbergensis. S’ha generat una soca indicadora que permetra analitzar |'efecte que puguin
tenir diferents mutagens en cas que es vulgui millorar la mutagénesis. Aquesta soca permetra
comparar l'efecte d’'un mutagen a nivell citotoxic i genotoxic per tal de dissenyar altres
experiments i poder prendre decisions en funcié de I'eficacia obtinguda. Els resultats que s’han
mostrat amb el mutagen EMS, han demostrat que es podia obtenir mutants viables pel gen
Met10 en la una soca al-lotetraploide.

El KO dels gens Met10 en la soca S. carlsbergensis emprada en aquest estudi, no ha estat
suficient per obtenir una reduccidé detectable de la produccié de SO,. Tot i que estava previst
generar segregants meiotics (mitjangant reproduccié sexual) i provar I'efecte dels al-lels
mutats en una soca KO total, tal i com s’havia fet en I'article de Hansen, no ha estat possible,
degut a la total impossibilitat d’aconseguir segregants, tot i haver-ne invertit importants
esforgos per aconseguir-ho.

Per aconseguir mutants no transgénics en aquesta soca sera necessari sotmetre les soques
mutades en les dues copies de Metl0 de tipus S. cerevisiaze a rondes addicionals de
mutagénesi per noquejar de manera sequencial totes els diferents al-lels de Met10.

Tot i que sotmetre la soca a més rondes de mutagenesi podria acumular mutacions letals en
altres regions del genoma, en aquest cas la tetraploidia i la redundancia de les funcions

geniques probablement permetrien I'acumulacié de mutacions
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4.-Generacio i garbellat d’'una poblacié mutant en Arros

L'arrds és una de les tres espécies més plantades a tot el mén amb una produccié anual
mundial de 660 milions de tones (FAOSTAT)47 El seu interés comercial és el motiu que impulsa
a buscar continuament, varietats adaptades a diferents regions i amb una produccié superior.

La millora de les varietats locals és una solucié per tal d’evitar modificar, mitjancant
creuaments, les caracteristiques desitjables d’altres varietats. Per aquest motiu s’ha elegit
modificar varietats locals d’arros, que ja estan adaptades al clima mediterrani, augmentant la

variabilitat genética mitjancant mutagénesis quimica.

4.1.-Estrategies per generar una poblacio de mutants
4.1.1.-La mutagenesi en llavors

Molts grups han incrementat la variabilitat genetica en diversos tipus de vegetals, treballant

)137

amb mutagénesis en, com Carlson (Carlson 1973)™" que treballa en tabac o Renee Sung (Sung

1976)™° que va generar una poblacié de mutants en cultius cel-lulars de soja (Glycine max) i
pastanaga (Daucus carota), altres grups I’han emprat en Arabidopsis (Colberg et al., 2001)""*
Blat de moro (Till et al., 2004)"” o arros (Till et al., 2007)"°.

Molts grups coincideixen en I'is del EMS com un agent optim per augmentar la variabilitat
genetica. L'etii metanosulfonat és un mutagen teratogénic i possiblement un agent
carcinogenic que s’utilitza per generar mutacions aleatories en els garbellats genétics.
Basicament produeix mutacions per substitucié a través d’alquilacions a guanidines, fent que
posteriorment i durant la replicaci6 del DNA, la polimerasa substitueixi la citosina
complementaria per una timina, produint-se el canvi de G:C a A:T en una freqiiéncia d’una
mutacié per cada 294 kb (Till et al., 2007)""® Per altra banda 'EMS te una baixa toxicitat i una
bona permeabilitat cel-lular permetent que la cél-lula continui vivint i transmetent la mutacio

a la resta de filles (Sega 1984)**.

0
H:C-5-0" "CH;
0

Figura 23: En aquest assaig hem utilitzat el mutagen EMS o etil metanosulfonat, per la seva
permeabilitat en cél-lules vegetals com per la seva accid.
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La majoria de grups han generat les poblacions de mutants de plantes a partir de la exposicio
de llavors al mutagen. Per tal de mutagenitzar una llavor que esta germinant, el producte
haura de passar a través de diversos teixits depenent si I’entrada és via radicular, o pot entrar

directament per I'epidermis foliar, per exemple.

Transport a través de l’arrel Transport a través de la fulla

—p Cuticula

J=* Epidermis superior
= Mesofil empallissada
— Floema
s > Cambium

, rizodermis

—mutagen

a — 5 Mesofil esponjos
— pericicle ; —> Epidermis inferior

| ——— = Cuticula
Estoma

Figura 24: A I'esquerra, seccio de I'arrel amb les diferents capes de teixits. Un mutagen hauria d’entrar
fins al xilema per tal d’arribar fins al meristem apical. A la dreta, un tall transversal de la fulla amb les
diverses capes. Seria un tipus d’entrada pel mutagen menys probable, pero per tal d’afectar al meristem
hauria d’entrar via floematica.

La via d’entrada de la majoria d’elements quimics en solucié dins de la planta és via radicular, i
a través de canals de ions o dissolts en aigua. En la regié de la rizodermis, existeixen uns canals
anomenats aquaporines que son forga especifics pel tipus de solut que permet entrar dins de
I'arrel. Un cop aquests composts entren dins de I'arrel, son dirigits cap als vasos vasculars del
xilema. Per altra banda, la via de transport de soluts es fa via apoplastica (a través de la paret
cel-lular) i via simplastica (per dins del citoplasma de la cél-lula). A través del xilema, els
composts son distribuits des de I'arrel fins a la resta de la planta (Kaldenhoff and Fischer,
2006)*". Per tant el mutagen ha de ser soluble en aigua per poder passar a través dels canals i
a través de les proteines de membrana.

136

L’experiéncia dels assaigs d’Ames (Ames et al., 1973)° demostra que [|'efecte d’'un mutagen

depenia de la permeabilitat de la membrana de la cel-lula. Ames va demostrar que per un
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mutagen en concret podia revertir el gen de sintesi de la Histidina en determinades soques de
Salmonella sp. en funcié de la permeabilitat de la membrana de la bacteéria.

Per tant, per tal de poder generar mutacions que puguin passar a la seglient generacio, sera
necessari que el mutagen traspassi les diferents barreres cel-lulars de membranes i parets.

El mutagen finalment, ha d’arribar a la regié meristematica que conté les céel-lules germinals
per tal de provocar alli les lesions, ja que sera en aquesta regié on es generaran les flors i és a

través de les flors per on es transmetra la mutacio a la seglient generacid.

Les plantes resultants de la mutagenesi son un mosaics de cél-lules amb i sense la mutacié, i
tan sols les mutacions generades en els precursors de les ceél-lules germinals (i no de les
somatiques) tenen una possibilitat d’establir-se com a mutacions estables en la segiient
generacio (M2).

El moment de realitzar la mutagenesi es molt important per aconseguir incidir sobre les
cél-lules germinals, ja que, si la planta te els seus organs formats, el mutagen tindra més
dificultat en penetrar dins de la planta per tal d’arribar fins la zona meristematica, ja que la
planta pot tenir formades estructures impermeables, tan en arrel, com en fulles i tija (veure
Figura 24 Per aquest motiu és recomanable realitzar la mutagenesis sobre llavors durant la

germinacid, sobre pol-len o sobre calls.

4.1.2.-La importancia de les capes germinals per el procés de mutagénesi

Quan el mutagen introdueix un canvi en un gen dins del nucli d’'una cél-lula meristematica,
aquesta es va dividint fins a repartir-la en els diferents teixits que s’aniran derivant per

diversos tipus de divisions.

El primer model que intenta explicar a nivell morfologic i funcional com funciona el meristem
s’anomena model tdnica-corpus (Schmidt 1924 2*?; Sativa and Blakeslee 1940)**. Tot el
desenvolupament de la planta ve determinat per I'activitat de dos meristems durant 'inici de
la germinacid de la llavor. Un és el meristem apical que és un conjunt de cel-lules
indiferenciades que donaran lloc a les estructures aeries, tal com son les fulles, tiges i
secundariament apareixen els meristems laterals (en monocotiledonies son anomenats

234

intercalars i ajuden a I'allargament de la tija) i els meristems florals (Satina et al., 1943)~".

L'altre és el meristem radicular, que apareix també durant l'inici de la germinacio.
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Per tal de diferenciar un de l'altre, les céel-lules durant els primers estadis de divisions,
defineixen la part apical de la part basal, mitjancant el fenomen de la polaritat. A partir d’aqui,
es diferencien en capes de cel-lules dos tipus d’estructures, anomenades, Tunica i Corpus. En
dicotiledonies la Tunica presenta dos tipus de capes anomenades L1 i L2. En canvi les
monocotiledonies, només presenten la capa L1.

Aquestes capes es caracteritzen per dividir-se de forma anticlinal, generant capes superficials
és a dir, en una direccid, lliscant sobre la capa inferior. L'altre grup estructural és el Corpus,
gue presenta la capa L3 tan en dicotiledonies com en cotiledonies. El corpus presenta divisions
de tipus anticlinal i periclinal. Es a dir, te la capacitat de créixer en ambdues direccions, dotant
als teixits de superficie (divisions anticlinals) i volum (divisions periclinals).

En la monografia de Tax (Tax et al., 2006)**

es resumeix la informacié sobre la regulacié de
I'expressié dels gens que expliquen els models classics de desenvolupament morfologic i
funcional de divisid cel-lular, descrivint la localitzacié de les zones centrals i perifériques del

meristem i per tant la direccié del creixement.

Figura 25. Diferents tipus de meristems. A: Model Ttunica-corpus amb les capes L1 i L2 que corresponen
a la Tunica (en monocotiledonies només presenten la capa L1), L3 que correspon al Corpus.

B:Model Zonal, CZ Zona central ; RZ: Zona Rib; PZ: Zona periferal

Esquema extret de Tax (2006) i fotografies de la dreta corresponents a una estructura SAM en
Arabidopsis Thaliana (Elliot Meyerowitz)**°

D’aquesta forma es va observar que la zona central (CZ) es dividia més lentament que la zona

periférica (PZ). Per altra banda la zona periférica, envolta a la zona central, aixi com la zona del
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Meristema Medul-lar o Zona Rib(RZ) generara cél-lules que formaran part de fulles i tiges en
desenvolupament.

En el nostre cas, ens interessa molt saber com es comporten aquests teixits i les seves
corresponents cel-lules, ja que durant la mutagénesis generalment només quedara afectada el
genoma d’una cel-lula. Si volem que aquesta cél-lula generi una estructura completa nova,
haura de ser en la zona meristematica on haura d’actuar. A més volem que la mutacid es
transmeti a la seglient generacid, per tant haura d’afectar almenys a les estructures
reproductives. En dicotiledonies, la capa L2 conté les cel-lules precursores de les cél-lules
germinals.

En arros, només hi ha una capa L1 en la tlnica, i els gamets es generen a partir de la capa L3. A
partir del meristem apical (SAM), es generara el meristem floral (FM) que sera el responsable
de formar les espiguetes de la panicula de I'arros. No es disposa d’informacid precisa que
permeti estimar el nombre de cel-lules precursores de les cél-lules germinals presents en la
llavor, ni per tant una estimaciod del grau de mosaicisme de la planta adulta, pero s’espera que
sera més important que en la dicotiledonia Arabidopsis, degut a I'avancat estat de formacié de
I’embrid en la llavor madura.

El mosaicisme en les plantes M1 obliga a realitzar el garbellat molecular de mutacions en la

generacid M2, i fa que sigui preferible realitzar I'analisi fenotipic en la M3.

4.1.3.-Alternatives a la mutagénesi de llavors

L'eficiéncia en la mutagénesi dependra de la capacitat que tingui el mutagen en penetrar dins
dels teixits i de provocar un canvi en zones meristematiques. Per tant, com més gran sigui la
llavor, o més teixits dificultin I’'entrada del mutagen, més dificil sera obtenir una mutacid. Per

aquest motiu s’han buscat altres alternatives a la mutagenesi de llavors.

Mutageénesi de pol-len

La mutagenesi de pol-len es va emprar inicialment en el blat de moro. La técnica requereix
recollir el pollen en el camp en condicions Optimes de viabilitat, mutagenitzar el pollen i
realitzar la fecundacid in situ (a temperatures elevades i emprant un equip especial de
proteccio individual). Tot i la dificultat tecnica de la mutagenesi, varis grups han establert linies

27 (Amano et al., 1965)** (Mottinger

mutants estables de blat de moro (Neuffer 1957)
1970)*° . Per altra banda, tot i I'eficiéncia d’aquesta técnica, no es possible utilitzar-la en

I'arros degut al curt temps de vida del pol-len.
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Mutagenesi de cél-lules no diferenciades

Una de les formes d’accelerar la generacié d’una poblacié de mutants, és assegurar-se que
totes les cél-lules d’un individu, que surtin de la mutagenesis continguin la mateixa mutacié. La
mutagénesi de calls i la regeneracié de plantes a partir d’ells ofereix aquesta possibilitat; tot i
gue és una aproximacié mes intensiva que la mutagénesi de llavors perquée requereix un major
volum de treball de cultiu in vitro. Una alternativa a la mutagenesi de cel-lules germinals és la
mutagenesis de cel-lules no diferenciades com els protoplasts i els calls.

Protoplast és aquella cél-lula vegetal a la que s’ha eliminat total o parcialment la seva paret
cel-lular. La mutagénesi de protoplasts s’ha utilitzat per obtenir linies cel-lulars resistents a
composts quimics, seleccionant cel-lules resistents mitjancant I'exposicié al compost en el
cultiu i la regeneracié posterior de plantes a partir de les cél-lules resistents. (Carlson 1973)"*®
(Sung 1976)** (Colijn et al., 1979)**.

Call, son aquell conjunt de cel-lules que provenen d’un teixit diferenciat i tornen a un estat
indiferenciat, pero a diferencia dels protoplasts tenen paret cel-lular. Els calls que provenen de
cél-lules de I'embrid, anteres o fulles joves i son cultivats en medis apropiats, poden arribar a
regenerar una planta sencera **!. La mutagénesis de calls i te I’avantatge que permet millorar
I'accés del mutagen a les cel-lules, i com que les plantes es regeneren a partir d’'una o poques
cél-lules, tindran un grau de mosaicisme molt baix i permetran realitzar el garbellat
directament en la primera generacié de plantes.

En la literatura es troben pocs exemples de regeneracié de mutants a partir de mutagénesi de
protoplasts resistents seleccionats i cap exemple de poblacions senceres de mutants quimics

generats partir de calls.

4.1.4.-Objectius
L'objectiu principal d’aquest projecte es generar una poblacié d’arros mutant a partir de

mutagénesis quimica de call per a garbellat molecular de mutacions, i avaluar la eficiencia del

procés de mutagenesi i I'obtencio de la poblacié per aquesta via.
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4.2.-Resultats

Una forma de poder aconseguir una mutagenesi en el major nombre de cél-lules de la planta
ens el déna la facilitat que te I'arrdos de poder passar per I'estadi de call. Si aconseguim una
generacié de mutants a partir de la mutagénesis de calls, és molt probable que integrem una
mutacié, perd presentada en quasi totes les cél-lules de la planta, ja que es parteix d'un

nombre menor de cel-lules.

Figura 26: Mutagénesis de call embriogénic. 1.-Creixement del call embriogénic a partir de
llavor. 2.- Creixement cel-lular en cultiu liquid i mutagénesis 3.-Regeneracié de plantula a partir
de call mutagenitzar. 4.-Regeneracio de plantula. 5.-Aclimatacioé de plantula. 6.-Sembra de
plantula per garbellar molecular.

Per la generacid de calls embriogenics es va partir de llavors d’arros de tipus japonica
préviament esterilitzats per evitar contaminacions (veure figura 26). Les llavors es van fer
créixer en la foscor en un medi solid especial amb I’hormona 2,4 D que permet que es formin

agrupacions de calls. Despres de 3 setmanes apareixen calls d’aparenca esférica i brillant (calls
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embriogénics) que es seleccionen, utilitzant una lupa binocular, de la resta de calls no utils
amb contorn irregular, trencadis i no brillant .

Aquests calls embriogenics es van mutagenitzar (veure seccié 7.4 del capitol de material i
meétodes) utilitzant el mutagen EMS. Després de la mutagénesi els calls son transferits a un
nou medi sense hormones. Durant les seglients 4 setmanes el call s’estabilitzara i continuara
formant nous calls. A partir d’aquest punt, el call es transfereix a un medi amb hormones que
permetran que es formin cel-lules verdes amb capacitat fotosintética i finalment seran
aquestes les que es transferiran a un medi d’arrelament fins que es formin petites plantules.
Les plantes regenerades, son transferides a una cambra de plastic que contingui una humitat
elevada respecte I'exterior, perd menor que la que tenien dins del tub de vidre. Aixo es fa, per
que les plantules han crescut en I'interior d’un tub on la humitat era molt propera al 100% i no
han endurit I'epidermis ni han fabricat estructures per evitar la pérdua d’aigua. Un cop han
passat uns dies en humitat inferior que en cultiu in vitro, les plantules estan llestes per créixer
a I’hivernacle.

Utilitzant aquest protocol es va generar una poblacid d’aproximadament 5000 plantes

individuals en 6 mesos.

4.3.-Discussio

La generacid de plantes mutants a partir de call, presenta avantatges i inconvenients respecte
la mutagenesi de llavors. En la mutagénesi de llavors, el protocol és relativament més senzill, ja
que consisteix en desinfectar les llavors, realitzar el tractament amb el mutagen, sembrar les
llavors en un hivernacle o camp experimental i recollir la primera generacid de llavors. A partir
d’aquesta primera generacié de llavors anomenada M1, es sembren unes quantes llavors per
tal d’obtenir la segona filial o M2 (veure figura 27). Aquest segon pas es realitza per tal d’evitar
garbellar aquelles plantes que després de la mutagenesi, hagin incorporat una mutacid
somatica que no puguin passar a la segiient generacid. Per aquest motiu, la planificacié dels
assaigs de camp, es vital per tal que siguin successives les dues sembres.

El moment optim per sembrar I'arros depen de la zona de sembra, pero en la regid arrossera
espanyola va des de finals d’abril fins a mitjans de maig. La planta creix fins que a finals de
setembre o principis d’Octubre que és quan es recull la planta per obtenir el gra. Després
d’aquest periode, ja no es pot practicar cap sembra, ja que les temperatures de I’hivern no ho

permeten.
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Aixo vol dir que la planta d’arros ha trigat al voltant de 6 mesos des de la sembra fins a la
recol-leccid, pero sera necessari un any i mig per tal d’obtenir les llavores de la M2.

Si fem créixer les plantes en un hivernacle i en un volum de terra menor, obtindrem les
primeres llavors després de 4 mesos aproximadament, si la planta te una temperatura optima.
Tot i que I’hivernacle tingui calefaccid, durant I’hivern la produccié de llavors és menor, i sovint
la planta floreix pero no es capag¢ de formar correctament el pol-len, i la majoria de les llavors
son avortades, o bé no pot omplir correctament la llavor, patint un descens del rendiment de
la produccio.

Tot i que es pot fer I'analisi de les poblacions un cop ha estat sembrada la M1, s’haura
d’esperar a obtenir les llavors M2, per tal de buscar una planta homozigota per qualsevol
mutacio trobada durant el garbellat.

La mutagenesi de call, permet obtenir unes 5000 plantules amb una mutacié fixada i amb una
alta probabilitat que la passi a la seglient generacid, en uns 6 mesos. Si la planificacié s’adapta

a la sembra en hivernacle abans de I'estiu, es pot obtenir la M2, en uns 4 mesos més.

CTF A TH S S TATS 0 o P A TS S A S 0 N1D P W A 413 AS o D)

Poblacio M1 Poblacio M2 Poblacio M3
e

P Mutagenesi llavors i sembra en camp
. Mutagénesi de call

.......... ! Poblacié quimérica
‘ Cerca del mutant homozigot

Planificacié de la generacié d'una poblacié mutant a partir de call

SETEMBRE OCTUBRE =~ NOVEMBRE = DESEMBRE GENER

Regeneracio de Arrelament de .
: 3 climatacio
plantules plantules

Figura 27: Planificacio de diferents poblacions de mutants d’arros, depenent de I'estrategia de
mutagenesi. La poblacié M3 en la mutagenesi de llavors és necessaria per tal d’obtenir llavors
homozigotes per la mutacid. En la mutagénesi en call no és necessari generar una tercera poblacié, ja
que s’evita la poblacié quimeérica.

mutagénesis
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4.4.-Conclusio

S’ha aconseguit en 6 mesos generar una poblacié de mutants d’arros d’aproximadament 5000
plantes mitjancant la mutagénesi de calls embriogénics tot i que el requeriment de personal i
material per generar la poblacid és major que en les altres estratéegies. Aquesta técnica per
altra banda, només es pot aplicar a les espécies en les quals s’hagi descrit que poden formar
call i regenerar plantes amb una alta eficiéncia.

Realitzant la mutagenesi sobre calls, es possible guanyar de 12 a 15 mesos sobre la mutagenesi
de llavors. No obstant, es crucial escollir bé el moment d’inici del treball in vitro per obtenir les
llavors de les plantes regenerades de la generaciéd M1 en el moment adequat.

La técnica de mutagenesi obre la porta a la modificacié d’especies de llarg cicle de vida sempre
que existeixi un protocol eficient d’obtencié de calls i regeneracié de plantes, com es el cas de
la planta de café Coffea arabica .

A més a més, seria possible seguir la mateixa estratégia proposada per aconseguir mutants de
llevat en S. carlsbergensis del capitol 3. Per posar un exemple, si no fos factible aconseguir
homozigots per la via de la reproduccié sexual en un temps raonable, es pot plantejar obtenir-
los mitjancant cicles consecutius de mutagénesi en call obtingut de les plantes M1 que

continguin la mutacio.
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5.- Identificaciéo de mutants del gen ACS en una varietat
hispana d’Oryza sativa

El gen OsACS1 es indispensable per gametogénesi en Oryza sativa

5.1.- Introduccio

Els vegetals utilitzen les hormones com a reguladors fisiologics de processos interns o com
activadors de respostes fisiologiques davant de certs estimuls externs. El control fisiologic dels
vegetals mitjancant hormones és un procés que dista de ser conegut en la seva totalitat. Un
petit grup d’hormones son les responsables d’una gran varietat de respostes morfologiques
gue va des del control de processos metabolics fins a la regulacid de I'expressio de gens. Pero a
la seva vegada, les hormones son regulades per processos o desencadenants externs. El
coneixement dels mecanismes que intervenen en la sintesi de I’hormona pot donar informacio

molt valuosa per tal d’aplicar-la en la millora de varietats de plantes d’interés comercial.

5.1.1.- Les funcions de I’hormona etilé

L'etile és la olefina més senzilla. Aquest gas es capa¢ de provocar respostes en la planta a molt
baixes concentracions, amb interessants efectes no només a nivell fisiologic, sind a nivell
comercial. El coneixement de I'efecte d’aquesta hormona es remunta als estudis de Wiesner
(1878) que estudia la curvatura produida en algunes plantules quan creixien en la foscor.
Wiesner observa que les plantules tenien una orientacidé horitzontal en comptes de la vertical
esperada. Temps més tard Molishn (1884) detecta que el gas de les llums del laboratori
afectaven a la resposta geotropica de les arrels. No fou fins que Neljubow (1901) va relacionar
les respostes obtingudes per Weisner i Molishn amb el gas etile de les llums del laboratori.
L'etile produia elongacié horitzontal en plantules i per altra banda produia altres tipus
d’anomalies com reduccid de I'elongacié de la tija i augment de I'expansié de 'arrel (Barcel6 et
al., 1992)* Aixi doncs aquest conjunt de fenomens produits per I'etilé fou conegut com la
triple resposta (Waggoner et al.,1954°*, Barry et al., 2001), ***. Aquesta hormona és produida
en varis organs arribant a produir-se fins a 500 nl/g*h o fins i tot de 10-100nl/l en aire
(Theologis 1992) ***

Els efectes de I'etilé som amplis, i van des de la maduracié dels fruits, senescéncia floral,
abscisio de fulles i pétals, inhibicid de I'elongacié de plantules germinades i estimul de la

iniciacié radicular (Jakubowicz 2002)**
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A part del paper que juga l'etile en la triple resposta, aquest és el responsable del
desenvolupament foliar en certes plantes. S’ha demostrat que I'augment d’etile en fulles
provoca el seu creixement i que al final de la fase de desenvolupament foliar, és a dir en la
fulla madura, disminueixen els nivells. Els canvis morfologics provocats per I'etilé son variats, ja
gue aquesta hormona incideix en la divisid i expansid cel-lular aixi com la mobilitzacié de
I"auxina. Osborne va classificar les cel-lules vegetals en funcio a la seva resposta a les auxines i
a I’etilé(Osborne 1977)*. Les cel-lules de tipus | responien a I'elongacié per I'efecte de I'auxina
pero no de I'etile. En aquest grup hi ha la gran majoria de plantes terrestres. Les plantes de
cel-lules del tipus Il s’expandeixen en resposta a I'efecte de I'etilé perd no de les auxines. Les

plantes de cél-lules de tipus Ill responen a ambdues hormones, expandint-se i elongant-se.

Un altre procés que regula I'etile és la senescencia. La senescencia és un conjunt de processos
que duen a un organ o bé a una planta sencera, a una mort programada. La senescéncia en
fulles adultes, es util per exemple, per tal de redistribuir els nutrients per la planta en fulles
que han arribat al zenit, o bé per detoxificar la planta de substancies pernicioses. Per altra
banda, la senescéncia és necessaria per tal d’ajudar a madurar a les llavors de certes especies.
La majoria de cereals son anuals i la seva estratégia consisteix en formar estructures
vegetatives i acumular substancies de reserva en aquestes estructures. Les substancies de
reserva serviran per alimentar a les llavors i un cop aquestes estan formades, la planta entra
en un periode de senescéncia i és durant aquest estadi de mort programada quan les llavors

acaben de madurar .

5.1.2.- La sintesi d’etilé

La produccio d’etilé comenga per la transformacié de S-Adenosil Metionina (SAM) a partir de la
Metionina, a través de ’enzim Metionina adenosil transferasa (Liberman et al.,, 1964)**. El
SAM és rapidament transformat a Aminociclopropa 1 carboxilat (ACC) + metiltioadenosina,
mitjancant 'enzim Aminociclopropa 1 —carboxilat sintasa (ACS) (Yang et al., 1984)**® Aquest
enzim produeix una gamma-ciclacio i utilitza a el piridoxal 5’ fosfat (PLP) com a cofactor per
catalitzar la reaccié. ACC passa a etile mitjangcant I’enzim Aminociclopropa 1 carboxilat oxidasa
(ACO) i utilitzant I'oxigen com a agent oxidant.

Per altra banda un compost molt important i decisiu en la senescéncia de les fulles és el SAM,
ja que és el punt de partida de la sintesi d’etile, pero a la vegada també ho és per la ruta de les
poliamines. Les poliamines (putresceina, espermidina i espermina), tenen un paper en la

planta estimulant la divisid cel-lular i evitant la mort cel-lular. Si es bloqueja la sintesi de ACC al
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ser desactivada la funcié de la ACS la ruta es desvia cap a la sintesi de poliamines, evitant la

formacié d’etile, impedint la senescencia, i per altra banda, estimulant la divisid cel-lular.
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Figura 28: Esquema de la ruta metabolica de I’etilé. Font: Wikipedia a partir de Buchanan et al., 2000 i
Wang et al., 2002

Per tant, I'enzim ACS, juga un paper fonamental en la ruta de sintesi i regulacié tan de I'etile

com de les poliamines.

5.1.3.- El gen ACS com a enzim clau en la produccio d’etilé

El gen ACS pertany dins d’un conjunt de gens de la familia de les aspartat aminotransferases.
Aquesta familia pertany a la seva vegada a la superfamilia de piridoxal fosfat (PLP) depenent
aspartat aminotransferasa. Els gens ACS estan presents en plantes de diverses especies
allunyades filogeneticament que s’ha mantingut conservat ja que és un enzim clau dins la ruta
metabolica de I'etilé (veure figura 29). El piridoxal fosfat combina amb un alfa aminoacid per

formar un compost anomenat base de Schiff o aldimina.

107



5.-Garbellat en arros pel Gen Staygreen ACS

El seu funcionament ha estat forca estudiat en Arabidopsis thaliana on s’han trobat fins a 11
gens ACS. Altres espécies com Lycopersicon esculentum i Zea mays contenen gens similars a
Arabidopsis amb regions molt conservades entre elles.

Cladogram

OsACS1

PeACS

ZmACS65
I ZmACS6
OsACS5
OsACS2
OsSACS6
LeACSS
McACS1
AtACSS
AtACSS
CsACS1
LeACSS
—’_| Stacs1
INACS2

AdACS

1

Figura 29: Arbre filogenetic de la proteina ACS1, ACS2, ACS5, ACS6 d’Oryza sativa(Os) en comparacié
amb els gens les espécies Phyllostacys edulis (Pe), Zea mays (Zm), Musa cuminata (Mc), Lycopersicum
sculentum (Le), Solanum tuberosum (St), Ipomoea nil (In), Actinidia deliciosa (Ad), Arabidopsis thaliana
(At).

L'enzim ACS actua en forma de homo o heterodimers formats per combinacions de les
diferents isoformes que resulten de |'expressio dels gens ACS d’una especie. Per tal d’entendre
el funcionament de I'enzim que es tradueix del gen ACS, van combinar en E. coli les diverses
isoformes de ACS de I'especie Arabidopsis thaliana i van observar que de les 45 combinacions

249

possibles, només 25 eren funcionals (Tsuchisaka et al.,, 2004)°. En arros s’ha trobat fins a 6

gens per a Os ACS.
La presencia de diversos gens que codifiquen per diferents isomers de I'enzim ACS permet una

alta diversitat de respostes en cel-lules i teixits depenent de I'origen de I’estimul.

5.1.4.- Regulacio de I’expressio de les isoformes ACS

L'expressié dels diversos gens ACS ha estat font d’estudi en I'organisme model Arabidopsis
thaliana i s’ha trobat que el patré d’expressid de cada gen depen del tipus d’estimul. La
resposta davant d’un estimul determinat provoca I'expressid de diversos gens que expressaran
les proteines de les diferents isoformes, que combinades formant dimers, catalitzaran la
reaccié. S’ha trobat també que diversos estimuls provoquen diferéncies d’expressié en els
diferents organs de la planta. Es va observar que en l'arrel i davant I'estimul provocat per la
hormona acid indolacetic (IAA), es va trobar que dels 11 gens de ACS, hi havia resposta dels

gens AtACS2, 4, 5, 6, 8 i 11. En canvi els gens AtACS1 i 9 no donaven resposta. Altres
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experiments realitzats en Arabidopsis van demostrar que davant un fenomen com la hipoxia,
s’expressaven els gens AtACS2, 6, 7 i 9. Altres exemples de resposta a estimuls son la reaccid
davant la llum i la foscor provocant I'expressié del gen AtACS8, que segueix un patrd de tipus
cicle circadia. Altres estimuls com el fred, la calor, I'anaerobiosi i els ions Li+, donen també
respostes d’expressié diferents (Yamagami et al., 2003)*% (Vandenbussche et al., 2003)**;
(Thain et al., 2004)*2 i (Peng et al., 2005%%).

Per altra banda en la literatura es pot trobar referéncies a la regulacié postraduccional en
Arabidopsis thaliana on els mutants Eto2 i Eto 3 presenten mutacions a la C-ter dels dimers
codificats pels gens AtACS5 i AtACS9 respectivament. Les mutacions de tipus dominant és

traduien en una sobreproduccié d’etilé en Arabidopsis (Chae et al., 2003)*".

5.1.5.- El gen ACS i el fenotip stay-green

Una de les caracteristiques més desitjables en I'agricultura és I'increment de la produccié de
llavors per hectarea i el rendiment. Per a la industria alimentaria, la produccid consisteix en el
pes de llavors per hectarea i el rendiment consisteix en el pes de llavors per hectarea després
dels diferents tractaments que deixen a la llavor a punt per la seva comercialitzacid.

S’han destinat molt esforgos per tal de coneixer els mecanismes genétics que estan relacionats
en la produccié de flors, el transport de sucres a les llavors i els factors que regulen la mida
(Murchie et al., 2002)*°.

Per la maduracié de la llavor, la fulla bandera alimenta la llavor durant la seva formacio

aportant d’un 60 a un 100% de sacarosa (Murchie et al., 2002)"*

. Tot el sucre que no es format
per la fulla bandera es transporta des de les zones de produccié fins a la base de la fulla
bandera mitjancant mecanismes de transport de llarga distancia tipus via floematica, on el
sucre viatja fins a la panicula (Scofield et al., 2007)*”.

Mutants en gens que son responsables de la senescéncia provoquen un retras del procés,
permetent a la planta seguir fabricant sucres que s’envien a la llavor (Jiang et al., 2004)°.

En Zea mays s’ha trobat una mutacié en un gen ACS que presentava un fenotip de tipus stay-
green, concretament en el gen ZmACS6 fent que la planta romangués verda durant més temps
al endarrerir el periode de senescencia. D’aquesta forma, les llavors de blat de moro
incrementaven el pes de la llavor al produir sucres de reserva durant més temps.

Per altra banda, hi ha constancia que la preséncia de mutacions en algun dels isogens permet
que davant un estimul extern hi hagi una variacid en el patré de resposta. Un exemple el
trobem en blat de moro Zea mays, on mutants en ZmACS6 presenten tolerancia a la sequera

(Young et al., 2004)*’.
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5.1.6.-Objectius

El principal objectiu d’aquest projecte es aconseguir trobar en arros mutants amb el mateix
efecte que el dels mutants de Zea mays pel gen ZmACS6, en que una perdua de funcionalitat
d’aquest gen produia uns efectes de tipus stay-green davant la senescéncia i la seva
conseqliencia sobre I'increment de pes de les llavors.

Mitjancant el garbellat d’'una poblacié mutant d’arros generada a partir de mutagénesis
guimica es buscara la desactivacido el gen homoleg en arros del gen ZmACS6 per tal d’obtenir
el mateix efecte que el descrit en Zea mays.

Per altra banda i utilitzant la informacié disponible dels mutants pel gen ACS en Zea mays i
buscant ’lhomologia en altres espécies es va indagar en I'efecte i el funcionament d’aquest gen

en Oryza sativa.
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5.2.-Resultats i discussio

5.2.1.-Estructura i composicio del gen ACS

Per tal de trobar la seqliencia homologa del gen de ZmACS6 de Zea mays en Oryza sativa, es
van fer alineaments per blast (NCBI). El gen homoleg més proper a ZmACS6 de Zea mays en
I’arros fou 0s03g0727600 (OsACS1), 85% identitat de aa. En la Figura 30 i 31, es representen
els el cladograma i els alineament dels gens ACS en blat de moro i I'arros. OsACS1 es transcriu
com un mRNA de 1461 base que codifica per una proteina de 487 aa. Es van dissenyar 2 parells
de primers per tal d’amplificar dos fragments de OsACS1, un d’ells conté els exons 1,2 i 3 i

I'altre conté I'exd 4. Per més detalls, veure apartat 7.5.4 del capitol de materials i métodes

OsACSS
0OsACS2
ZmACS47
ZmACS?2
/mACSpup2
ZmACS7
ZmACSpup3
ZmACSpupl
ZmACS50
ZmACS6
0OsACSI1
0OsACS6

Figura 30: Cladograma producte de I'alineament de les seqiiencies d’arros Os ACS1, Os ACS2, Os ACS5 i
OsACS6 amb les seqiliéncies de Zea mays, ZmACS2, ZmACS47, ZmACS50, ZmACS6, ZmACS7 i 3
seqliencies putatives marcades com a ZmACSpup1, 2 i 3. Alineaments per CLUSTAL i MUSCLE 238 259

5.2.2.-Garbellat molecular del gen ACS i seqiienciacio

El garbellat molecular s’ha fet analitzant pools d’ADN de plantes (veure apartats 7.5.3 fins al
7.5.11 del capitol material i métodes). Es van identificar 9 positius mitjancant I'analisi
individual per FCE (Figura 32). Despres de la confirmacié de les mutacions en gels d’acrilamida
es van seqlienciar les mostres a nivell individual mitjangant el metode SANGER (apartat 7.5.10
en material i métodes). Els canvis de seqiéencia d’ADN i de proteina estan resumits en la taula

8.
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576s1

e

. o e 58

Figura 32: Resum dels gels d’acrilamida marcant la mostra pool (marcat com a P) i la mostra individual,
marcada amb un punt vermell. Notis que hi ha 2 grups de mostres que amplifiquen una regié de 1200
pb que conté 3 exons (el 1, 2 i3) i varis introns entre aquests. Dins d’aquest grup esta format per els
mutants 228s1, 576s1, 38s2, 364s2, 408s3, 398s4. Un altre grup que amplifica I'exé 4 amb 1000pb i que
esta format pels mutants 418s2, 558s2, 152s3. Els marcadors de mida son dreta A Pst i esquerra 100bp.

' A Pst: 11501, (5077, 4749, 4507), 2556, 2443, 2140, 1700, 1159, 1093, 805, 514, 468, 448, 339, 247
. 100bp: 1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400 parells de bases

113



5.-Garbellat en arros pel Gen Staygreen ACS

Candidat Canvi de base Aminoacid Abreviat Resultat mutacio
228s1 G->A SER 314 ASN S314N EFECTIVA*
576s1 C->T LEU 354 PHE L354P EFECTIVA*
82s2 C->T PHE 231 PHE F231F SILENCIOSA
364s2 G->A LYS 395 LYS K395K SILENCIOSA
418s2 C->T SER 28 SER 528S SILENCIOSA
558s2 G->A GLN 114 GLN Ql14Q SILENCIOSA
152s3 T->G CYS 20 GLY C20G NO EFECTIVA
152s3 G->A AG/GT** EFECTIVA
408s3 C->T INTRO SILENCIOSA
398s4 G->C ALA 246 PRO A246P EFECTIVA*

Taula 8: Tipus de mutacions trobades en el garbellat molecular pel gen ACS. Prediccions fetes amb el
programa SIFT *Efectivitat teorica segons algoritme SIFT ** Lloc de reconeixement exd
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Candidat n2398s4

(398s4 ACS1 exd 4.2 Forward) (Control ACS1 exd4.2 Forward)

Candidat n2152s3

(152s3 ACS1 exo 123 Forward) (Control ACS1 ex6 123 Forward)

(15253 ACS1 ex6 123 Forward) (Control ACS1 exd 123 Forward)
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5.2.3.- Prediccio estructural de I’efecte de la mutacio en la proteina.

Per predir I'efecte teoric de la mutacid, s’han utilitzat els programes CLUSTAL i SIFT. SIFT
utilitza la informacié i la conservacié de les seqliéncies de proteines de diferents especies amb
la mateixa funcid, per predir |'efecte que produira d’'una mutacié particular. Amb CLUSTAL, un
algoritme d’alineament multiple de seqiéncies, s’Tha emprat la informaciéd provinent de
mutants en Arabidopsis thaliana (Chae et al., 2003) ** i en Solanum lycopersicum Jakubowicz
de les quals hi ha forga estudis sobre el funcionament de la proteina ACS i la seva regulacié
(Jakubowicz 2002) **°

Dels 9 mutants aillats, 5 van produir un canvi silencios (i.e. no hi havia canvi de la seqliéncia
proteica), un va produir un canvi predit com a no efectiu per SIFT. Els altres quatre mutants
tenien una alta probabilitat d’afectar la funcié de OsACS1:

*El mutant 152s® presenta dues mutacions. Una d’elles provoca un canvi en una cisteina en la
posicid 20 canviant-la per una Glicina, i el programa SIFT prediu que no és efectiva amb un 68%
de fiabilitat La mutacié que pot tenir més rellevancia recau en la zona intronica, en la zona de
reconeixement de I'exd que és necessaria per formar I'spliceosoma. Tal i com s’ha vist en
plantes d’arros (Isshiki et al, 2006)**°, la regid exonica/intronica (splice acceptor site) és
delimitada per la seqiieéncia AG/GT. Aquesta zona es reconeguda pel complex d’splicing de les
ribonucleoproteines SnRNP, i eliminen del mRNA la seqiiéncia intronica. En el mutant 152s3, la
mutacié canvia la regid AG/GT, per AA/GT, impossibilitant el reconeixement del splice acceptor
site de I'exé 2 per part del complex proteic SnRNP. En el cas que es formés un missatger sense
I‘exd 2, es perdrien 137 bases i a més a més, la pérdua d’aquest exd provocaria una alteracié
del patré de lectura just després dels 60 aa codificats per I'exd 1, fent que la resta de la
proteina sigui no funcional.

*El mutant 228s" presenta un canvi d’una asparagina en comptes d’una serina en la posicié
314 on segons la prediccié de SIFT hi ha una probabilitat del 99% d’afectar la funcié de la
proteina.

*El mutant 576s* presentava una mutacié que produi un canvi en la Lisina de la posicié 354 per
una Prolina amb una probabilitat del 98% d’alterar la proteina.

*El mutant 398s* presentava un canvi de 'aminoacid Alanina en la posicié 246 per una prolina

i te una probabilitat del 100% de canviar la proteina .
En la figura 33, es representa I'alineament de diferents seqliéncies de proteines ACS feta per

CLUSTALW. OsACS1 de I'especie Oryza sativa (fam. Poaceae) i ACS de Phyllostachys (bambu),

tenen un 86% de similitud. ZmACS6 de Zea mays te un 85% de semblanga amb OsACS1 I’arros.
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A mesura que ens allunyem filogeneticament d’Oryza sativa ens trobem més diferencies en la
seqiléencia proteica, aixi doncs el gen ACS1 de Musa cuminata conté un 68% de semblanca el
gen de StACS1 de Solanum tuberosum (patata) conté un 66%, el gen INACS2 d’lpomoea nil i el
gen ACS de Actinidia deliciosa presenten un 65% i els CsACS1 de Cucumis sativa i el gen AtACS5
de Arabidopsis thaliana, un 63 i 61% respectivament.

Finalment el gen LeACS2 de Lycopersicum esculentum i el gen PpACS del briofit Physcomitrella

patens contenen un 45 i un 30% respectivament.

Les mutacions identificades en el nostre garbellat cauen en regions conservades i amb
demostrada importancia per la funcié de la proteina. Per estudiar la importancia de certs
aminoacids en la funcié del gen LeACS2, Tarun (Tarun et al, 1998)**" van realitzar una
mutagénesis aleatoria (in vitro) i mitjangant la complementacié d’una soca bacteriana deficient
en |'activitat ACS van definir 3 classes de mutacions que afecten a I'expressio o a 'activitat de
LeACS2 (veure classes i exemple en la figura 33).

Les mutacions de la Classe | corresponen a fenotips que contenen de 0 a 5% de I'activitat de la
proteina ACS salvatge i amb el mateix nivell d’expressid proteica que en la varietat salvatge. Els
mutants de Classe Il. de 5 a 50% de I'activitat de la proteina salvatge, sense canvi de nivell
d’expressid proteica. Els mutants de Classe lll no presentaven cap activitat detectada de la
proteina ACS, i sense expressio detectable de la proteina.

Per tant, canvis en I'aminoacid Alanina com en el cas del mutant d’arros 398s4, provoquen
canvis de Classe | i Il en mutants de tomata depenent del aminoacid de substitucié. Passa
quelcom semblant amb la mutacié de I'individu 228s1 d’arrds que conté una mutacié en una

zona molt conservada en varies especies.

Aixi doncs, la comparacio entre I'efecte de petits canvis en la funcié de LeACS2 i els canvis
d’aminoacids en els mutants de OsACS1, aixi com els resultats en els programes bioinformatics
de prediccié de canvis, tot apunta a que els mutants per a OsACS1 d’aquest garbellat tenen la

funcié del gen alterada.

117



5.-Garbellat en arros pel Gen Staygreen ACS

INY 6T
4719 €9¢
ze

zz._.x.- ....................... HUA
S J S mhw-_x._zzxxs)ouxomlmwmxn-mxw>
w-xxx-<wn>uww¢:z

ﬁ(«m 4IVYN aq_.(m q

~dYDHPSAHNSDIaPS aA
Y3IHSSYS IWYGIALSIN

INAS4%SAHINLLLISANELSASY1I0A
......... AANSHH I SDSHNNNLLD
......... SHADND | - - 0A%NAHSAA

..... SHHANSHTIBHABSNSANA

' 1
gt st

OOvWwo X @ EEo -
<

I 3sseTd u.HAn- eaRWOT
a<-fi soxzv Ts9LS II ssseld :I<-J§ ®amwor
I @sse1D:a<-4| e3Twol I 35E°1D iI<—y ®ITWOL
I asserD:o<J eajeuwor I =28SeTD :0<-§ ®3TWOL
N<-§ soxxw Ts8TT

A
N
t
tl
S|
A
<]
1
Hi
A
A

4A|- BITWOL I SESBTD
<8 eaewor :11 sseerd
>AH— B3EWOL I SSSBID
a< SOITIY FS6ES

a<- W e3jewor:Ir =sssed

H<— ejewor :I 3EERTD

mAl- eleWOL I 3ISERTD

Zek AT
Wz AT
864 El
pazA- | 3
o0sz El
oz an
8€Z 4 N
8EZ a
8EZ N
8€Z 4 [
8£Z AN
8 DSMOTEIIN -
(243 |
&L
2zk OdX - 3AYADSAW L
bez4% U“!WW()\»O@)! 13

Sit 7 e o ; y DN Y On : ] S BB TN - - - - - - - - v
et JmnlN o 7 17w 138 4 e v i1 i 07 JESaBotoNe AN B0 - - v
£ib A 5 .. 5 o < 1) 1 ! 1 974 OHEND (VMBI - - - - el v
€1 1 RIS, } ke ! ] } : A9 JRESABOHENG v vl S TN - - - - - - - - - - v
e A B8 - - " - ] WD | 3 SRS B BTN - - - - '
e 1A e 4183 - - " L3100 4 - WO A 3 L AMSB A v

ZHEL/SOVC:
SBHIRSIY:
2284050V

285-4/S0V:
28671150
£95-LAL SOV

0L4-4/850VA
18414 SD
295-4/50YP
S9p-LA SOV
ZLpLRSOY

ZHEU/SOVC;
$8PZSOY
LL84RSOY!

28b-4/50V:
L8HLA SOV
£9PLA SOV

0Lb-4/5SOY
1841250
29p1/50V]
S984SO
2LPIRSOV!

ZHEH/SOVC,
$8p-L RSOV
2L8L RSOV

Z28pL/SOY
L8P LRSI
E9PLA SOV

0Lp4/GSOV;
184704 SO
298-4/SOV P
SO LA SOV
LIRSV

ZHEL/SOV
$8P-LZSIY
2L84ASIY!

28pL/SOV:
L8PUA SOV
€951/ SOV
04p-4/GSOY
L8/ SO

29b4/SOV P
S984A SO

2LbLRSOY

ds de la la
han mostrat els

N

aminoaci

dl

encies
, i Lycopersicum esculentum (tomata). S’

.y

Figura 33: Alineament mitjancant el programa Clustal entre les sequ

proteina ACS, en les espécies, Oryza sativa (rice)
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alteraci

alineaments i la posicid dels diferents mutants. Per altra banda es mostren el grau d’

de

proteina ACS en funcié de la seva activitat en Lycopersicon (Tarun et al., 1998). Classe I: de 0 a 5%
I'activitat de la proteina ACS salvatge, sense canvi de nivell d’expressid proteica. Classe Il: de 5 a 50%

I'activitat de la proteina ACS salvatge

de

, sense canvi de nivell d’expressié proteica. Classe Ill: Cap activitat

detectada, sense expressié detectable de la proteina.
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5.2.4.- Analisi de la descendéncia

La planta 152s3 que portava la mutacio en el splice acceptor site de I'exd 2 de OsACS1 tenia la
capacitat de produir inflorescéncies i flors aparentment normals, pero era esteril. La esterilitat
afecta a una part de les plantes mutades en la generacid M1 i no es necessariament degut a la
mutacié introduida. Per tant es va intentar rescatar el al-lel mutant mitjancant creuaments de

les flors amb pol-len d’una linea salvatge, pero no es va poder obtenir cap llavor.

La resta de mutants heterozigots van ser fenotipicament normals i van produir llavors, que es
van sembrar per tal d’estudiar el fenotip potencial de les plantes homozigotes en la M2. Les
plantes descendents es van analitzar mitjancant PCR i analisis per FCE per tal de determinar el

seu genotip (apartat 7.5.11)

Mutant Llavors (g) M1 Efecte mutacio
228s1 3,9 S314N
576s1 12,3 L354P
152s3 ESTERIL GT/AG
398s4 9 A246P

Taula 9: Quantitat de llavors obtingudes en la M1 per a cada mutant. Les plantes que foren identificades
com a positives a través de I'analisi molecular, es van trasplantar en un test més gran i es van recollir les
seves llavors. A sota hi ha una taula amb els grams de llavors recollides en la M1. Cada gram pot
contenir fins a 30 llavors. Posteriorment es van elegir al voltant de 60 llavors per ser plantades i detectar
la segregacid. Aquestes llavors recollides en la primera ronda, van ser ressembrades un altre cop per
poder observar el comportament de la descendéncia.

Per als descendents del mutant 228s1, es van identificar plantes heterozigotes amb una copia
mutant i una copia salvatge del gen perd no es va identificar cap individu amb els dos al-lels
mutats (taula 10) No es va identificar plantules que duguessin la mutacid en la descendeéncia
dels mutants 398s4 i 576s1, cosa que indica que tenen efectes més forts que 228s1 sobre
I'estructura de OsACS1. Es va comprovar les dues plantes mare i es confirma de nou que
aquestes plantes portaven aquestes mutacions. Aixo podria indicar que en arros el gen ACS1
es essencial per al desenvolupament o per la funcié de los gametofits masculins i femenins, la

fertilitzacio o el desenvolupament del embrié de I'arros.
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Descendéncia M2
Mutant AA Aa aa
228s1 14 15 -
576s1 18 - -
398s4 17 - -

Taula 10: Nombre de llavors en la descendéncia de la M2 pels diferents mutants ACS. Per tal de
detectar la segregacid en la M2, es va repetir I'analisi generant a la vegada un heteroduplex amb les
mostres amb i sense un control d’arros (veure apartat 7.5.11) .

5.3.-Discussio

En blat de moro, mutants obtinguts mitjancant mutagenesi d’insercié per transposons en la
ACC sintasa han mostrat endarreriment en la senescencia que els permetia incrementar el pes
de les llavors. Concretament, mutacions en el gen ZmACS2 pero sobre tot ZmACS6 produeixen
menys etilé i mostren un retard en la degradacié de la clorofil-la i del procés de senescéncia
(Gallie et al., 2004)°**. En aquests mutants s’observa una major capacitat de retenir clorofil-la
de tipus a i b dins de la fulla. D’aquesta forma, les fulles d’aquests mutants conserven la seva
capacitat fotosintetica i la seva capacitat de sintesis de sucres. En aquest estudi, es demostra
que el gen ZMmACS6 te més forga i redueix la sintesi d’etilé fins a un 90% , mentre que ZmACS2
aporta una funcionalitat menor i redueix un 45% la sintesi de ACC pero no la elimina. Les fulles
continuen fent fotosintesi i la RUBISCO segueix sintetitzant sucres, per tant les llavors poden
tenir un contingut energetic superior, una caracteristica altament desitjable. L'efecte de
disminucié de la senescencia de la fulla era més evident en fulles velles que en fulles joves,
basicament per qué la senescéncia no es dona tan en fulles joves. Per altra banda també
s’observa que hi havia un increment en la tolerancia a la sequera en mutants per la ACC sintasa
en blat de moro. L’equivalent del gen ZmACS6 de blat de moro en arros és el gen OsACS1.

En aquest capitol, hem descrit I’aillament de 9 mutants en OsACS1. El mutant 152s3 conté dos
mutacions, una substitucié d’una glicina per una cisteina que molt probablement no te cap

|ll

efecte sobre la proteina i una mutacié que afecta al “splice acceptor site” de I'exd 2, pérdua
gue provoca una alteracié del patrd de lectura just després dels 60 aa codificats per I'exé 1,
fent que la resta de la proteina sigui no funcional. La planta mutant era esteéril, i no se ha pogut
analitzar la mutacié en la descendéncia.

Segons l'algoritme de prediccid SIFT, les mutacions en 398s4 , 576s1 i 228s1 tenen efectes

deleteris en la proteina OsACS1. Els canvis observats estan localitzats en regions molt

conservades de les proteines ACS i tenien una alta probabilitat de alterar el funcionament de
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I’enzim. Tots tres eren fertils i produien llavors. Perd no es van trobar mutants homozigots en
la descendéncia de I'individu 228s1, i tots els descendents dels mutants 398s4 i 576s1 eren

homozigots per I'al-lel silvestre pero no havien transmeés la mutacié.

El gen OsACS1 en arros esta implicat en la gametogénesi i la fecundacio

Els resultats obtinguts indiquen que OsACS1 es un gen indispensable per la reproduccié de la
planta d’arrds. Hirano (Hirano et al., 2008)** ha suggerit que I'etilé és necessari durant certes
fases de la formacid del pol-len. En el seu estudi, en que va comparar I'expressié de diversos
gens durant les diferents fases de formacié dels gamets, va demostrar que el gen OsACS6
augmenta |'expressié durant la fase de formacié de pol-len LBC (Late Bicelular) i I'estadi TC
(Tricelular). De Martinis descriu la importancia de I'etilé durant la formacié de I'ovul a partir

dels primers estadis de formacié de la macrospora (De Martinis et al., 1999)%%.

Tan en Nicotiana (De Martinis et al., 2002)*®

com en Zea mays, Mol demostren com despres
de la fecundacié hi ha una alliberacio elevada d’etilé en el pistil que permet la penetracié del
tub pol-linic (Mol et al., 2004)**®. Aquest fenomen es produeix quan hi ha un contacte d’una
espora amb I'estigma i quan el tub pol-linic entra en contacte amb I'ovul.

Per altra banda s’ha descrit que I'etilé es necessari per acabar la formacié de I'dvul. Tan en
Orquidies del génere Phalaenopsis com en solanacies Nicotiana tabacum, esta descrit que

I’dvul no s’acaba de formar fins que s’ha produit la fecundacié (De Martinis et al., 2002)°®.

)267

L’equip de Llop (Llop et al., 2000)" van veure que hi havia una expressié diferencial entre els
diferents gens de ACS en Lycopersicon esculentum. Despres de 3 hores que el pol-len entrés en
contacte amb I'estigma es va comencar a formar el tub pol-linic i va augmentar la formacio
d’etilé en I'estil. Analitzant el mRNA van veure que el gens LeACS1A s’havia activat en I'estil
mentre que la resta de gens ACS o no s’expressaven o estaven a nivells basals (com LeACS2 i
LeACS6).

Les plantes mare mutants per OsACS1 identificades en aquest treball eren totes heterozigotes i
no demostraven cap altre defecte visible, pero no produien llavors homozigotes per la
mutacio. Per tant es dedueix que les mutacions en OsACS1 afecten a les cel-lules produides per
la micro i macrosporogénesi o al procés de fecundacié. Aixi doncs totes les plantes mare
mutants tenien la capacitat de produir llavors amb I’al-lel silvestre, per tant 'alteracié no es

produia en cap cas en el teixits heterozigots de la planta mare, com es el estil,estigma aixi

doncs I'alteracid en la reproduccié havia de ser en les cél-lules reproductores.
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Figura 34: (Superior) Procés de formacié del pollen que inclou la microesporogénesi i la
microgametogenesi. (Inferior) Procés de formacié del sac embriogénic i I'ovul a partir d’'una megaspora.
Els diferents estadis de formacié de I'0vul poden variar depenent de I'espécie. En el procés de
fecundacid el pol-len forma el tub pol-linic per tal d’unir els dos nuclis del pol-len amb I'ovul i les cel-lules
polars formant I'embrid i I'endosperma respectivament.
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Durant la formacié de gamets les cél-lules reproductores amb I'al-lel silvestre tampoc tenien la
capacitat de complementar el déficit de OsACS1 en les seves cél-lules reproductores germanes
amb l'al-lel mutat (com en el cas de la tetrada del microsporangi). Per tant el seu paper
sembla que és de tipus cel-lula autonoma tot i que I'etilé es una molécula petita gasosa amb
capacitat de difondre rapidament en els teixits tot i que la distancia entre les cel-lules sigui
minima. Aquesta situacié es podria donar durant les fases finals de la microsporogéenesi, on es
forma una capa protectora per impermeabilitzar el pol-len, i podria estar en consonancia amb
I'observacio de Hirano que descriu que la expressido de OsACS6 augmenta en les ultimes fases
del desenvolupament del gra de pol-len. Per altra banda OsACS1 també es necessari pel
desenvolupament del ovuls, per qué en cas contrari, totes les plantes heterozigotes per la
mutacié en OsACS1 tindrien la capacitat de produir llavors heterozigots.

Un dels mutants obtinguts, 228s1 produia llavors heterozigotes en la mateixa proporcié que
els homozigots silvestres. La mutacié 228s1 podria representar un al-lel mutat mes debil i aixo
podria indicar que una reduccid de la produccié de etile no afecta en la mateixa mida a la
produccié de pol-len o ovuls.

De forma diferent a la situaci6 de ZmACS6 en blat de moro, hem demostrat que el gen

homoleg mes proper a I’especie d’arros resulta indispensable per a la reproduccié de la planta.

5.4.-CONCLUSIO

Tot i el 86% d’homologia entre el gen ACS6 de Zea mays i el gen ACS1 d’Oryza sativa, la seva
resposta davant la senescéncia és diferent entre les dues especies. En Zea mays, les mutacions
en el gen ACS6 van donar un fenotip de tipus stay-green en que la fulla i la planta en general es
conservava verda i funcional mentre les plantes salvatges havien entrat en senescencia. En
canvi en arros les mutacions en el gen homoleg al de Zea mays han conclos que aquest gen és
indispensable per la reproduccié de la planta, ja que no només juga un paper important en la
senescencia, sind que l'etilé endogen és necessari per la formacié de les llavors i/o en la
formacié del gamets. Els resultats obtinguts demostren la gran importancia que te el
coneixement detallat dels patrons d‘expressid de gens en families multigéniques per abordar
els estudis de genetica reversa. No obstant actualment no existeixen estudis complets
d’expressid genica que cobreixin la totalitat de tipus cel-lulars i la seva relaci6 amb les
interaccions biotiques i abidtiques del seu entorn que es generen durant el desenvolupament,
creixement, reproduccié i mort, tot i que hi ha iniciatives per aconseguir-ho (Mercadé et al,,

2009)*%®
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També il-lustra que no sempre es possible extrapolar la funcié génica només en base de la
homologia entre gens, pero que cal estudiar els patrons d’expressio i la possible interaccié de

diferents copies geniques i les redundancies parcials que es poden produir en cada situacid.
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6.- Identificaciéo de mutants pel Gen SGR en una varietat
hispana d’Oryza sativa

6.1.- Introduccio

La planta d’arros (Oryza sativa) degut a la importancia economica que te arreu del mén fa que
sigui una planta molt interessant per tal de buscar mutants que augmentin la produccié de
llavors. A més a més compleix els requisits per tal d’obtenir mutants utilitzant I'estratégia de la

mutagénesi de call, al haver-hi protocols molt concrets sobre la formacié i regeneracié de call.

6.1.1.- La formacid de les reserves de la llavor

La planta d’arros necessita entre 5 i 6 mesos per tal de créixer vegetativament i reproduir-se
formant les llavors. Una temperatura minima mitja de 30-332C/diaris i la reduccié d’hores de
llum per les varietats sensibles a fotoperiode son els factors necessaris per la floracié, i una
temperatura mitjana de 20-222C es necessaria per omplir les llavors. L'arros produeix una
infloresceéncia de tipus panicula que conté els grans d’arros. Aquests grans son alimentats via
directa a través de la seva fulla bandera, que és la fulla que acompanya a la inflorescéncia.

Les substancies de reserva de la llavor estan formades majoritariament per un 79% d’hidrats
de carboni (midé del tipus amilosa i amilopectina) , un 12% aigua, un 7,12% de proteina, un
1,4% d’acids grassos i un 1,3% de fibra (dades segons USDA).** Els hidrats de carboni del gra
d’arros son formats dins les cél-lules de la planta a partir de la ruta metabolica de les pentoses
en qué es fixen dues molécules de dioxid de carboni ambiental utilitzant I'energia i el poder
reductor que s’ha produit durant la fotosintesis.

La fotosintesi és el procés en que es crea poder reductor (NADPH) i energia (ATP) a partir de
fotons captats per la molécula clorofil-la. La clorofil-la a la seva vegada esta agrupada en
complexes proteics (LHCP) i serveix per concentrar fotons i per excitar un electré que passara a
la cadena de transport dels fotosistemes, dins d’una estructura anomenada tilacoides (figura
35). A partir de I'excitacié d’un foté la planta genera energia en forma d’ATP i poder reductor
en forma de NAPDH durant la fase fotosintetica. Paral-lelament, I'acumulacié d’aquests
metabolits i gracies a la presencia de CO2, que entra a través dels estomes, s’activa el procés
de fixacid de Carboni, dut a terme per I'enzim RUBISCO (Ribulosa Bisfosfat Carboxilasa

Oxigenasa) que generara polisacarids que serviran des de la fabricacié d’estructures de suport
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de la planta fins a la generacid sucres de reserva que seran mobilitzats fins les llavors, per

posar uns exemples.

NADPH*  NADPH

ADP* ATP

Figura 35 Procés de la fotosintesis
LHCP: Ligth harvesting Complex Protein. PSl i Il: Fotosistema I i Il. PQ: Plastoquinona. Cit b6f: Citocrom
b6f. PC:Plastocianina. Fd: Ferredoxina. FNR: Ferredoxona NADP+ Reductasa

1.-Els fotons exciten les clorofil-les (la majoria de tipus b) dels Complexos Antena. La fotosintesis
comenca excitant el complex antena del Fotosistema Il (PSIl) que passen per ressonancia un electro
excitat cap a una clorofil-la P680nm (roig proper). 2.-En aquest pas es genera O,i 2H" mitjancant fotolisis
de I'aigua on un electré d’aquesta és I'acceptor de I'energia. 3.-L’electro arriba fins a una Plastoquinona
que transporta un H+ des de I’estroma fins al Lamen tilacoidal. 4.-L’electré continua fins al citrocrom b6f
que viatja per la membrana tilacoidal fins a una plastocianina. En aquest pas es bomba un altre proté
cap al Lumen tilacoidal. 5.-L’electré ha perdut energia, pero el complex antena de la P700 (roig llunya)
recull energia que el passa a aquest. 6.-L’electré carregat arriba fins a una ferredoxina i a la seva vegada
a una ferredoxina NADP+ Reductasa, que formara NADPH. 7.- Utilitzant la diferéncia de potencial entre
I’estroma i el limen, generada pels protons una ATPasa uneix un ADP+ i un P, per formar ATP.

En vermell i discontinu, es representa el pas de I'electré energétic per tot el cicle.

Aquesta figura representa la fotosintesis aciclica on s’acaba formant ATP i NADPH, pero hi ha la
possibilitat de generar energia sense poder reductor (NADPH) en la fotosintesi ciclica, on només participi
el fotosistema I. Els electrons que arriben a la Ferredoxina, passen al complexe b6f generant gradient de

protons, que seran utilitzats per la ATPasa (Alberts et al., 1994)°7°.
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Tant el procés de la fotosintesi com el procés de la fixacid de carboni van lligats i son regulats
per la llum, (al generar suficient ATP com NADPH), per la disponibilitat de CO, i pels precursors

dels sucres com son la ribulosa, i el gliceraldehid 3 fosfat.

Segons Cha , la productivitat d’'una planta ve determinada per I'assimilacid neta entre la
guantitat de recursos incorporada a través de la fotosintesis menys la dissipada per creixement
i manteniment (Cha et al., 2002)*"*

Per altra banda, segons Mae, la fixacié de carboni per part de la proteina RUBISCO en arros
(una planta d’estratégia C4) és un 30-40% menor que espécies tipus C3.

Les plantes que adopten una estratégia de fixacid de carboni de tipus C4 per tal d’evitar la
perdua energetica per fotorespiracié en ambients amb baixes concentracions de CO,, separen
la captacid i la fixacié de carboni en dos compartiments. En les cél-lules del mesofil es produira
la captacié de CO, (fosfoenolpiruvat a oxalacetat i a malat), i la fotosintesi, pero la fixacié del
carboni per la via de les pentoses, es produira en les cél-lules de la baina que és on hi ha
I’enzim RUBISCo. Mitjancant una bomba de malat-piruvat, el malat entra en les cél-lules de la
baina i d’alli passa a piruvat alliberant una moléecula de CO, que entrara en la ruta metabolica
de les pentoses.

Aixi doncs I'arros necessitara més temps en fabricar hidrats de carboni de reserva per la llavor
(Mae 1997) *’%, i per aquest motiu és desitjable, que la planta segueixi més temps alimentant a

la llavor.

6.1.2.-. La implicacio de la senescéncia en la mobilitzacio de reserves a la llavor

Abans de la fase de formacié de les llavors la majoria dels cereals acumulen carbohidrats de
reserva en diferents zones de la planta mobilitzant-se via floematica. Aquests hidrats de
carboni son sintetitzats en les fulles a partir de la fixaci6 de CO, a través del cicle de les
pentoses. Durant aquest procés son utilitzats els productes que s’han format durant la
fotosintesi, com el poder reductor en forma de NADPH i I'’energia en forma de ATP. A través
del floema els composts de carboni sintetitzats arriben per tota la planta fins la fulla bandera
que sera la que alimenti a les llavors en formacié (Scofield et al., 2007)*”® El sistema via
floematica és un tipus de transport actiu, via apoplastica que requereix transportadors actius
per facilitar el moviment entre cél-lules

La fulla bandera, no obstant, produeix durant el periode de formacioé i maduracid del fruit, del
60-100% del contingut de carboni que es destina a nutrients de reserva (Murchie et al,

2002)*".
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Per altra banda, un cop la llavor estigui del tot formada, un 70-90% del contingut de nitrogen
que sera transportat a la llavor, provindra de les fulles, i la majoria d’aquest haura estat
formant part de les proteines i altres molécules com la clorofil-la. Per tant, la forma d’utilitzar
aquest nitrogen és mitjancant la degradacié de les estructures fotosintétiques en un procés de
mort programada anomenat la senescencia.

La senescéncia és aquest procés fisiologic en que la planta reorganitza els nutrients
d’estructures no funcionals cap a altres estructures on siguin necessaries. En algunes plantes,
la senescencia de les fulles és un procés natural i necessari per tal d’acabar d’omplir de
nutrients les llavors en les plantes anuals, o per fabricar noves fulles en la seglient estacié en
les plantes de tipus caducifoli o fins i tot per tal de detoxificar parts de la planta. Aquests
processos inclouen la mort cel-lular programada i localitzada, que comenca per una
reorganitzacié cel-lular en la que progressivament es van produint canvis metabolics.

Aguests canvis metabolics consisteixen en una hidrolisis i degradacié de macromolécules, aixi
com una destruccid d’estructures com els tilacoides, derivant els nutrients essencials cap a les

fulles joves.

D’aquesta forma, en els estadis finals de maduracié de les llavors, la planta ha de fer un balang
entre la fixacié de carboni per part de la RUBISCO i I’ activacid de la senescéncia per omplir la
llavor amb nitrogen, abans que les condicions climatiques i ambientals siguin massa
desfavorables i acabin matant a la planta. Quan arriba aquest moment s’activen els processos
de senescencia a través de I'actuacio de les hormones de senescéncia tipus ABA i a la vegada
inhibides per les citoquinines, que son les responsables d’estimular la formacié de clorofil-la en
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fulles joves (Jiang et al.,1 2007)"".

Algunes varietats de plantes retarden el inici de la senescéncia, o retarden el procés de la
senescencia conservant I'aparell fotosintétic el maxim de temps possible abans de morir. Al
mantenir funcional I'aparell fotosintetic durant més temps, aquestes plantes produeixen més
poder reductor que el passa a la RUBISCO, generant més hidrats de carboni, i a la seva vegada

passant-los al gra (Thomas and Howarth 2000)**

6.1.3.-Els diversos fenotips d’stay-green

Les varietats de plantes amb retards en el procés de senescéncia es van anomenar Stay-green
van ser objecte d’estudi i es van classificar en diferents grups. En el grup de Tipus A, la

senescencia comenga tard, pero aleshores segueix el procés amb normalitat, obtenint una
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correlacié ajustada entre la taxa fotosintetica neta i la fixacid de carboni. El grup de tipus B, te
una senescéncia que comenc¢a amb aparent normalitat i segueix el patré programat com la
resta, pero el desenvolupament transcorre de forma més lenta. El comportament del grup de
tipus C, aconsegueix retenir més o menys a la clorofil-la, perd mesures fisiologiques de la seva
capacitat fotosintética revelen, que |'efecte és més aviat cosmetic, ja que la planta es manté
verda, perd no hi ha major fixacié de carboni. El grup de tipus D, son aquelles plantes que
després d’un tractament per congelacid, assecat o bullit es mantenen verdes. Obviament,
aquestes plantes perden totalment la capacitat de fixacié de carboni. Les plantes del grup de
tipus E, contenen fulles que son més verdes en la fase tardana de la senescencia, que les fulles
de genotip inicial. Una explicacid seria que les fulles contenen una proporcié més elevada de
color verd (clorofil-la), pero segueixen el mateix patré de senescéncia que la resta, és a dir,
disminucié de I'activitat fotosintética i de fixacié de carboni. Aixi doncs la classificacio incloia 5
grups de mutants, en qué el A i B tenien un interés al poder augmentar la producciéiels C, D i

E no.

6.1.4.-El gen SGR i la regulacid dels processos de senescéncia

Durant la senescencia s’activen els mecanismes que permeten la degradacioé de la clorofil-la i
generalment comenca mitjancant una clorofil-lasa que degrada a la clorofil-la a donant lloc a
una clorofillida a patint una defitilacié. Perdent un Mg2+ passa a feoforbida a (Pheide a)
(figura 36) A partir d’aqui I'enzim Pao (feoforbida a oxigenasa), catabolitza la feoforbida a cap
a un compost vermell de la clorofil-la anomenat Red Chlorophyll Catabolic (RCC). La clorofil-la
b passa primer a clorofil-la a, mitjancant una clorofil-la b reductasa. A partir d’aqui una RCCR
(Red Chlorophyll Catabolic Reductase) acaba d’eliminar I'anell de porfirina i la fulla perd el

color verd caracteristic (Sato et al., 2007) *’® (Aubry et al., 2008)*”’.

Una planta que endarrereix la senescéncia, te una major capacitat d’'omplir el gra, per tant hi
ha un augment substancial de produccié. S’han trobat alguns genotips del génere Sorghum
que presenten aquesta resposta diferent davant la senescéncia. No només es mantenen
verds, sind que les llavors contenen un contingut de carbohidrats en tija i en llavor, major que
la resta (Mcbee et al., 1983)*’%. Per altra banda, s’han trobat altres efectes beneficiosos per la
planta en els fenotips Stay-green, com son una major resisténcia a l'estrés (Park et al.,
2007)*".

Tot i aixi, el fenotip stay-green engloba a un grup molt gran de mutants, amb respostes

similars, pero amb un origen genotipic divers.
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PROCES de DEGRADACIO de la CLOROFIL-LA durant la SENESCENCIA

LHCPII

Chl b Chla » Chlide a » Pheide a RCC

. 4
Degradacié del LHCPII
v
Degradacié del tilacoide/grana

Figura 36. Esquema de la via de degradacid de clorofil-la durant la senescéncia

Durant els procés de senescencia la presencia de la proteina SGR, separa el complex antena de la
membrana del til-lacoide. Les clorofil-les del complex queden exposades a I'atac de NYC/NOL, que
degrada la clorofil-la b reduint-la a clorofil-la a. A partir d’aqui, altres proteines estaran encarregades de
seguir degradant a la clorofil-la i a la resta de components del tilacoide i del grana.

Chlb: Clorofil-la tipus B. Chla: Clorofil-la tipus A. Chlide a: Clorofillida a.
Pheide a: feoforbida a. RCC: Catabolisme de clorofil-les vermelles (Red clorophyl catabolism).
LHCPII: Light Harvesting Chlorophyll Protein Il. NYC: Non yellow coloring dehidrogenasa/reductasa.

NOL: NyC-like, proteina semblant a NYC1. SGR: gen Stay green.
Esquema a partir de Sato et al., 2009 i Park et al., 2007

Els primers estudis sobre el gen SGR es remunten als principis de la genetica on Mendel
(1866)* va estudiar la transmissié genética d’un caracter en concret, el color verd o groc de
les baines del pésol. Despres de 141 anys, el grup de Amstead van trobar que el fenotip era
causat per una mutacié en el gen SGR, utilitzant una aproximacié basada en la comparacio dels
gens homolegs entre 3 espécies (Festuca pratensis, Arabidopsis thaliana i Pisum sativum)
(Amstead et al., 2007)**. El fenotip SGR estava relacionat directament amb la degradacié de la
clorofil-la durant la senescencia, i les fulles de plantes sgr mostren una senescéncia retardada i
romanen verdes durant més temps, sota condiciones d’estrés hidric o de calor. L'aplicacié
practica d’aquest gen va fer que molts grups s’interessessin per trobar un individu mutant en
I'espécie Oryza sativa var japonica (Jiang et al., 2007)*” (Kusaba et al., 2007)*®!, (Park et al.,

2007)*° (Sato et al., 2007)*’® (Sato et al., 2009)*** .
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El gen SGR codifica per una proteina de 274 aminoacids amb senyal de localitzacio
cloroplastica perd sense domini o motiu funcional conegut. No obstant, la seqiiéncia de la
proteina es altament conservada en monocotiledonies i en dicotiledonies, aixi com en
gimnospermes (Aubry et al., 2008)*”” L'expressié de SGR s‘indueix durant linici de la
senescencia, tot i que el funcionament de la proteina no esta gens clar. Per altra banda s’ha
demostrat que interactua directament amb el LHCPI (in vitro) i LHCPII (in vitro i in vivo) i podria
estar involucrat en el seu desassemblament. SGR esta també relacionat d’alguna forma amb
I’estabilitat del fotosistema Il (Figura 35), ja que separa el LHCP (figura 36) de la membrana del
tilacoide (Park et al., 2007). L'equip de Sato va demostrar que el gen SGR no te activitat
catabolica en el LHCP (Sato et al., 2009)**

NYC i NOL son dos proteines homologues de tipus SDR (short-chain dehydrogenase reductase)
que formen part d’'un complex amb activitat Clorofil-la b reductasa (Kusaba M. Et al., 2007)**
Sato ha suggerit que SGR controla I'activitat de les proteines NYC (non yellow coloring) i NOL
(NYC one like), sense aclarir no obstant com funcionaria aquesta regulacié. La transcripcié de
NYC i NOL no es veu alterada en els mutants sgr, i per tant la regulacié no es produeix a nivell
de I'expressié génica (Sato et al., 2007)*’°.

El nivell de proteina NOL no varia ni entre els mutant nyc i sgr ni en la planta silvestre, per
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tant la mutacié sgr no afecta a la traduccio o la estabilitat de NOL (Sato 2009)°* Els nivells de

NYC tampoc es veuen afectats en mutants nol, sgr i la planta silvestre, per aquest motiu una
mutacié en sgr no afectara tampoc en la traduccié i la estabilitat de NYC (Morita et al., 2009)°%*
Pot ser que la hipotesis més probable sigui que la SGR, interactua amb LHCP, fent accessible la

clorofilla b als enzims NYC i NOL (Figura 36)

S’ha trobat també, que SGR davant I'estimul de canvis de fotoperiode, promig de temperatura

2. \ . .
# o processos d’estrés luminic, es pot activar la

diirna/nocturna (Hwei-Hwang et al., 1983)
senescencia, basicament com a resposta un estres. A partir d’aqui els processos de
desestabilitzacid dels fotosistemes i de degradacio de la clorofil-la actuen d’una forma rapida i

sense parar.
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6.1.5-Objectius

Segons la informacid disponible el gen SGR intervé en desestabilitzar el complex antena fent
accessible la clorofil-la a les proteines NYC/NOL que la degraden. L’objectiu principal d’aquest
projecte sera trobar un mutant pel gen SGR, que retardi la degradacié de la clorofil-la . Despres
d’establir una poblacié d’arros mutant a partir de mutagénesis quimica de call es garbellara la
poblacid per tal de localitzar I'individu/s mutant/s utilitzant la técnica de deteccié de
desaparellaments per endonucleases a partir d’'un extracte vegetal. Un cop localitzat un
mutant, es buscara la descendéncia de tipus homozigot i es comprovara la seva eficacia a nivell
fenotipic, tenint en compte la productivitat i el rendiment.

Aixi doncs els esforcos en aquest garbellat estaran centrats en buscar un o varis mutants que

evitin la degradacio de la clorofil-la i aconseguir incrementar el pes de la llavor.

134



6.-Garbellat en arros pel Gen SGR tipus Stay-green

6.2.-Resultats

6.2.1.-Determinacio de I'estructura i composicio del gen SGR.

En arros el gen per a Stay-Green (SGR) te el codi 0s09g0532000, anomenat per NCBI com
NC_008402.1, format per tres exons. Els cDNA format pers 3 exons és de 825 parells de bases,
que es tradueixen en una proteina de 274 aa. En aquest garbellat s’ha analitzat els dos primers
exons generant un fragment de 927 parells de bases, ja que inclou regié intronica.

Els primers dissenyats i les condicions de PCR per amplificar el fragment del gen SGR estan

descrites en el capitol de materials i metodes (apartat 7.5.6)

6.2.2.-Garbellat molecular: localitzacio i identificacio dels mutants

El garbellat va consistir en agrupar en pools el DNA de 4 individus i localitzar mutacions
emprant la técnica de I'endonucleasa de I’extracte de fonoll tal com esta explicat en

I'apartat 7.5.3- 7.5.10

6.2.2.1.- Garbellat molecular en pools i localitzacié de I'individu mutant

Es van garbellar 5000 plantes en pools formats per grups de 4 plantes tal i com es detalla en
I'apartat 7.4 del capitol de material i metodes.

Com a resultats per aquest garbellat es van trobar 2 mutacions, representades en la seglient .

Candidat Canvi de base  Aminoacid Abreviat Resultat mutacid

G->A INTRO SILENCIOSA
G->A VAL 127 MET V127M EFECTIVA*

Taula 11: Mutacions trobades en el garbellat molecular per al fen SGR.

* Efectivitat teorica segons SIFT

A partir de la informacid obtinguda per la digestid de I'heteroduplex, es van detectar talls en
els gels d’acrilamida, tal i com es pot apreciar en la figura de sota (Figura 37)marcat per fletxes
vermelles). Un cop trobats els talls, es va seqlienciar el fragment per tal de poder confirmar la

mutacié de la mostra.
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389s2 854s1

Al u“'q:

L LR il EE

Figura 37: Gels d’acrilamida de la digestié d’heteroduplexs corresponents a candidats mutants, 485s1 i
893s2.

. A Pst: 11501, (5077, 4749, 4507), 2556, 2443, 2140, 1700, 1159, 1093, 805, 514, 468, 448, 339, 247
. 100bp: 1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400 parells de bases
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6.2.2.2.-Confirmacio del candidat individual per seqiienciacié

Per la sequenciacié es va utilitzar el metode SANGER, comparant les mostres control (la

varietat sense mutagenitzar) i la mostra mutant en la mateixa posicid i aixi poder localitzar la

mutacio i estudiar el seu efecte.

A Vf l. > :)‘ \ J \(/“ \
(Control SGR Forward)

(398s2 SGR Forward) (Control SGR Forward)

6.2.2.3.-Prediccid estructural

Per decidir I'efecte de la mutacid es va emprar la informacid de les eines bioinformatiques del

programa SIFT (Kumar et al., 2009)*® i el programa d’alineament de sequiéncies CLUSTAL W

(Larkin et al., 2007)*° . El programa CLUSTAL simplement fa un alineament per similitud entre
seqiencies d’aminoacids, sense fer cap tipus de prediccid, perd a nosaltres ens sera util per
trobar el percentatge de conservacid de “clusters” funcionals. El programa SIFT utilitza un
algoritme que relaciona les seqiieéncies consens entre multiples alineaments per tal de predir

I’estructura secundaria, pero tal i com conclouen ells, és una eina de prediccié orientativa. Per
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tal de coneixer una mica més com es relacionen els diferents residus entre ells es necessari un

estudi més complex.

A partir de la informacié disponible en les base de dades del NCBI sobre la seqiiéncia
d’aminoacids de SGR, es calcula com la mutacio va afectar a I'estructura secundaria utilitzant el

programa de prediccié SIFT?7 288 289

. El programa detecta que hi ha una incompatibilitat amb la
Valina en la posicié 127, amb una tolerancia del 2% per la metionina. Aixo vol dir que segons el
programa, la mutacié ha caigut en una regié lleugerament conservada i que el canvi de

aminoacid pot alterar el funcionament de la proteina.

6.2.3.- Analisis genotipic i fenotipic de la descendeéncia

6.2.3.1.- Analisis genotipic de la descendéncia i amplificacié de llavor.

Totes les plantes del garbellat van créixer dins d’un hivernacle amb calefaccié i amb llums de
sodi durant la temporada final de I'hivern i l'inici de la primavera, amb I'objectiu d’obtenir
llavors per la campanya d’estiu en camp.

De les llavors produides per 398s2 M1, es van sembrar 16 llavors i dues setmanes despres de
la germinacié de les plantes es va recollir mostra per tal de poder detectar la segregacid

seguint el protocol de I'apartat 7.5.11 inclos en el capitol de material i métodes.

Tal i com es pot observar en la Figura 38 apareixen les bandes esperades en el gel d’acrilamida
corresponents als heterozigots formats entre el control i el mutant que conté el canvi
d’aminoacid Metionina per valina en la posicid 127. En la taula 12 es resumeix la proporcié de

cada dotacio cromosomica de la descendeéncia.

Segregacio a la M2
AA Aa aa
4 7 5

Taula 12: Resum de la segregacio de la descendéncia del mutant 398s2
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Figura 38 : Detecci6 de la dotacié cromosomica de la mutacié VAL 127 MET pel gen SGR. Gel
d’acrilamida de les mostres de la M2 de398s2. Les mostres en blanc corresponen als heterozigots per la
mutacid, i les mostres en verd son els homozigots mutants

. A Pst: 11501, (5077, 4749, 4507), 2556, 2443, 2140, 1700, 1159, 1093, 805, 514, 468, 448, 339, 247
J 100bp: 1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400 parells de bases

Les plantes sembrades en la temporada d’hivern no van demostrar cap fenotip obvi, pero cal

tenir en compte que el fenotip d’arros pot ser molt diferent quan creix en hivernacle durant
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I’hivern o I'estiu, o quan es creix en camp. Es van trobar 5 individus en la descendéncia de M2
que eren homozigots per la mutacid. Les soques trobades foren la D1, D3, D5, D7 i E10.
6.2.3.2.- Analisis fenotipic de la poblacié M3 de la descendéncia de 398s2

A partir de les llavors descendents de les plantes homozigotes del mutant progenitor 398s2

per la mutacié Metionina 127, es van sembrar llavors per tal de testar en assaigs de camp.

Figura 40 : Plantes 398s2SP D7 (centre) i Plantes Arros control (esquerra i dreta)
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Per tal d’observar 'efecte entre les plantes control i les mutants, es van sembrar les plantes
de forma intercalada tal i com es pot observar en la Figura 39 i Figura 40.

Durant I'assaig de camp de la poblacié M3 del mutant 398s2, es van observar que les linees D5
i D7 (Figura 39 i Figura 40), presentaven fulles bandera més erectes i més amples comparades

amb els controls junt amb un augment de biomassa.

6.3.-Discussio

En el capitol previ, es va descriure com la estratégia d’aconseguir mutants en arrdos amb una
senescencia endarrerida tipus staygreen mitjancant la mutagenesi del 'homodleg més
semblant al gen ACS6 de Zea mays. Els mutants en el gen OsACS1, eren inservibles ja que a
diferéncia de ZmACS6, OsACS1 es indispensable per la gametogenesis en I'arros.

En aquet capitol es va enfocar I'esfor¢ a I'obtencié de mutants de un dels gens “downstream”
de ACS clau en el procés de la degradacié de la clorofil-la i la senescencia; el gen Staygreen
(SGR). Mutacions en SGR en Arabidopsis i en arros generen plantes amb endarreriment en la
senescencia, i esta descrit que mutacions en SGR podrien ajudar a la planta a augmentar la
seva resisténcia/tolerancia a I'estrés abiotic (Cha et al,, 2002)*™

Els mutants sgr d’arros descrits en la literatura es van identificar en les varietats asiatiques
Oryza sativa cv. Huazhiwu i en Oryza sativa japonica cv, Hwacheong-wx, i el gen es va clonar
per primera vegada en per I'equip de Jiang (Jiang et al 2007)*”> i Park (Park et al., 2007)*” i tot i
que el seu mode d’accié no es del tot clar, SGR esta implicat en el procés de degradacio de la
clorofil-la.

La produccié del arros esta molt lligada a I‘Us de varietats ben adaptades al seu entorn. Per
obtenir mutants sgr en varietats autoctones d’Espanya, existeixen dos aproximacions: introduir
la caracteristica desitjada mitjangant creuaments i retrocreuaments o generar noves
mutacions mitjangant la mutagenesi. En aquest treball, hem seguit la ultima aproximacié i hem
aconseguit mutants de sgr en una varietat d’arros autoctona.

En el camp els mutants sgr obtingut presentaven fulles bandera més erectes i més amples, i un
augment de biomassa en comparacié amb els controls. La mida, llargada i angle de la fulla
bandera és una de les caracteristiques més desitjades de I'ideotip de planta d’arros, lligada a

una major produccié (Donald 1968)**°

Una fulla bandera erecta, ampla i llarga permet
I’'entrada de llum a les fulles inferiors de la planta augmentant la taxa fotosintetica que és
tradueix en un augment de sintesi de sucres (Duncan 1971)*! (Sakamoto et al., 2006)*** Per

altra banda, altres estudis sobre la fulla bandera han demostrat que mantenir erecta la fulla
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bandera durant la senescéncia repercuteix en un augment de la produccié (Zhenying Shi et al.,

2007)*%

6.4.-Conclusio

Els mutants sgr obtingudes son viables i la primera avaluacié en camp ha estat positiva, ja que
les plantes exhibeixen canvis fenotipics que estan descrits com a positiu per la produccio.
Futurs estudis de camp mes grans permetran comparar la productivitat (el pes de llavors per
hectarea) i el rendiment (el pes de llavors obtingut després de tots els tractaments) de les

plantes controls i el nostre mutant sgr.
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7.1. Recull de Preparacions

Medi 1: YPD Agar placa: Extracte de llevat, Peptona, Dextrosa i Agar

10g d’Extracte de llevat (Pronadisa)

20g Peptona (Pronadisa)

20g Agar Bacteriologic Europeu (Pronadisa)

900 ml Aigua
Autoclavar i posteriorment afegir abans de repartir les plaques de petri (90x14mm Sterillin), un 2% de
Glucosa 20% (Sigma). Es dissolen 20gr. de Glucosa en 100 ml d’aigua i s’esterilitza mitjangant un filtre
(Millipore). Remenar bé i repartir al voltant de 25 ml a cada placa.

Medi 2: YPD liquid: Extracte de llevat, Peptona, Dextrosa i Agar

10g d’Extracte de llevat (Pronadisa)

20g Peptona (Pronadisa)

900 ml Aigua
Autoclavar i posteriorment afegir abans de repartir les plaques, un 2% de Glucosa 20% (Sigma). Es
dissolen 20gr. de Glucosa en 100 ml d’aigua i s’esterilitza mitjangant un filtre (Millipore). Remenar bé.
Enrasem fins a 1000ml.

Medi 3: OryCIM Calli induction Medium
3,9 gr N6 Sals (Duchefa)
30gr Sacarosa (Duchefa)
500 mg Bacto Casaminoacids (BD)
1g Prolina (Duchefa)
125 mg Acid Ascorbic (Duchefa)
125 mg Acid Citric (Duchefa)
500 mg MES (Duchefa)
2,4-D (2mg/L) (Duchefa)
4,5g Gelrite (Duchefa)
Volum final de 1000ml i pH de 5,8
Autoclavar i repartir 25 ml en plaques de petri (90x14mm Sterillin).

Medi 4: YNB (medi minim per llevat) 10x
33,5g YNB-
500 ml H,0

Filtrar per millipore (0,22 um porus)

Medi 5: L-Metionina (15mg/ml)
1,5g. L-metionina
100ml H,0
Filtrar per millipore (0,22 um porus)
Guardar a T2C ambient i a la foscor

Medi 6: L-Histidina (20mg/ml)
2g. L-Histidina
100ml H,0
Guardar a 429Cialafoscor
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Medi 7: L-Leucina (10mg/ml)
1g. L-Leucina
100ml H,0
Guardar a T2C ambient i a la foscor

Medi 8: Uracil (2mg/ml)
200mg Uracil
100ml NaH CO3 (marca)
Guardar a T2C ambienti a la foscor

Medi 9: L-triptofan (2 mg/ml)
200mg. L-triptofan
80ml H,0
2,4 ml KOH 4M
Enrasar a 100ml
Guardar a T2C ambient i a la foscor

Medi 10: Adenina hemisulfat (4mg/ml)
400mg. Adenina hemisulfat
80ml H,0
1,25 ml HCI 4N
Enrasar a 100ml

Guardar a T2C ambienti a la foscor

Medi 11: OryCIM liquid
3,9 gr N6 Sals (Duchefa)
30gr Sacarosa (Duchefa)
500 mg Bacto Casaminoacids (BD)
1g Prolina (Duchefa)
125 mg Acid Ascorbic (Duchefa)
125 mg Acid Citric (Duchefa)
500 mg MES (Duchefa)
Volum final de 1000ml i pH de 5,7
Autoclavar i repartir 25 ml en plaques de petri (90x14mm Sterillin).

Medi 12: MEDI de Regeneracié6 MSM
4,4 g Sals MS + vitamines (Duchefa)
30 g Sacarosa (Duchefa)
1 g. Hidrolitzat de caseina (Duchefa)
3 g/L Kinetina (Duchefa)
0.5g/L BAP (Duchefa)
0.5 g/L NAA (Duchefa)
4.5g Gelrite (Duchefa)
Volum final de 1000ml i ph 5,8
Autoclavar i repartir 25 ml en plaques de petri (90x14mm Sterillin).

Medi 13: Medi D’arrelament RM
4,4 g Sals MS + vitamines (Duchefa)
30 g Sacarosa (Duchefa)
500 mg MES (Duchefa)
2 g Gelrite (Duchefa)
Volum final de 1000ml i pH 5,7
Autoclavar i repartir 25 ml en plaques de petri (90x14mm Sterillin).
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Medi 14: LB Agar Placa : Bactotriptona, Extracte de llevat, NaCl
10g Bactotriptona (Pronadisa)
5g Extracte de llevat (Pronadisa)
10g NaCl ( Panreac)
20g Agar Bacteriologic Europeu (Pronadisa)
Enrasar fins a 1000 ml Aigua
Autoclavar i afegir 25 ml de medi a cada placa de petri (90x14mm Sterillin)

Medi 15: LB liquid: Bactotriptona, Extracte de llevat, NaCl
10g Bactotriptona (Pronadisa)
5g Extracte de llevat (Pronadisa)
10g NaCl ( Panreac)
Enrasar fins a 1000 ml Aigua
Autoclavar

Medi 16: LB Agar Placa +antibiotic
Bactotriptona, Extracte de llevat, NaCl
10g Bactotriptona (Pronadisa)
5g Extracte de llevat (Pronadisa)
10g NaCl ( Panreac)
20g Agar Bacteriologic Europeu (Pronadisa)
Enrasar fins a 995 ml Aigua
Autoclavar. Esperar que el medi baixi la temperatura fins a 552C i afegir I'antibiotic.
1ml de Kanamicina (30ug/ml) o Ampicilina (50ug/ml). Agitar suaument i afegir 25 ml de medi a cada
placa de petri (90x14mm Sterillin)

Solucid 1:TSS 2x (solucid de transformacio i d’enmagatzemament)
10 ml 1M MgCl, (Sigma)
20 ml LB 5x
50 ml PEG 8000 al 40% (SIGMA)
10 ml H20
10mI DMSO (PANREAC)
Autoclavar-ho, i afegir posteriorment el DMSO, fins a un volum final de 100ml

Solucié 2: SOLUCIO | (lisis alcalina) Miniprep
2,5 ml 1M TRIS pH8 (ROCHE)
2ml 0.5M EDTA pH8 (SIGMA)
133pl RNAasa (afegir abans d’utilitzar)
Volum final 100ml

Solucié 3: SOLUCIO 11 (lisis alcalina) Miniprep
1g. Lauryl sulfat (1% SDS; SIGMA)
0.8g. NaOH (SIGMA)

Volum final 100ml

Solucié 4: SOLUCIO Il (lisis alcalina) Miniprep
60ml Acetat potassic 5M (SIGMA)
11,5 ml Acid Acétic Glacial (CARLO ERBA)
Volum final 100 ml

Solucié 5: SOLUCIO | LiAc 0,1M 1X TE
1ml LiAc 1M ph 7,5*
1ml TE 10X**
8 ml H20 esteéril
* 1M LiAc : 6,56g. LiAc (SIGMA) + 95ml i ajustar el pH amb acid acetic. Enrasar fins a 100ml. Autoclavar.
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**10X TE (100mMTRIS, 10mM EDTA): 10ml 1 M TRIS-HCI pH 7,5 (ROCHE), 2ml 500mM EDTA pH8
(SIGMA). Volum final 100 ml. Autoclavar.

Solucié 6: Esperma de salmé
200mg de High Molecular Weiht DNA (Deoxyribonucleic acid Sodium Salt Type Il from Salmon
Testes; SIGMA)
25ml TE 1X esteril

Barrejar-ho bé, pipetejant varies vegades. Barrejar-ho amb un estirer magnetic durant 2 o 3 hores. Si fes
falta es pot deixar tota la nit barrejant-se en una camera freda a 4°C.

Aliquotar i enmagatzemar a -20°C..

Just abans d’utilitzar, es posa I'esperma de salmé en aigua bullint i es deixa 5 minuts. Rapidament es
passa la mostra en gel. (si repetim aquesta operacié un parell de vegades, calentar i refredar, millora,
substancialment I'eficiencia de la transformacid).

Solucié 7: SOLUCIO II-LiAc PEG
1ml 1M LiAc pH 7,5*
1ml TE 10x**
8ml PEG 4000 (5%)***

Volum final de 10 ml

* 1M LiAc : 6,56g. LiAc (SIGMA) + 95ml i ajustar el pH amb acid acetic. Enrasar fins a 100ml. Autoclavar.
** 10X TE (100mMTRIS, 10mM EDTA): 10ml 1 M TRIS-HCI pH 7,5 (ROCHE), 2ml 500mM EDTA pH8
(SIGMA). Volum final 100 ml. Autoclavar.

*** PEG 4000 50%: 50g de polietinelglicol 4000 (FLUKA) en 35 ml d’aigua destilada i autoclavada.
Barrejar bé utilitzant un stirer (es necessitara més o menys 30 minuts), s’enrasa fins a 100ml. S’ha de
tenir en compte que és una substancia forga viscosa, per tant, s’esterilitza mitjangant un filtre de
0,45um (NALGENE) connectat a una bomba de buit.

Solucié 8: TAMPO D’EXTRACCIO DE PROTEINA
100mlI TRIS HCI 1M pH7,7 (10 mM Final)
1ml Fenilmetanosulfonil fluorida o PMSF (175mg + 10ml isopropanol )
899ml H20

TRIS HCL (ROCHE), PMSF (Sigma), Isopropanol (PANREAC)

Solucié 9: TAMPO D’EXTRACCIO DNA de LLEVAT
5ml Tris HCl 1M pH8 (10 mM Final)
1ml EDTA 0,5M pH8 (1 mM Final)
10ml NaCl 5M (100mM final)
25ml SDS 20% (1%)
10ml Triton X-102 (2%)
Volum Final: 500 ml
Tris HCI (Roche), EDTA (Sigma), NaCl (Panreac), SDS (Lauryl Sulfat) (SIGMA), Triton X-102 (SIGMA).
Solucié 10: TE 1X (tampd)

10ml TRIS HCI 1 M pH8 (10mM Final)
2ml EDTA 0,5M pH8 (1mM final)
Volum final de 1000 ml
TRIS HCI (Roche), EDTA (Sigma)

Solucié 11: TAMPO D’EXTRACCIO D’ARROS
50 ml TRIS HCl 1M pH 8 (100mM FINAL)
50 ml EDTA 0.5M pH8 (50 mM FINAL)
50 ml NaCl 5M (500 mM FINAL)
500 ml Volum final
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Solucié 12: SDS 20%
200 g de Lauril Sulfat
1000 ml d’aigua

Solucié 13: Tampo de Reaccié de FCE (x10)
4ml TRIS HCI 1M pH 7,5 (ROCHE)
5ml KCI 1M
4ml MgCl, 1M
7ml H,0 esteril

Volum final 20 ml

Solucié 14: SOLUCIO STOP X5
400u! TRIS HCL 1M pH8 (ROCHE)
400ul EDTA 0,5M (SIGMA)
5ml Glicerol 50%
4,2 ml H20
10ml Sybr Gold-DMSO
1mg Bromofenol Blue (0,05% pes/volum) (CARLO ERBA)
Volum final de 20ml . Fer un vortex abundant i aliquotar en una placa de 96 pous de 200ul/pou.

Solucié 15: Bis Acrilamida 19:1 (4%)
50ml TBE 10X pH 8,3
50ml Bis Acrilamida 19:1 aquosa (40%) (National diagnostics)
Volum final 500 ml. Filtrar el producte i guardar a 42C

Solucié 16: TBE 10X pH 8,3
282.20g Tris Base (Roche)
123.66g Acid Boric (Sigma-Aldrich)
14.88g EDTA (Sigma-Aldrich)
Volum final 2 L. Ajustar el pH amb HCI 1N (Carlo Erba)

Solucié 17: TAE 50x
242.28g TRIS Base (Roche)
37,2 g EDTA
57,1 ml Acid Acétic (CARLO ERBA)
Volum final 500ml. Afegir 20ml per cada litre de tampo d’electroforesi
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7.2.-Assaig d’eficiéncia de I’enzim FCE en la deteccié de mutacions
7.2.1.-Obtencio d’extracte vegetal cru.

Es van preparar extractes crus de les fulles i del tall de I'api (Apium vulgare), del fonoll
(Foeniculum vulgare), de les bledes (Beta vulgaris var. Cicla), de les fulles dels espinacs
(Spinacia oleracea) i del julivert (Petroselinum crispum). El material es va rentar amb aigua per
eliminar les restes de terra i finalment es va fer un rentat amb aigua desionitzada. Les
extraccions es van realitzar dins d’una cambra a 42C per tal d’evitar al maxim la degradacid de
les proteines. Despres d’assecar bé la mostra de teixits, 150 gr de material fresc i sec es va
tallar en trossos petits i es va deixar reposar uns minuts dins d’un vas de precipitats amb 50ml|
tampd d’extraccié de proteina fred (Solucié 8) i es va procedir a triturar tot el material
utilitzant un batedora eléctrica domestica (MOULINEX), evitant que el material s’escalfés
massa. Un cop triturat tot el material fins a formar una massa homogenia, es va filtrar tota la
mostra utilitzant gasses de farmacia esterils de tipus estandard. A 'extracte sense polpa, es va
afegir un 10% 1M TRIS HCL pH 7,7 i un 5% de glicerol que es va aliquotar en eppendorfs en

volums de 200 ul d’extracte de fonoll llestos per guardar al congelador de -802C.

7.2.2.-Analisis de I'eficiéncia de tall de desaparellaments dels extractes crus

Per tal de detectar I'eficiencia dels diversos extractes crus extrets en I'anterior apartat, es va
dissenyar un fragment que contenia un desaparellament d’una base. Es fragment estava
format a partir de dos oligonucleotids autocomplementaris marcats per fluorescéncia pels dos
extrems 5’. Es van mesclar els dos oligonucleotids escalfant la mostra a 962C i despreés deixant
baixar la temperatura fins a 202C. Seguidament es va procedir a digerir 1 pl del fragment

(100ng/ul) amb 3 pl de cada extracte cru de cada espécie, més 1 ul de tampd de digestid

(Solucié 13) en un volum final de 10 pl a 452C durant 30 minuts.

Nom de la seqiiéncia  Fluorofor \ Modificacié \ Seqiiéncia
Yeung upper strand | Cy5 fosforotioat | c*actttatcgttccggctccgegtcatgtgtggaattgtga
Yeung lower strand Cy3 fosforotioat | t*cacaattccacacatgacgggagccggaacgataaagtg

La guanina subratllada en vermell indica la base desaparellada

Es va parar la reaccié amb 2 pl de solucid TRIS -EDTA (Solucié 14) i es va correr el material en
un gel d’electroforesis d’acrilamida: Bis Acrilamida (19:1) al 20% i com a element
desnaturalitzant és va utilitzar Urea 7M. El gel va cérrer dins d’'un tampd TBE 1x (Solucid 16).

Es va llegir els resultats en escaner tipus Typhoon (GE Healthcare) en els canals de Cy3 i Cy5.
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7.2.3.-Comparacio de I’eficiéncia de deteccioé d’un desaparellament entre I’extracte
cru d’ api i fonoll.

Es va analitzar I'eficiencia de I'extracte cru de fonoll en la deteccié d’'un desaparellament en un
fragment de 2 kilobases. Per aquest experiment es va utilitzar els extractes crus d’Api i fonoll
de l'apartat 7.2.1 i I'enzim comercial Surveyor (Transgenomics). El fragment de 2kb fou

generat a partint de I'amplificacié de fragments de dues variants del plasmid pCK GFP S65C.

Nom de la seqiiéncia Fluorofor  Modificacié \ Seqiiéncia
Cy5 SH M13 Forward Cy5 fosforotioat g*taaaacgacggccagt
SH M13 Reverse Cy3 fosforotioat c*aggaaacagctatgac

Amb aquest primers es va amplificar 1854pb de dues varietats del plasmid pCK GFP S65C, la (+)
i la (-) que contenia dos nucleotids (TA) de diferencia. El fragment obtingut d’amplificar el pCK
GFP S65C (+) es va anomenar Plus i el fragment resultat d’amplificar el pCK GFP S65C (-), es va
anomenar Minus. La mescla d’ambdds fragments generava un desaparellament tipus TA loop
en la posicio 934.

Es va mesclar els dos tipus de fragments amb unes proporcions de 1:5 i 5:1 de plus i minus i
pujant la temperatura fins a 962C i deixant que s’equilibrés fins a temperatura ambient
permetent la unid de les dues cadenes generant el desaparellament.

1 pl del fragment (200ng/ul) amb el loop TA, 2kb-M13 va ser digerit en un volum final de
10ul, utilitzant 0.75, 1.5, 3 i 6 pl de cada extracte cru, i 1 pl de tampé de reaccié Solucié 13.
Pels control de DNA sense desaparellament, anomenat Match (consistent en un fragment plus
sense la delecié de les bases TA) es va digerir amb el maxim volum de cada extracte cru, 6 pl.
Pel control de I'enzim surveyor es va utilitzar els dos tipus de fragments, amb i sense
desaparellaments digerits en 1 pul de Surveyor (Transgenomics) i 1 pl de tampd de reacciod
Solucié 13.Les digestions es va carregar en un gel d’agarosa al 1,5%, amb un tampd TAE 1x

(solucid 17) sense agents desnaturalitzants a un voltatge de 120V durant 1 hora.

7.2.4.-L’efecte de la tiofosforilacio de fragments davant la digestio amb I’extracte cru
de fonoll

Per tal de detectar si podiem limitar I'activitat nucleasa inespecifica de I'extracte cru de fonoll
es va realitzar un analisi digerint fragments amb i sense extrems protegits. Per aquest analisi
es va partir d’'una barreja de fragments de DNA del gen Met10 del material genomic de les
especies Saccharomyces cerevisiae (CER) i Saccharomyces carlbergensis (CARL) emprant

seglients proporcions 1:0,0:1, 1:1, 1:4, 1:8 i 1:16 (concentracio final de 100ng/pl)
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Nom de la seqiiéncia | Modificaci6 Seqiiéncia
MET10 CF SIN No GGCCAAAAATGCAACTTCAC
MET10C R 3Kb No CCAAGTAGGGCCACACAAGT
MET10 CF fosforotioat G*GCCAAAAATGCAACTTCAC
MET10C R END fosforotioat T*CCTCGGCGTCTTTAGCC

El programa utilitzar per amplificar un fragment de 2994 pb fou:

- 94 1 min

65 1 min 35 cicles
72 3:00

. 72 10 min

4 5 min

Despreés de la reaccié d’amplificacié de fragments es va generar I’heteroduplex seguint el
programa de I'apartat 7.5.5. La digestio d’un ul de fragment (100ng/ul) ha estat a 452C durant
30 minuts amb 1 pl de extracte cru de fonoll (FCE), 1 ul del tampé de reaccio (Solucid 13) tal i
com es descriu en I'apartat 7.6.8 i s’ha llegit els resultats en un gel d’acrilamida segons el

protocol de I'apartat 7.6.9.

7.2.5.-Assaig de limit de deteccio de mutacio en Heteroduplex

Per analitzar el limit de deteccidé d’un desaparellament per I'extracte cru de fonoll, s’ha generat
un mescla de DNA genomic de dues espeécies de llevat, per gen Met10 en Saccharomyces
cerevisiae (CER) i Saccharomyces carlbergensis (CARL) amb unes proporcions que van des de

1:0 (com a control negatiu CER), 1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128, 1:256, 1:512.

Per amplificar s’han utilitzat les condicions de PCR pel gen Met10 C de I'apartat 7.5.4i 7.5.5. La
digestido del DNA amplificat ha estat a 452C durant 30 minuts amb 1 pl de FCE, segons el

protocol 7.5.6 i s’ha llegit els resultats en un gel d’acrilamida segons el protocol 7.5.7.

7.2.6.-Assaig de deteccio d’al-lels mutants en Heteroduplex

Per amplificar les barreges de DNA s’ha partit de mostres individuals d’arros (Oryza sativa) del
mutant 398s2 homozigots i heterozigots per una mutacio (veure capitol 3) i DNA d’Arros de la
varietat japonica salvatge. Per I'amplificacié de les diverses proporcions es va utilitzar els

primers SGR ATG9 F2xR2 i les condicions seglients:
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Nom de la seqiiéncia Seqiiéncia

SGR9i2 ATG F2 CTACCAAACCGAGCCAAAAT
SGR9i2 ATG R2 ACAGATGGATGGATGCCAAT
96 1 min
. 60 1 min 35 cicles
72 3:00
. 72 10 min
B 5 min

Préviament s’ha calculat la concentracié inicial de DNA | utilitzant I'espectofotometre de
precisid el Nanodrop 1000 (Thermoscientific). A partir d’aquesta s’han ajustat els volums per
aconseguir 100 ng/ pl.

Els desaparellaments entre els fragments del gen SGR mutant 398s2 heterozigot i la varietat
salvatge han seguit una proporcié 1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128, 1:256, 1:512,
1:1024, 1:0i 0:1. La mateixa proporcié de desaparellaments es va utilitzar entre els fragments
pel gen SGR mutant 398s2 homozigot i el salvatge. Cada proporcié generada s’ha sotmés al

programa de generacio d’heteroduplex (descrit en I'apartat 7.6.7)

Tipus de DNA ng/ul

398s2 Heterozigot 159
398s2 Homozigot 179,1
Wild Type 230

La digestié d’un ul de fragment de cada proporcié (100ng/ul) ha estat a 452C durant 30 minuts
amb 1 pl de extracte cru de fonoll (FCE), 1 ul del tampd de reaccié (Solucié 13) tal i com es
descriu en I'apartat 7.6.8 i s’ha llegit els resultats en un gel d’acrilamida segons el protocol de

I'apartat 7.6.9.

7.2.7- Assaig del limit de deteccio de delecions

Durant els assaigs d’eficiencia de |'extracte cru de fonoll, es va voler testar la seva capacitat de
deteccio de delecions i el limit de mida dels loop generat pel desaparellament. Per tal de testar

la capacitat de deteccié de delecions es van generar fragments artificials de diverses mides.

7.2.7.1- Amplificacié d’un fragment del plasmid pBluescript KS (+)
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Per generar fragments artificials amb una delecio es va partir del plasmid pBluescript KS (+)

Es van utilitzar els seglients primers i les condicions de PCR amb 0.2 pl de I'enzim Taq

polimerasa i 0,32 pl de dNTP’s (12,5 mM).

Nom de la seqiiéncia | Fluordfor| Modificacié Seqiiéncia
pBSKS+ Forward No fosforotioat t*ttagagcttgacggggaaa
pBSKS+ Reverse No fosforotioat c*ctgacgagcatcacaaaaa

| 96 Sminuts |
. 96 1 min

. 58 1min  35cicles

72 1:00
72 10 min

. 4°C 5 min

7.2.7.2- Digestio del plasmids amb enzims de restriccid.

Per tal de generar els fragments amb delecions es va tallar el fragment amplificat amb dos
enzims de restriccié diferents. En I'esquema segiient s’indica la paella d’enzims utilitzada i la
mida de la delecié que es genera.

Aatcggaaccctaaagggagcccccgatttagagettgacggggaaagecggegaacgtggcgagaaaggaagggaagaaagcgaaaggagesg
ggcgctagggegetggcaagtgtageggtcacgetgegegtaaccaccacacccgecgegcttaatgegecgetacagggegegteccattegecatt
caggctgcgcaactgttgggaagggcgateggtgegggectcettcgetattacgeccagetggecgaaagggggatgtgctgcaaggegattaagttgg

gtaacgccagggttttcccagtcacgacgttgtaaaacgacggecagtgagegegegtaata

cgactcactatagggcgaattg-caccgcggtggcggccgctctagaactagt
trerrrrrrerrrrrrrrrrrr e errr e rrrrrrrrerrrrr e et e e e e
gctgagtgatatcccgcttaac-gtggcgccaccgccggcgagatcttgatca

mgaattcgatatcaagcttatcgatacc_ggggggcccggtacccagcttttgt
LIt e e e b b L e e e
cttaagctatagttcgaatagctatgg_ccccccgggccatgggtcgaaaaca

tccctttagtgagggttaattgcgegettggegtaatcatggtcatagetgtttecctgtgtgaaattgttatccgetcacaattccacacaacatacgage
cggaagcataaagtgtaaagcctggggtgcctaatgagtgagctaactcacattaattgegttgegetcactgeccgcetttccagtecgggaaacctgtce
gtgccagctgcattaatgaatcggccaacgegeggggagaggeggtttgegtattgggegetetteccgettectegetcactgactcegetgegeteggtce
gttcggctgcggcgageggtatcagetcactcaaaggeggtaatacggttatccacagaatcaggggataacgcaggaaagaacatgtgagecaaaa
ggccagcaaaaggccaggaaccgtaaaaaggecgegttgetggegtttttccataggctecgeccccctgacgagecatcacaaaaatcgacget

Relacié d’enzims de restriccid utilitzats per generar els fragments utilitzats en I'estudi i el

nombre de bases de delecio.
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G/AATTC: EcoRl C/TCGAGERL]

CIGERIE: rt GAT/ATC: EcoRV
AJAGETT: HindIll EEEIEEE: sma
-: Sacl -: Sall
GGTAC/C: Kpnl B 5+

EcoRI-EcoRV : 4 EcoRI-Hindlll: 8 EcoRI-Sacl :54
EcoRI-BamHI : 14 EcoRI-Xhol :29 Sacl-Kpnl :106

Per tal de generar-los es van fer 2 digestions consecutives, on es van omplir/eliminar els
extrems cohesius utilizant els enzims Klenow i T4 polimerasa. Finalment es van lligar els
extrems del plasmid amb I'enzim T4 llligasa.

Per fer la 12 digestid es va partir del plasmid pBSKS+ purificat amb el kit Zymoclean, on es van
digerir 10ul del plasmid amb I'enzim EcoRI i uns 3pl de mostra amb I'enzim Sacl. Tots es
digeriren a 379C durant 2h (minim). Els tampons emprats per la digestié son de Fermentas a

excepciod de Xhol que és de la casa comercial New England Biolabs (NEB)

e Eco Rl: 50 mM Tris-HCI (pH 7.5 at 37°C), 10 mM MgCl,, 100 mM NacCl, 0.02%, Triton X-
100, 0.1 mg/ml BSA
e Sacl: 10 mM Bis-Tris Propane-HCI (pH 6.5 at 37°C), 10 mM MgCl,, 0.1 mg/ml BSA
e EcoRV: (tampd Red) 10 mM Tris-HCI (pH 8.5 at 37°C), 10 mM MgCl,, 100 mM
KCl, 0.1 mg/ml BSA
e Hindlll: (tampd Red) 10 mM Tris-HCI (pH 8.5 at 37°C), 10 mM MgCl,, 100 mM
KCl, 0.1 mg/ml BSA
e Xhol: 10 mM Tris-HCI, 50 mM NaCl, 10 mM MgCl, 1 mM Dithiothreitol, pH 7.9 @ 25°C.
BSA (100pg/ml)
e BamHI: 10 mM Tris-HCl (pH 8.0 at 37°C), 5 mM MgCl,, 100 mM KCl,0.02% Triton X-
100,1 mM 2-mercapthoethanol, 0.1 mg/ml BSA
e Kpnl: 10 mM Tris-HCI (pH 7.5 at 37°C), 10 mM MgCl,, 0.02% Triton X-100, 0.1 mg/ml
BSA
Un cop acabada la digestid es carrega tota la mostra, s’ailla i recupera la banda del gel
utilitzant un kit de purificacid (Zymoclean). A partir de la 12 digestié es van digerir per segona
vegada amb els altres enzims (EcoRV, BamHI, Hind Ill, Xhol, Sacl i Kpnl). Es van utilitzar 5ul de

digestio purificada en un volum final de 20ul. La digestié6 fou de 2 hores a 379C, i
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posteriorment es van passar totes les mostres per les columnes de purificacié (Microcon), per

eliminar els petits fragments i impedir que es tornessin a unir al plasmid durant la lligacid.

7.2.7.3-Generacio d’extrems roma per lligar el plasmid.

Despres dels talls amb els dos enzims es generara un fragment lineal amb els extrems
cohesius, sense correspondencia. Per poder lligar i recircularitzar el plasmid, s’"han d’omplir els
espais buits o bé tallar-los depenent del tipus de digestid i eliminant el lloc de restriccié per
evitar que I'enzim pugui tallar de nou. S'utilitzara 10ul de mostra més 0.5 pl de dNTP’s (12,5
mM), 2ul de tampd klenow (10x), 1ul de I'enzim Klenow (10u/ul) que funciona com a
polimerasa 5°-3’. Per altra banda es va utilitzar 10 ul de mostra més 0.5 ul I'enzim T4 DNA
polimerasa (0.5u/ul )que funciona 5’-3’ i a la vegada com a endonucleasa 3’-5" més 4 pl de
tampd T4. En un volum final de 20 pl es va fer la reaccié a 372C durant 2hores.

Un cop utilitzada la reaccié s’han de desactivar els enzims augmentant la temperatura a 752C
durant 10 minuts. Es purifiquen les mostres amb columnes Microcon, per eliminar la resta de
petits fragments que quedin lliures i s’empalmen els fragments amb I'enzim T4 lligasa

(Fermentas) durant tota la nit a 162C.

7.2.7.4.-Transformacid de cél-lules competents amb els plasmids delecionats.

Totes les construccions amb delecions es van insertar en cél-lules competents DH5a (veure
apartat 7.3.3) que es van sembrar en medi LB+Amp+Xgal (Medi 16). Només aquelles colonies
que van sobreviure en ampicil-lina eren les que havien aconseguit incorporar el constructe i
s’hauran transformat, pero no necessariament contindran el plasmid amb la delecié adequada.
Posteriorment es realitzaran comprovacions per verificar que realment s’hagin digerit i lligat

correctament.

7.2.7.5.-Amplificacié del fragment amb delecié

Utilitzant els primers pBSKS+ Forward i reverse (veure apartat 7.2.7.1) amplificarem un
fragment de 945 pb a partir d’'una barreja del plasmid amb la delecié i el plasmid original, en
proporcid 1:1, 1:4 i 1:8 respectivament i com a controls negatius utilitzarem cada plasmid amb
delecié sense barrejar més el plasmid pBSKS+ original. Com a controls positius de digestio
s’utilitzaran els primers Met10CF , Met10CR6 End , el DNA de la soca CARL, CER i les mescles
CER:200 en proporcid 1:4 i 1:8.
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7.2.7.6.-Digestid dels fragments amb FCE

Finalment es realitzara la digestid 1ul de fragment dels diferents tipus de motlles que
contenen les respectives mutacions (100ng/ul) a 459C durant 30 minuts amb 1 pl de extracte
cru de fonoll (FCE), 1 ul del tampé de reaccid (Solucié 13) tal i com es descriu en 'apartat 7.6.8

i es carregara en un gel d’acrilamida (veure apartat 7.6.9)

7.3.-Generacio d’una cél-lula indicadora

Pel disseny d’una cél-lula indicadora, es va elegir 2 tipus de plasmids que contenien dos tipus
de proteines fluorescent i sobre la qual treballarem. Els dos plasmids elegits son el pKT 103
(pFAGa-link-yEVENUS-Kan) i el pKT127 (pF6a-link-yEGFP-Kan), que s’amplificaran insertant-los
en una E-Coli tipus DH5a competent.

Per la construccid6 d’aquesta soca es va utilitzar la técnica de SFH-PCR (Short Flanking
Homology-PCR), en qué a partir del plasmid de llevat pFA6a-link-yEVenus-KAN (EUROSCARF)
com a base del marcador de fluorescencia optimitzat per llevat (yWVENUS) i un marcador de
contraseleccid, el gen Kan®, gue va consistien un marcador de resisténcia a la Geneticina en
llevats i a la Kanamicina en E.coli. Aquests foren emprats per verificar que s’havia insertat la
construccié.

El plasmid consta de d’un linker d’unié per fusionar la GFP a la proteina de la ORF, la propia
proteina fluorescent, un terminador de llevat (ADHI), un gen de resisténcia a la geneticina per
seleccionar aquelles colonies de llevat que porten I'insert de les que no han recombinat. Es van
dissenyar un parell de primers de 70-mer aproximadament que per una banda amplificaven la
regié del plasmid que contenia tota la informacid necessaria per fusionar la GFP més el gen de
resisténcia a GENETICINA i per altra banda el primer contenia la seqliencia per insertar-se dins
la ORF del llevat, eliminant en la regié 5’, I'Gltim codd de I’ORF que correspon a I’'STOP, ja que
és indispensable per tal que durant la transcripcid, es formin correctament les dues proteines

fusionades

7.3.1.-Elaboracio de cél-lules competents DH5a

Per I'elaboracié de cél-lules competents es va partir d’'un vial comercial guardat a -802C que es
diposita en un recipient amb neu carbonica, per tal d’evitar que es degradés. Es sembra amb
un basto esteril una placa de LB (Medi 14) sense antibiotic i es deixa créixer tota la nit a 372C.
Al dia seglient un cop creixeren les colonies sense contaminacions, es posa un cultiu de 5 ml de
LB liquid (Medi 15) a 37°C i agitant a 250 rpm/min. El dia segient s’utilitza 0.5 ml de cultiu

saturat en 50 ml LB liquid en un erlenmeyer de 250ml a 250 rpm i 372C durant 2 hores i 10
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minuts. Es para el cultiu i es llegi 'absorbancia a O.D 600 i al estar entre 0,3 i 0,4 comenca
I’elaboracié de les cel-lules competents. Es va Centrifugar (Beckman Coulter TJ-25) a 1000g
durant 10 minuts a 42C, en un falcon els 50 ml de medi. Es descarta el sobrenedant i es

Ill

resuspengué el “pellet” en 5 ml de TSS 2x (Solucié 1) i es van preparar aliquotes de 100pl.

Guardar a -80°C.

7.3.2-Comprobacio de la competitivitat de les cél-lules

Es van treure dues aliquotes del congelador de -802C i es van posar en gel (una es transforma i
I'altra fou el control), per deixar-les descongelar. Es Pipeteja de 10-100pg del vector de DNA
pucl9 al tub. Es barreja lentament | s’incuba en gel durant 30 minuts. S’afegi 900ul LB sense
antibiotic a I'eppendorf. S’Incuba 2 minuts a 429C (Heat Shock) i seguidament es deixa reposar
2 minuts en gel. S'Incuba 1 hora a 372C a 250rpm. Es centrifuga (Eppendorf 5415D) els
eppendorfs 30 s. a Vmax. Es va extreure tot el sobrenedant excepte 100ul per poder plaquejar.
S’afegi 100ul de DNA a una placa de LB + I'antibiotic especific, depenent del DNA amb que
haguem transformat (Medi 16) Es repeti exactament tot el procediment per la mostra control,
pero aquesta no tenia DNA per transformar.

Es posa a créixer les colonies a 372C tota la nit. El dia seglient es feu un recompte de I'aliquota

transformada i de la que no. L'eficiencia en la transformacié es mesura de la segiient forma:

N2 colonies * 106pg x 1000ul total volum de transformacioé = transformants pg DNA

transformats 100ul plaquejat pg plasmid DNA

La eficiéncia de transformacié ha de ser major que 1-10° cfu/ug plasmid

7.3.3.-Preparacio dels plasmids

Els plasmids que foren utilitzats son una millora del plasmid pFA6a i presentaven una proteina
de fusié amb un fluorofor de tipus YVenus i GFP, el pkt103 i el pkt127 respectivament. Per tal
de tenir bona quantitat d’aquests plasmids, transformarem E.coli (DH5a).

Es pipeteja de 10-100pg del plasmid pkt103 i del pkt127 en dos eppendorfs. Després de
barrejar lentament, s’incuba en gel durant 30 minuts. S’afegi 900ul LB sense antibiotic al
eppendorf. S'Incuba 2 minuts a 422C (Heat Shock) i seguidament es posa 2 minuts en gel.
S’incubal hora a 372C a 250rpm. Es centrifuga (Eppendorf 5415D) els eppendorfs durant 30s. a
velocitat maxima. Es va extreure tot el sobrenedant excepte 100ul per plaquejar. S’afegi 100ul

de DNA i LB a una placa de LB + antibiotic (Medi 16) (I'especific, dependra del DNA amb que
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s’hagi transformat). Es va repetir exactament tot el procediment per la mostra control, pero

aquesta no porta DNA per transformar. Es va posar a créixer les colonies a 372C tota la nit

7.3.4.-Miniprep per obtenir DNA plasmidic a partir d’E. coli transformada

Utilitzarem un protocol modificat a partir dels metodes descrits per Birnboim and Doly
(Birnboim et al., 1979)** i Ish-Horowicz and Burke (Ish-Horowicz et al., 1981)*%.

Es va utilitzar 1,5ml de LB amb les cél-lules transformades. Es centrifuga la mostra durant 30
segons a Velocitat maxima i a 42C. S’elimina el sobrenedant i es guarda el “pellet” en gel. Ens
vam assegurar d’eliminar tot el medi LB + kanamicina

S’afegi 150 pl de la Solucid | (Solucié 2) (guardada en fred) i s’aplica un vortex intens.

S’afegi 150l de la Solucid Il,(Solucid 3) invertint suaument els tubs per tal d’evitar que es fes
malbé el DNA plasmidic. Es guarda els tubs en gel. Es va afegir 150l de Solucid Il (Solucié 4)
(guardada en fred) i es va agitar suaument fins que es barreja bé. Es va deixar 5-10 minuts en
gel. Passat el temps es va centrifugar de 10 a 15 minuts a Velocitat maxima (13000 rpm) i a
49C. Es va passar el sobrenedant a un tub eppendorf nou i es va deixar a 49C. Es va afegir 2
volums d’Etanol 96% i es va deixar en fred 20 minuts. Es va centrifugar a velocitat maxima a
4°C durant 10 minuts.

Es va descartar sobrenedant i es va afegir 200ul de Etanol 70%. Es va centrifugar a 42C durant 2
minuts a velocitat maxima. Es va eliminar tota la resta d’etanol amb una pipeta i es va deixar
els tubs a I'aire lliure esperant que s’evaporés tot I'etanol i es va resuspendre el precipitat amb

20-50ul I'aigua estéril miliQ.

7.3.5.-Amplificacio de DNA de plasmid per transformar

Es va dissenyar oligonucleotids que permetessin I'amplificacio des del plasmid d’ambdés
marcadors i que estesin flanquejats per una seqiéencia homologa de 60 nucleotids (Short
Flanking Homology). La homologia per la banda de 5’ del primer Forward, correspon al locus
diana ZWF1 i ’'homologia de la banda 5’ del primer reverse correspon al locus diana ATG2.

A partir del plasmid, es va amplificar una part del DNA per tal de poder realitzar una
recombinacid homologa. Part del primer té una seqliéncia especifica per amplificar del plasmid
(en groc) i una altra part s’utilitzara per fer la recombinaci6 homologa amb el genoma del
llevat (en verd).

Els gen amplificat a partir del plasmid pkt103 codifica per una proteina de fusié YVenus que

s’excita a 502nm i emet a 532nm, a partir dels plasmid pkt127 el fluorofor yEGFP que s’excita
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a 476nm i emet a 512 nm obtingut a partir dels primers ZWF1pFATAG F i R. Aquest fragment
amplificat s’inserta en la regié de la ORF del gen ZWF1 que corresponia a un Glucosa 6 fosfat
desidrogenasa. Per la recombinacid homologa es va fer créixer les soques de Saccharomyces
cerevisiae haploide (W303) i diploide (S288C) fins a 1-10’ cel/ml i seguint el métode de

Protocol de transformacié de llevat

Nom de la seqiiéncia \ Seqliéncia
ZWF1pFATAGF gcacccttacgcettggeccgtgactaagccagaagatacgaaggataatggtgacggtgetggttta
ZWF1pFATAG R ttttttcagacgtggaatggtgggaaagccaaaatgtcactgaccgeggcettcgatgaattcgagetceg

Les condicions de PCR son les seglients:

96 [Sminuts |
9  1min

| 58 0:45min 25cicles
72 3:30 min
72 10 min

| 4C  5min

7.3.6.-Transformacio de cél-lules de llevat pel métode de I'acetat de liti

Per la transformacié de cel-lules de llevat es va utilitzar un protocol de transformacié adaptat a
partir dels métodes de (Schiestl et al., 1989) **°; (Gietz et al., 1992)*’; (Bartel et al., (1993) **®

Per comencar a transformar es necessita un cultiu de llevats frescs (provinents d’una Unica
colonia) que s’havia posat el dia anterior a créixer agitant a 250rpm, 2-3 ml a 302C fins arribar
a saturacid. Es va necessitar saber el nombre de cél-lules, per tant es van recomptar amb la
camera de Neubauer fins a aconseguir de 2-4-10°cel/ml. Necessitarem uns 10ml per poder
transformar, per tant es calcula quin volum de YPD+llevat saturat era necessari afegir en un
falcon per tenir uns 2-4-10"cel totals. S’enrasara el cultiu fins a 10 ml amb YPD. Es deixa créixer

a 302Ci 250 rpm, generalment de 2 a 3 hores depenen de I'espécie de llevat.

Un cop arribat a 1-10 cel/ml del cultiu, centrifuguem a 42C i 2500 rpm, el falcon, per tal de

III

recuperar el “pellet”. Es resuspengué amb 10 ml d’aigua destil-lada esteril, i mesclem bé.
Centrifuguem de nou a 42C i 2500 rpm. S’elimina el sobrenedant, i es resuspengué amb 1 ml
d’aigua destil-lada esteéril i ho es centrifuga en una microcentrifuga fent un tap-spin.

S’elimina el sobrenedant i es resuspengué amb 1ml de la Solucié I- LiAc, (Solucié 5) s’agita bé i
es feu un tap-spin centrifugant. S’elimina el sobrenedant i es resuspengué amb 50ul de la

Solucid I-LiAc, (s’ha de tenir en compte que volem un volum final de 50ul, i com que les
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cél-lules també ocupen volum, es preferible resuspendre amb 25ul i comprovar que el volum

final sigui 50pl). Finalment es recupera 2-10° cel/ml en 0,1 M LiAc-TE 1X.

S’afegi 5ul de Esperma de Salmé (Solucié 6) (SS-Salmon Sperm 10mg/ml) als 50 pl de cél-lules
de llevat i s’afegi 1-2ug de plasmid o de DNA (ha de ser >5pl). S’afegi 300ul de Solucid Il LiAc-
PEG (Solucioé 7) i s’homogenitza la mescla. S’Incuba la mostra a 302C durant 30 minuts ien un
agitador a 250 rpm.

Afegir un 10% DMSO (Carlo Erba), i es barreja abundantment utilitzant el vortex a mitja
poténcia o barrejant per immersié repetides vegades.

Donar un xoc de calor a 429C durant 15 minuts, i rapidament deixar reposar en gel la mostra
durant 5 minuts. Es va fer un tap-spin un cop passat aquest temps i aspira el sobrenedant. Es
resuspengué les cél-lules en un volum adequat de TE 1X pH 7,5 per poder sembrar una placa
concentrada i una placa diluida 10 cops.

En aquest cas la placa de YPD-agar (Medi 1) conté un antibiotic de seleccid, la geneticina
(G418), per tant es recomanable, sembrar les cél-lules en una placa amb YPD i posteriorment
sembrar un replicat en una placa amb I'antibiotic de seleccié. Per altra banda, es pot
resuspendre la mostra en medi liquid YPD (Medi 2) i deixar-lo créixer durant 3 hores abans de
plaguejar-lo en placa de cultiu agar/geneticina YPD(Medi 1) /G418

Incubar les plaques a 302C durant 3 o 4 dies. Les colonies haurien de ser visibles dins d’aquest

periode de temps.

7.3.7.-Comprovacio generacio de proteina de fusio

Per tal de comprovar que s’ha generat la proteina de fusié s’utilitzaran uns primers externs al
constructe per analitzar la mida del producte de PCR. Tal i com s’ha explicat en la introduccié la
mida de la banda amplificada determinara la presencia o abséencia.

Combinant els primers A2+B, podrem detectar si s’ha realitzat correctament la recombinacié

homologa tan en organismes diploides com en els haploides.

Nom de la seqiiéncia Seqiiéncia

ZWF1KOCHKF (A2) TCCAGAGGCTTACGAGGTGT
ZWF1KO/TAGCHKR (B) | CTTCACCGGGAGATCACAAC
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Les condicions de PCR son les seglients:

94 45 sec
65 1 min 5 cicles
72 3:20

35 cicles

72 10 min
4°C 5 min

Si la seqiiéncia que ha de generar la proteina de fusid s’ha insertat correctament esperem unes
bandes especifiques que en soques de llevat haploide seran de 3164pb i si no s’ha insertat sera
de 944pb. En les soques de llevat diploides, esperem una banda de 944pb i una de 3164pb en

les soques que hagin insertat el fragment.

7.3.8.-Mutagénesi de les soques indicadores

La mutagénesi de les soques de Saccharomyces cerevisiae W303 (haploide) amb la proteina de
fusié yVENUS (yGEO01) la soca S288C (diploide) amb la proteina de fusié GFP (yGE02) van ser
mutagenitzades seguint el protocol de I'apartat 7.4. Juntament a la mutagénesi, es va fer

créixer les mateixes soques sense el mutagen per calcular la genotoxicitat i la citotoxicitat.

7.4.-Generacio d’una poblacié mutant de llevat

7.4.1.-Creixement del llevat

En la mutagenesis de llevat es va testar I'eficiencia del mutagen en les soques indicadores de
Saccharomyces cerevisiae haploide YGEO1 i diploide YGEOQ2, i a la vegada es va mutagenitzar-la
soca cervesera industrial Saccharomyces carlbergensis.

Es parti d’'un d’stock glicerinat conservat a -802C de cada una de les 3 soques. Per tal
d’observar la seva eficiéncia al créixer, els vam sembrar primer en una placa de YPD ( Medi 1).
Un cop aillada una colonia de cada, es sembra en 50 ml medi de cultiu liquid de YPD liquid
(Medi 2) a 309C, per tal d’obtenir una concentracié de 2:108 cel/ml en un erlenmeyer de 250

ml
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7.4.2.-Mutagenesis

La mutagénesis es va realitzar utilitzant un 2,6% (v/v) del mutagen EMS (etil-metanosulfonat)
de Sigma, a diversos temps d’exposicio. El producte és pot desactivar utilitzant 5% de tiosulfat
de sodi, o bé Hidroxid de sodi 1,2 N.

Es parti de 10ml del cultiu de cada soca de llevat (concentracié de 2-10° cel/ml) i es centrifuga
durant 15 minuts a 2500 rpm. S’elimina el sobrenedant i es resuspengué les cél-lules en 10 ml
d’aigua. Es resuspengué agitant el tub varis cops. Centrifuguem de nou 15 minuts a 2500 rpm.
S’elimina el sobrenedant i es resuspengué amb 10 ml de 10mM KPO, (fosfat de potassi
monobasic; Sigma) pH 7.0. Fer un vortex al Falcon, centrifugar de nou a 2500 rpm durant 10
minuts. Eliminar el sobrenedant. Es resuspengué en 40 ml de 10mM KPO, per tal d’aconseguir
5-10” cel/ml. S’aliquota 5 ml d’aquesta suspensié en un tub Falcon de 15ml que es posa en gel
durant 10 minuts. Seguidament s’esterilitza el sonicador amb alcohol (Etanol al 70%). Passats
els 10 minuts es sonica la mostra durant 8 segons, amb una amplitud del 28% i 1 cicle.

A partir d’aquest moment es treballa en el laboratori de reactius especials ja que treballem

amb un producte molt nociu.

Es van fer 3 aliquotes de cada una de les soques a testar (YGEO1, YGEO2 i Saccharmoyces
carlbergensis) , numerades com a A, B i C (aquest darrer fou el control de nombre de cél-lules
de partida).

En la mostra A, s’afegi 1,75 ml d’aliquota de cel-lules amb 10 mM KPO4 i tot i no entrar en
contacte amb el mutagen ens servi per calcular la citotoxicitat del producte, al comparar el
creixement amb la mostra tipus B.

La mostra B, conté 1,75ml d’aliquota de cel-lules amb 10mM KPO4 + 45ul de EMS (100%). Tots
els objectes que toquin a 'EMS es tiraran en un contenidor especial, i a ser possible es
desactivara amb tiosulfat de sodi (5%). EI temps optim d’exposicié al mutagen de la mostra B

en la soca Saccharomyces carlbergensis sera el que utilitzarem durant el garbellat.

En el control C, s’afegi 250ul de la solucié de cél-lules amb 10 mM KPO, en 750ul de YPD fred,
que utilitzarem com a mostra control. S’espera un nombre de cél-lules d’aproximadament
1,23-107 cel/ml.

Tant la Mostra A i B, s’aliquotara en 6 tubs de 2ml afegint 250ul de cada solucié. Cada grup de
tubs estara exposat al mutagen durant 20, 40, 60, 80, 100 i 120 minuts, a 302C i agitant-se en
un shaker . Despres de cada temps, es parara la reaccié afegint 1ml. de tiosulfat de sodi (5%),

tan en les mostres que han entrat en contacte amb el mutagen com en les control.
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Es centrifugara la mostra a velocitat mitja (5000rpm) durant 1 minut. Llencem el sobrenedant
a un contenidor especial per a productes contaminats que conté 100ml de NaOH 1,2N.
Rentarem les cel-lules amb 1ml d’aigua destil-lada esteril. Fem un vortex, i centrifuguem de
nou les mostres, s’elimina les restes d’aigua i EMS al contenidor de productes contaminats.
Rentem les cel-lules amb medi YPD 1X. Fem vortex i centrifuguem de nou. S’elimina el
sobrenedant al contenidor de productes contaminats. En aquest, moment s’han de deixar les
cél-lules en gel.

A partir d’aquest moment es pot traslladar les cél-lules a un laboratori de tipus 2, normal, i
seguir la resta de protocol. Es resuspengué les cél-lules amb 1 ml de YPD liquid i amb la pipeta i
una punta amb filtre homogeneitzem el cultiu. Finalment s’espera una densitat de 1,25-10’
cel/ml més o menys.

Es sembra 100ul del medi del cultiu liquid A i B, i es feu un banc de dilucions en que a cada
dilucié es sembra 100yl fins aconseguir tenir plaques que contenien de 10* cel, 10° cel i 10% cel.
Cada placa de petri amb YPD+Agar contenia de 4 a 5 boles de vidre esteéril de 4mm (MERCK),
gue van servir per plaquejar i distribuir uniformement el cultiu per la placa. Es deixa el cultiu a

302C de 2 a 5 dies fins que es pogueren comptar.

7.5.-Generacié d’una poblaciéo mutant d’arros
7.5.1.-Generacio de call mitjangant cultiu in vitro

Per la generacié de call a partir de llavor, s’ha de comengar esterilitzant llavors d’arros. En el
nostre cas es va utilitzar llavors de la varietat d’arros de tipus japonica. S’elimina les cobertes
exteriors de la llavor corresponents a la lema i la palea mitjangant accié mecanica. Les llavors
pelades es posen agrupades en saquets de tela porosa i es renten en alcohol 70% durant 1
minut. Durant un minut més, es submergeixen en aigua estéril per eliminar les restes
d’alcohol. Tot seguit es deixen en un vas de precipitats amb un agitador magnétic rentant-se
durant 30 minuts en una solucié de 16mg de HCIO,/L és a dir, un dilucié al 30% del llegiu
comercial (que conté uns 50mg/L HCIO, aproximadament) i una gota de tween 20 que serveix

per trencar la tensid superficial i permetre que el llegiu penetri fins a zones menys accessibles.

A partir d’aquest moment es treballa sota condicions d’esterilitat, és a dir, dins d’'una campana
de flux laminar. Després es fan 3 rentats amb aigua destil-lada cada 10 minuts. Les llavors es
sembren en una placa de OryCIM (Calli Induction Medium) complementat amb 2,4D (Medi 3.
Despres de 2 o 3 setmanes en aquest medi i en foscor ja s’ha format call embriogénic que

servira per mutagenitzar.
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7.5.2.-Mutagenesis

Per realitzar la mutagenesis es va seguir un protocol molt estricte de seguretat. Aquest
comprenia la realitzacié total de la reaccid6 de mutagénesis en un laboratori quimic
especialitzat en treballar amb substancies perilloses. L'equip personal consistia en proteccié
individual amb guants de nitrovinil units a la bata utilitzant cinta i a sobre d’aquests, guants de
latex intercanviables cada cop que s’entrava en contacte amb el producte mutagenitzant, bata,
ulleres de proteccid. Contenidors especials per eliminar els productes de rebuig propis com el
mutagen i utensilis que hagin entrat en contacte amb ell.

La mutagénesis de call, comenca utilitzant calls embriogenics de 2 a 3 setmanes utilitzant el
medi ORYZIM + 2,4-D. Es recullen els call que son més optims per mutagenitzar, és a dir, els
que son friables. Si tenim en compte que cada call regenerara una plantula i que no tots ho
acabaran fent, hem d’utilitzar un gran nombre d’aquests per tal d’assegurar-nos una bona

poblacié mutant.

Els calls es dipositaran a agitar durant 12 hores en un recipient tipus Easyflask (NUNC) de 375
ml amb un volum de 90ml de OryCIM (Medi 11) liquid (com a maxim de 110ml de medi de
cultiu per mutagenitzar), sense hormona 2,4-D i amb antioxidants

El mutagen utilitzat fou una mescla de més 2% de EMS (W/V) o 2mg en 100 ml de OryCIM i
afegir 10ml de la solucié EMS/medi a cada Easyflask. Un cop tapat el Easyflask, es cobreix amb
paper d’alumini comercial per evitar que la llum pugui afectar al compost i a continuacid, es
diposita en I'agitador dins d’'una campana d’extraccié per evitar I’'emissié de gasos. Els flascs i
el seu contingut es mantindran en suspensié durant 2 hores a 150 rpm mitjancant un agitador
horitzontal. Passades les dues hores, s’elimina el sobrenedant amb molta cura dins d’un
contenidor especial per a productes toxics. Es netegen els calls amb una solucié de 200 ml
OryCIM liquid fins 10 cops (deixant entre 2-5 minuts entre rentat). Cada rentat s’elimina el
sobrenedant al contenidor de liquids. Tot i que despres dels nombrosos rentats dins la
campana es pot assegurar que s’ha eliminat la totalitat del producte, qualsevol precaucio és
necessaria. Els calls mutagenitzats un cop estan nets de mutagen s’han de tractar amb la
mateixa cura, que si encara continguessin part del producte, ja que d’aquesta forma s’evitaran
accidents. Un cop acabada la neteja es sembren 14 calls en un medi OryCIM en foscor amb 4,5

g de Gelrite (Duchefa) i sense 2,4-D durant 15-30 dies.
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7.5.3.-Regeneracio de plantules a partir de call mutagenitzat

Passades 4 setmanes es transfereixen els calls a un medi de regeneraci6 MSM (Medi 12) en
llum que conté varies hormones com l'auxina acid Naftalenacetic i la combinacié de les
Citoquines Bezilaminopurina i Kinetina que estimularan al call a formar estructures tals com
arrels, fulles. Teoricament, en 6 dies aproximadament, dels calls surten cellules
fotosintetiques que indiquen diferenciacid, i comencen a fabricar fulles i arrels. Un cop s’estan
formant aquestes estructures, es podra passar la plantula a un medi d’arrelament RM (Medi
13) entre 2 i 5 setmanes i posteriorment quan tingui les estructures del tot formades i una
mida de 10-15 cm. es podran passar a I’hivernacle.

Un cop estan regenerades les plantes s’han de posar en una camera amb una alt contingut
d’humitat (entre el 60-70%), per tal d’aclimatar-la des del 95-100% d’humitat de I'interior dels
tubs en medis RM al 40-50% d’humitat d’un hivernacle. Aquest pas progressiu és vital per la
supervivencia de la planta i dura al voltant de 1 i 2 setmanes. En el cas de |'arros la resposta
generalment és bona, i rapidament comenca a fabricar fulles amb epidermis més dura,
preséncia de cuticula amb ceres, i una disminucidé del contingut estomatic. Un cop la planta
regenerada s’aclimata a I’hivernacle, perd les primeres fulles que s’han format dins del tub, ja
que aquestes presenten una epidermis molt fina, a causa del procés de regeneracié dins d’un
ambient amb una humitat de quasi el 90%. Pero posteriorment la plantula es desenvolupara
amb normalitat, formant llavors un cop hagi aconseguit una biomassa que ho faci possible. Les
plantules es passen dins d’uns tests d’uns 200 cm3 que tot i semblar poc volum de terra

permet el correcte desenvolupament de la planta i fins i tot la produccid de llavors.
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7.6.- Garbellat Molecular
7.6.1.-Sembra en placa de les colonies de llevat mutants

Les colonies mutagenitzades s’han sembrat en plaques de 25 ml de medi YPD solid i s’han re-
sembrat de forma ordenada sobre plaques de 100ml| de medi on es van disposar fins a 85
colonies. A partir d’aquestes plaques es van sembrar els cultius liquids amb els quals es va

treballar.

7.6.2-Extraccio de DNA de llevat mutant

Per tal d’extreure suficient quantitat de DNA es feu créixer les cel-lules en tubs de 15 ml (Tub
Greiner ) inoculant de 2 a 3 ml de medi YPD liquid (Medi 2) (sempre s’han de deixar 4/5 parts
del tub amb oxigen). Es deixa tota la nit a 302C agitant-se a 250 rpm.

El dia seglient es recolli 1 ml de cultiu i es transferi a una tira de 8 tubs d’1,1 ml. Per fer les
extraccions es treballa amb caixes de 96 mostres (12 tires de 8 tubs). Es centrifuga a 3000 rpm
(1200g) en una centrifuga de plaques (Allegra) a temperatura ambient. S’elimina el

IM

sobrenedant i es resuspengué el “pellet” amb 500 pl d’aigua destil-lada, fent un vortex. Es
centrifuga de nou a 3000 rpm (1200 g) durant 5 minuts. S’elimina el sobrenedant S’afegi a cada
tub un volum de 200ul de perles de vidre de 425-600um (SIGMA), més 200ul de tampd
d’extraccié ADN (Solucié 9) a cada tub i després s'afegi 200 pl fenol:cloroform:isoamil alcohol
(25:24:1) (SIGMA). Es va fer un vortex a la caixa durant 5 minuts.

Un cop es tritura la mostra s’afegi 200ul de TE 1X (Solucié 10), i es va fer un vortex i es disposa

en una centrifuga de plaques a 2500 rpm durant 15 minuts a temperatura ambient.

Es recupera de 300-350ul de la fase superior en una placa NUNC i es guarda a 429C.

7.6.3.-Sembra de material vegetal d’arros

En el cas del garbellat en arros, els calls mutagenitzats després d’haver regenerat, es
transplantaren en multipots (Soparco 54x31x4,6 cm) de 12x8, amb un total de 96 plantes per
safata. Durant una o dues setmanes es deixen les safates en un tunel d’aclimatacié, que
consisteix en una estructura de plastic (dins de I’hivernacle) que permet mantenir una alta
humitat. Cada safata va enumerada seguint un ordre per tal de poder identificar i localitzar
individualment a cada planta un cop es trobi un mutant. En aquest cas es van aclimatar unes

5000 plantes de cultiu in vitro, en multipots de 35cm? de terra.
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7.6.4.- Extraccio de DNA d’arros

Per tal d’extreure el material geneétic de I'arros, utilitzarem una técnica lleugerament diferent
que en llevat. La recollida de mostres a I’hivernacle es realitza en caixes de 96 pous disposades
dins d’una caixa de poliestiré expandit amb gel (per evitar que es comenci a degradar el DNA
per les DNAses). A cada tub de 8 hi posarem uns 50-100 pg de quars(Merck) i 2 boles de vidre
de 4mm (Merck).
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Figura 41: Caixes d’extraccio de 96 pous per extreure material vegetal d’arros. A la dreta hi ha
la disposicid amb les coordenades necessaries per identificar el DNA mutant i a la planta
corresponent.

El material un cop s’ha recollit es congela. En el moment que es vulgui fer I'extraccio es treu la
caixa del congelador i es diposita a la maquina Mixer Mill (Retsch), i el deixa 1 minut a 30s de
freqiéncia. Un cop triturat el material, s’"ha d’observar que estigui del tot homogeni. Utilitzant
la multicanal s’afegeix 200pl de TAMPO d’Extraccié D’ARROS (solucié 11) + SDS 20% (solucié
12) i es deixa 30 minuts a 652C. Un cop passat el temps es neteja la caixa d’aigua i s’afegeix
200ul de fenol:cloroform:isoamil alcohol. Es fa un vortex lleuger i es centrifuga el material a
3000 rpm durant 15 minuts. Es recull 220ul de DNA per evitar emportar-nos la fase intermitja
que és on hi ha restes vegetals i fenol:cloroform. Es carreguen 10ul de DNA en un gel d’agarosa

del 1%.
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7.6.5.-Generacio de Pools i precipitacio

Per tal de reduir la feina, agruparem les mostres en grups de 4 i les diluirem de 20 a 40 cops.
D’aquesta forma, generarem 3 plaques NUNC de 80 pools que contindran aproximadament el
DNA de 1000 mostres de llevat. A cada pou de la placa NUNC afegirem uns 50ng de DNA de
cada planta i ho portarem fins a 180ul de volum final. Un cop tenim la placa NUNC amb els
pools fets, utilitzem 100ul de DNA i els afegim a una altra caixa de tires de 8 tubs, a més de
200ul d’isopropanol (CARLO ERBA). Barregem suaument les mostres i les deixem en repos
durant tota la nit. Centrifuguem durant 30 minuts a 3000 rpm a temperatura ambient
(Beckman Coulter Allegra). Traiem els taps de les tires de 8 i s’elimina el sobrenedant. Despreés
girem els tubs cap per avall a tocar amb paper absorbent i els deixem sota la campana
d’extraccié esperant que s’assequin del tot. Podem esperar entre 1 i 2 hores. Passat el temps
resuspendrem en 100ul d’aigua esteril, tapem els tubs amb les tires de taps i deixem en repos

entre 1i2 hores i ja podem passar les mostres en una caixa NUNC.

7.6.6.- Reaccié d’amplificacié de fragment per PCR i heteroduplex

Per amplificar els fragments s’emprara una reaccid de PCR (Polimerase Chain Reaction)
utilitzant un volum de 0.32 ul de dNTP’s (12,5uM) i una concentracié de primers de 10uM.
Depenent del fragment a amplificar utilitzem una polimerasa 0.2 pl deTaq o bé una 0.1 pl Pfu

polimerasa (que és més acurada a I'amplificar perd més lenta) en un volum final de 10 pl.

Metl0 B
Nom de la seqiiéncia Seqiiéncia
Met10B F CCACTAGCCCAAACATCTGAAG
Met10B R ATCTAAAGATGCTAAAGAAAGGGGT

94 45 sec

65 1 min 5 cicles
72 2:30
94 45 sec

60 ‘ 1 min 35 cicles

72 2:30
72 10 min
4°C 5 min
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Met10C
| uns primers per la versié Saccharomyces cerevisiae pel mateix gen. Ambdds excloents

en l'altra espécie, per tal d’evitar amplificacié creuada.

Nom de la seqiiéncia Seqiiéncia

Metl10C F ATACCATTACCTGAGACCTCTGAGA
Metl0CR GGCTAAAGACGCCGAGGA

- 94 45 sec

- 65 1 min 5 cicles
. 72 2:30

. 72 10 min

e 5 min

ACS Ex6 123
Pel garbellat del gen ACS, es va dividir el gen en dos fragments. El primer fragment
anomenat ACS123, englobava els 3 primers exons, amplificat per la parella de

cebadors seglients:

Nom de la seqiiéncia Seqiiéncia

NomsACC123F AAGGTTGGACGAGCTGCTTA
ACC123R CAGTGCACGGGTACGATCT

1 min 5 cicles
2:30

10 min
5 min

ACSEx6 4

El 4 exd era amplificat per la parella de cebadors :

Nom de la seqiiéncia Seqiiéncia

ACC4.2F CTCATCCCCACCCCATACTA
ACC4.2R CCCAAATGTGGGAGTGGTAG
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SGR9 i2 ATG

1 min
1 min 35 cicles
1:10

10 min

5 min

Pel garbellat molecular del gen SGR (stay Green), es va amplificar utilitzant dos tipus de

cebadors

Nom de la seqiiéncia Seqiiéncia

SGR9 i2 ATG F1

TAAGAGATCCGAGGGAGCAG

SGR9 i2 ATG R2

ACAGATGGATGGATGCCAAT

962C

5 minuts

96
60
72
72

B

7.6.7.- Reaccio d’heteroduplex

1 min
1 min
3:00
10 min
5 min

35 cicles

Totes les PCR, amplifiquen el fragment per al qual han estat dissenyats els primers. Dins de tot

el conjunt de fragments que s’amplifiquen, n’hi ha una part que provenen de la seqiiencia

mutant i d’altres que no. Per tal de poder detectar la mutacié s’ha de barrejar el DNA

amplificat que contingui la mutaci6 amb el que no la conté, per tal de formar un

desaparellament que I'enzim detectara i tallara. A cada PCR s’afegeix al final, una série de

cicles per generar aquests desaparellament. L'anomenem reaccié de generacié d’Heteroduplex

Consisteix en una reaccié que comenga a 952C i a cada cicle que passa es baixa un grau la

temperatura. Cada cicle té un temps determinat i una temperatura un grau menor que

I’anterior.
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7.6.8.-Digestio de I’heteroduplex per FCE

La pedra angular del garbellat molecular, és la deteccié del desaparellament entre la seqliéncia
mutant i la seqlencia salvatge (silvestre). El desaparellament es forma en la reaccié
d’heteroduplex durant la reaccié de PCR (explicat en el darrer apartat), perdo es detecta
mitjancant I’Us de I’enzim FCE (Fennel Crude Extract), una mononucleasa extreta del fonoll.
Utilitzem al voltant de 80ng de DNA amplificat per a cada reaccié de digestio. El volum
dependra de la quantitat de DNA, per tant el volum d’aigua a afegir a la reacciéd també
dependra (volum final aigua= 8ul — volum DNA). Afegirem 1ul Tampé de Reaccié de FCE
(Solucié 13) i 1ul de FCE i la digestié es fara a 452C durant 30 minuts. Per parar la reaccié
s’afegeix 2ul de solucio STOP (Solucié 14)

Durant el garbellat treballem amb plaques de 96 pous per optimitzar el temps. Per altra banda

treballem amb pipetes multicanal de 12, per tal de facilitar la feina.

7.6.9.-Deteccio de la mutacio mitjangant gel de poliacrilamida

El tall que provocara I'enzim FCE, generara varis tipus de fragments de diferents mides.
Depenent de la mida, només podrem observar-lo en un gel que tingui una resolucié superior.
Es a dir, que es pugui detectar fragments de fins a 200-300 pb amb una resolucié 6ptima. Per
aquest motiu utilitzem els gels d’acrilamida, ja que ens permeten veure fragments de fins a 15-
200 pb. S’ha de tenir en compte que I'enzim no talla completament tot el DNA, per tant al gel
observarem la banda completa, i la banda tallada i depén de si hi ha un o dos mutacions, les
combinacions entre bandes tallades i no tallades son varies.

Cada gel de poliacrilamida esta elaborat a partir de la polimeritzacié entre dos vidres d’una
solucié de 20ml de acrilamida: Bis Acrilamida (19:1) al 4% (Solucioé 15) , 40ul de TEMED (Fluka) i
100pl Persulfat d’Amoni 10% (SIGMA). Deixar polimeritzar el gel uns 25 minuts. Subjectar els
espaiadors i la pinta on aniran les mostres amb unes pinces. Un cop el gel ha polimeritzat,
netejarem d’acrilamida I'espai delimitat per carregar les mostres, amb tampé TBE 1X (Solucié
16). Subjectarem els dos vidres amb I'acrilamida al suport de plastic mitjancant dues pinces i
omplir les dues cubetes amb TBE 1X. Un cop la zona on carregarem les mostres estigui coberta
de TBE 1X, posarem la pinta (de 54 pous aproximadament) amb cura enfonsant-la suaument a
I'acrilamida evitant formar deformacions a la superficie. Un cop esta preparat el gel, es
carregaran les mostres per ordre, i sempre precedides per dos mostres de marcadors
moleculars de DNA amb bandes de mida conegudes. L’electroforesis s’efectuara a 300V durant

1,5hores i amb un amperatge de 15-20 mA. Passat aquest temps es netejara els vidres de
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possibles restes de TBE i s’analitzaran els resultats en un scanner tipus Typhoon (GE

Healthcare) a 526nm (Filtre fluoresceina) per tal de detectar la senyal del Sybr-Gold.

DETECCIO ENZIMATICA de MUTACIONS

TAGC CCAGAACTTAGC [RENEIEE

ATCGGTCTTGAATCG

TAG CCAGAAT TTAGC
ATE G GTETT GAATCG

Figura 42: Esquema basic de la técnica de detecci6 de desaparellaments per heteroduplex per
endonucleasa. 1: Generacié d’una poblacié Mutant 2: Extraccié de DNA 3: Amplificacio del gen d’interes
mitjancant PCR i reaccié d’Heteroduplex 4: Tall del desaparellament mitjangant I'extracte vegetal que
conté I'endonucleasa. 5: Electroforesis en gel d’acrilamida i lectura dels resultats en un escaner de laser.
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7.6.10.-Verificacio de candidat mitjangant seqiienciacio

Qualsevol candidat detectat per electroforesi en el gel d’acrilamida s’ha de verificar per
seqlienciacio.

Per a cada reaccié de seqlienciacio s’utilitzara una quantitat determinada de DNA en funcid de
la mida de la seqliéncia (de 5-40 ng). El DNA per la reaccié de seqiienciacio ha d’estar lliure de
nucleodtids i primers, per tant purificarem les mostres utilitzant un filtre tipus Microcon. La
reaccié de seqlienciacié s’utilitzara 4,2ul de Terminator polimerase (Applied Biosystems), 0,8
pl de primer i el volum d’aigua sera de 15ul menys el volum de DNA necessari per utilitzar de 5
a 40ng.

En la reaccié de seqiienciacié s’utilitzaran les seglients condicions:

942C 3 min
B % 0:10 min
56 0:15 min 24 cicles
60 4:00 min
4 5:00 min

Les mostres s’ha analitzat amb un seqlienciador de DNA per electroforesi capil-lar ABI Prism

3700 Applied Biosystems (96 capil-lars).

7.6.11.- Analisis de la descendéncia

Per tal de determinar I’heréncia del caracter, es pot fer un seguiment de les plantes filials a
través de dos analisis moleculars simultanis. La primera digestié es realitza sobre de material
amplificat amb PCR del fragment a analitzar. D’aquesta forma trobarem el heterozigots, ja que
durant la reaccié d’heteroduplex, formen un desaparellament les copies dels dos al-lels per la
mutacid. La segona digestio es realitza per tal de detectar els homozigots mutants, pero el
material amplificat té la diferencia que la reaccié d’heteroduplex, es realitza despres de la PCR
barrejant el DNA dels candidats a analitzar més la mateixa quantitat de fragment d’un control
sense mutagenitzar (proporcié 1:1). D’aquesta forma, els dos al-lels mutants es barregen amb
el fragment control i generen un desaparellament que es fa amb digestié enzimatica (apartat
7.6.8) i es detecta per acrilamida (apartat 7.6.9). Comparant els talls que apareixen en la 12
digestio (heterozigots) amb els de la 22 digestid (Heterozigots i homozigots) i les mostres que

no presenten talls, es pot fer el seguiment de la descendeéncia.
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7.6.12.-Generacio d’una soca deficient pel gen Met10

Amplificant un fragment del plasmid pFA6a que corresponia al gen de resisténcia a la
geneticina. Mitjancant uns cebadors compostos per una part que servien per amplificar el gen
de resistencia a la geneticina (G418) i I’altra part que corresponia a la regio del gen Met10, que
utilitzant la técnica de la recombinacid homodloga es substituiria el gen Metl0. La soca

utilitzada per substituir el gen fou la W303, que només conté una copia del gen.

Nom de la seqiiéncia Seqiiéncia
Met10C FAKO F aggtcacccaaatatacaacgagatgccagttgagtttgctaccaatecttttggegagggtgacggtgcetggttta
Met10C FAKO R agcagcgcecgatgtgtgtgataatacctgeatctttgtaagectcctcgatgaattcgageteg

%6 1 min
- 50 30 sec 10 cicles
. 72 3:00
. 72 10 min
- 4°C 5 min

Seguint el protocol de transformacié de lI'apartat 7.3.6 es va substituir el gen Metl0. Les
colonies positives es van seleccionar fent créixer les colonies transformades amb geneticina al
medi YPD (Medi 1)+ G418 (100mg/L)

Per tal de comprovar la insercioé del fragment i comprovar I'eliminacié del gen met10, es va

amplificar la soca W303 KO amb els primers

Nom de la seqiiéncia Seqiiéncia
MET10CKOCHK_F: agcacgtgaccacaattcac
MET10CKOCHK_R ccaagtagggccacacaagt

%6 1 min
65 1 min 5 cicles
72 3:40

. 72 10 min

- 4°C 5 min
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Aquesta soca, juntament amb la soca mutant 616, la soca de Saccharomyces carlbergensis i la
soca haploide de Saccharomyces cerevisiae, es van fer créixer en dues plaques de medi minim
YNB complementat amb i sense metionina. A partir de 21ml d’aigua MiliQ més 0,5g d’agarosa,
s’autoclava i quan la temperatura és aproximadament menor de 602C s’afegeix 2,5 ml del medi
minim YNB- 10x (Medi 4) i complementat amb 0,25 ml de Histidina (Medi 6), Leucina, (Medi
7), Uracil (Medi 8), Triptofan (Medi 9), Adenina (Medi 10) i metionina (Medi 5), pel medi YNB-
Met+ en un volum final de 25 ml

Per altra banda es repeteix el mateix medi, pero sense afegir metionina pel medi YNB-Met- i
s’obté un volum final de 25 ml.

Cada placa es va dividir en 4 seccions sembrant a partir d’'una sola colonia i es va deixar la

placa a temperatura ambient durant 3-4 dies fins a veure’s les primeres colonies.

7.6.13.-Analisis de creixement en llevat en medi auxotrofic amb i sense metionina

Durant la comprovacié de I'eficiéncia de la mutagénesis en llevat, es van obtenir mutants per
la soca cervesera industrial. Concretament es van obtenir mutants pel gen Metl0, en el
genoma de Saccharomyces cerevisiae. Per tal de saber si s’havia desactivat totalment el gen, i
partint de la informacid previa, que aquest gen tenia una copia desactivada, es va voler testar
I’eficiéncia en el creixement en un medi minim auxotrofic per la metionina, ja que sabem que
la soca amb el gen Met10 desactivat és incapac de sintetitzar metionina. A partir de 25 ml del
medi minim YNB- 10x (Medi 4) i complementat amb 2,5 ml de Histidina (Medi 6),
Leucina,(Medi 7), Uracil (Medi 8), Triptofan (Medi 9), Adenina (Medi 10) i metionina (Medi 5),
pel medi YNB-Met+ en un volum final de 250 ml i 25ml de YNB- 10x (Medi 4) sense metionina
amb un volum final de 250ml de YNB

Per fer I'experiment es va partir d’'un pre-cultiu en medi YPD (Medi 2) que va créixer durant
tota una nit (unes 14 hores). Es concentra un nombre de cél-lules de 10’ unitats a partir del
pre-cultiu sense saturar i per calcular-ho es va sonicar 8 segons al 28% , primer i després es va
llegir la densitat optica amb un espectrofotometre (UV mini-1240 CE Shimadzu Corporation) a
600nm. Cada cultiu de cada soca es va rentar amb 500 pl de medi YNB sense Metionina dos

cops, centrifugant 2 minuts 1000 rpm.
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L’assaig amb Medi minim YNB, va partir de 9,75 ml de medi YNB amb Metionina i sense, més
0.25ml YNB amb 10’ unitats de llevat de cada soca. En cada un d’aquests medis es van fer
créixer les soques mutants 160, 616, 680, 751, 771, 813, 815 i la soca cervesera com a control
negatiu (sense mutagenitzar).

Es va fer un total de 4 lectures cada dues hores en un espectrofotometre utilitzant 1ml i
sonicant 8 segons al 28% cada cop abans de llegir la densitat optica a 600 nm en un

espectrofotometre.
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