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RESUMEN

Existen dos tipos de elementos méviles los transposones (tipo 1) y retrotransposones (tipo
I) que difieren en su mecanismo de transposicion, Los primeros cambian de un lugar a
otro a través de un mecanismo de corta y pega, mientras que los retrotransposones lo
hacen a través de un intermediario de ARN. Se ha demostrado que los retrotransposones
estan ampliamente distribuidos en el genoma de las plantas y en diversas especies
representan una porcion considerable de su genoma ademas de participar en diversos

mecanismos relacionados con evolucion.

Por otro lado, el género Agave ha acompafiado al hombre americano por varios siglos, y
sus especies son utilizadas como plantas ornamentales y para la produccién de fibra,
esteroides, pulque, tequila, por mencionar algunos usos. De acuerdo a las caracteristicas
florales, las especies de Agave se clasifican en dos subgéneros: Littae y Agave.
Mencionado lo anterior como marco conceptual, el objetivo de este trabajo fue identificar y
caracterizar diferentes familias de retrotransposones Ty1-copia y Gypsy en tres especies
de Agave (A. tequilana, A. fourcroydes y A. angustifolia).

Para identificar las diferentes familias, se aislaron fragmentos de retrotransposones, por
PCR con cebadores degenerados gue reconocen un domino de la region transcriptasa
reversa de los retrotransposones Ty1-copia y Gypsy presente en éstos.

Se realizaron alineamientos multiples y se encontré que los retrotranposones Gypsy son
mas heterogéneos que los Ty1-copia con un 11% y 22 % de identidad respectivamente.
Con base en el agrupamiento de las secuencias, en este trabajo, se logro identificar 6
familias de retrotransposones Ty1-copia y 2 de Gypsy. Su posible implicaciéon en

evolucién de poliploides de Agave es discutida.



ABSTRACT

There are two types of mobile elements that differ in their mechanism of transposition; the
transposons (type Il) and the retrotransposons (type |). Transposons change from one site
to another through a cut and paste mechanism, whereas retrotransposons insert a new
copy through an intermediary RNA codified by Reverse transcriptase (TR). It has been
showed that retrotransposons are widely distributed in all analyzed plant genomes, being a
significant portion of the whole genome for several species and could be participating in

several mechanisms related with evolution.

Agave genus has accompanied the American’s man for many centuries, and its species
are used as omamentals and fiber production, steroids, and alcoholic beverages such as
pulque, bacanora or tequila, to name a few. According to the floral characteristics the

species Agave are classified into two subgenus: Littae and Agave.

Taking in account the above mentioned as a framework, the goal of this study was to
identify and characterize different families of retroelements Ty1-copia and Gypsy in three

Agave species (A. tequilana, A. fourcroydes and A. angustifolia).

To identify the different families of retrotransposons, a group of fragments were isolated by
using PCR and degenerated primers that recognize a region of the conserved domain
from reverse transcriptase present in both types of retroelementos, Ty1-copya and Gypsy.
Based on the isolated sequences a multiple alignments were performed showing that
Gypsy retrotranposons are more heterogeneous than Ty1-copia with 11% and 22% of
identity respectively. Based on the grouping of the sequences, in this work we identify six
families of retrotransposons Ty1-copia and two of Gypsy. Its possible involvement in
Agave polyploid evolution is discussed.




Capitulo | Antecedentes

1.1 INTRODUCCION

Con base en las caracteristicas florales, Gentry (1982)' agrupé a las especies del género
Agave en dos subgéneros: Littae y Agave. Muchas especies de este género son utilizadas
como plantas de ornato, en la produccién de bebidas alcohdlicas (tequila, bacanora,
pulgue) o la extraccién de diferentes compuestos como los esteroides y saponinas'. Es un
género relativamente reciente con una edad evolutiva entre 7 y 11 millones de afios?, en
comparacién con las Angiospermas que tienen una edad evolutiva alrededor de 130
millones de afos®. Las especie del genero Agave presentan diferentes niveles de ploidia
(desde diploides hasta octoploides) con un cariotipo bimodal de 5 cromosomas grandes y
25 pequefios®®, y su contenido de ADN por genoma haploide (1C) se mantiene
constante®. Sin embargo, se sabe poco a cerca del origen de la ploidia y divergencia de la

gran diversidad de especie del género.

En diversas especies vegetales, se han reportado dos tipos de elementos moviles: los
transposones (tipo 1) y retrotransposones (tipo 1) que se diferencian por su secuencia y
por el mecanismo de transposicion; los transposones cambian de un lugar a otro del
genoma a través de un mecanismo de corta y pega, mientras que los retrotransposones lo
hacen a través de un intermediario de ARN.*"" Los retrotransposones se dividen en dos
grupos: los retrotransposones que contienen regiones terminales largas, por sus siglas en
ingles (LTR) y aquellos que no presentan este tipo de repeticiones (non LTR) '*"'. EI
mecanismo de transposicién de los retrotransposones incrementa el numero de copias y
el tamafio del genoma huésped'?. Se ha reportado que son componentes ancestrales y

1314 asi mismo son

que estan ampliamente distribuidos en el genoma de las plantas
fuente de variacion genética y en algunas especies son parte fundamental en la
organizacion de los cromosomas, pudiendo participar en el mecanismo de evoluciéon de

los genomas de las plantas'*™"’.

Dicho lo anterior, el objetivo de este trabajo fue identificar diferentes familias de
retrotransposones presentes en el genoma de tres especies de la seccion Rigidae, como
parte de un estudio integral encaminado a determinar el tipo y origen de los poliploides en

Agave.



1.2 CLASIFICACION TAXONOMICA Y DESCRIPCION DEL GENERO AGAVE.

Reino: Plantae.
Division: Magnoliophyta.
Clase: Liliopsida.
Orden: Asparagales.
Familia. Agavaceae
Género: Agave.
Seccién: Rigidae.

El género Agave se ubica dentro de la familia Agavaceae. De acuerdo a su descripcién
taxonémica, basada en la biologia floral y el tamano y forma de las hojas, se clasifica en
dos subgéneros Littaeca y Agave'. Segin Gentry (1982) el subgénero Littaeae incluye 54
especies, 4 subespecies, 6 variedades y 7 formas, distribuidas en 8 secciones, mientras
que el subgenero Agave esta integrado por 82 especies, 21 subespecies y 23 variedades

distribuidas en 12 secciones.

Las especies del género son monocarpicas es decir, mueren después de la floracion, por
lo que su reproduccion es predominantemente asexual. La reproducciéon sexual se lleva a
cabo cuando alcanzan la edad adulta (entre 8 y 10 aftos en la mayoria de los agaves),
emergiendo del centro de la roseta un tallo largo que puede alcanzar hasta los 10 m de
altura, a la mitad de este crecen ramificaciones con numerosos grupos de flores
tubulares™ (Figura 1.1). La reproduccion asexual se da a través de bulbillos y rizomas
siendo éstos Ultimos extensiones de la raiz que posteriormente de re-diferencian y se

especializan.




Figura 1.1 Plantas de A. americana en estado de reproduccién.

Muestra el tallo largo que sale de entre Ja roseta y las flores en la parte final de este.

1.3 IMPORTANCIA

El cultivo de las especies del género Agave, durante siglos ha acompafnado al ser humano
proporcionando una gran variedad de productos como bebidas (pulgue, mezcal y tequila),
alimento y fibras naturales, entre otros’. Una muestra de lo anterior se observa en Agave
fourcroydes que en el siglo XIX se convirtié en la principal fuente de ingresos para el
Estado de Yucatan, y ahora Agave tequilana, que por denominacién de origen, es la Unica

especie utilizada para la produccién de Tequila.

Los agaves son plantas suculentas que resisten prolongados periodos de sequia, o que
les da una ventaja adaptativa sobre otras especies bajo estas condiciones. Se ha
sugerido que la edad del género Agave se ubica entre los 7 y 11 millones de afios?, si se
compara con el origen de las angiospermas hace aproximadamente 132 millones de

afos®, se puede decir que el género Agave tiene un origen reciente.

Un género de origen reciente y con una gran diversidad de especies debe poseer una
elevada tasa de especiacion. Se ha reportado que la tasa de diversificacion de las
especies del género es de 0.32 especies por millén de afio® y son las mas altas




reportadas para angiospermas cuyo valor varia entre (0.077 y 089)° especies por millén
de anos. Sin embargo; hasta el momento no se conocen con exactitud los eventos que
ocasionan esta diversificacion, pero se sugiere que el gran numero de especies presentes
en el género es debido a una radiacién adaptativa'®, iniciada con el proceso de
aridificacion en Norteamérica que coincide con la fecha de origen del género.
Teoricamente, el proceso de aridificacién incrementé la temperatura de esta regiéon y
disminuyo la disponibilidad de agua, por lo que se puede inferir que el primer motor de la
radiacion adaptativa fue la adaptacion a los nuevos habitats aridos.

Por otro lado, la gran diversidad topogeografica y climatica de México, genera una gran
variedad de ambientes ecologicos (microambientes) propicios para acelerar los procesos
de diferenciacién genética y de aislamiento poblacional (adaptativos y por deriva génica),
dirigiendo asi la especiacién, asi mismo la influencia del hombre también ha contribuido
con dicha especiacion por medio de la seleccién y traslado de algunas especies donde

antes no existian'.

Se ha planteado gque el proceso de especiacion en los Agaves es debido, entre otros, a
los rearreglos cromosémicos producidos por mutaciones heterocigéticas espontaneas
como: perdida, translocaciones y fusiones en los cromosomas y a mutaciones puntuales,

que han sido observados como variaciones de citotipos numéricos y estructurales®.

La alta tasa de diversificacion, el origen reciente, el tipo de reproduccion y el nivel de
ploidia de Agave, hacen a este género un modelo de estudio interesante en evolucion de

poliploides.

1.4 NIVEL DE PLOIDIA Y TAMANO DEL GENOMA

Las especies del género Agave presentan niveles de ploidia que van desde diploides (A.
tequilana var. Azul) hasta octoploides (A. decipiens) y se ha sugerido que esto pudo
haberse originado tanto por alopoliploidia como autopoliploidia®”. Por otro lado, su
genoma haploide es casi 7 veces mas grande que el de Arabidopsis y se ha reportado
gue aumenta proporcionalmente con el nivel de ploidia, sin embargo su valor 1C
permanece constante®. Es importante destacar que independientemente del nivel de
ploidia, las especies del género Agave presentan un cariotipo bimodal con 5 cromosomas

grandes y 25 de cromosomas chicos® " 2",




1.5 ELEMENTO MOVILES

Los elementos genéticos moéviles son secuencias de ADN que se mueven dentro del
genoma. De acuerdo a la forma en que se mueven, se conocen dos tipos: tipo |
(Retrotransposones) y Il (transposones). Los elementos del tipo Il cambian de un lugar a
otro por un mecanismo de corte y pega, mientras que los del tipo | se mueven a través de
un intermediario de ARN (copia-pega)®.

1.5.1 ELEMENTOS GENETICOS TIPO | (RETROTRANSPOSONES)

Los elementos moviles del tipo |, a diferencia del tipo Il se transponen a partir de un
intermediario de ARN vy estdn clasificados en dos grandes grupos los LTR
retrotransposones y los Non-LTR retrotransposones''. Estan ampliamente distribuidos en
el genoma de las plantas'*'. Los retrotransposones tienen caracteristicas muy parecidas
a los retrovirus, lo gue hace suponer que pudieron haber evolucionado a partir de éstos,
integrandose como parte constituyente de! genoma del hospedero, sin causar dafios

letales y desde entonces han estado presentes en el genoma de las plantas'® %,

1.5.2 ESTRUCTRA DE LOS RETROTRANSPOSONES

Los retrotransposones con la region LTR son elementos moviles entre 2-15 Kb de
tamano, se mueven a través de un intermediario de RNA que contiene los componentes
necesarios que le permiten copiarse e insertarse en otro sitio del genoma pero

1
|1

manteniendo la copia parental’’. La estructura general de los retrotransposones se

muestra en la (Figura 1.2) y a continuacién se describen cada una de las regiones.

5) 3)
LTR Gag _ LTR

Figura 1.2 Estructura general de los retrotransposones LTR.

Los retrotransposones estan flanqueados por una region LTR en sus extremos que
contiene secuencias reguladoras que le permiten transcribirse, copiarse a ADN e
insertarse en otro sitio del genoma. La regién Gag codifica para una protefna que
funciona como la capside de los virus. La regién Pol codifica para una proteasa,
transcripatasa reversa, integrasa y ribonucleasa (RNasa H).




Region terminal larga repetida (por sus siglas en ingles LTR).

La secuencia LTR es una secuencia entre 100 pb y 5 kb situadas en ambos extremos del
retrotransposon y hasta el momento se sabe que no codifica para algun gen conocido, sin
embargo, contiene las secuencias promotoras y terminadoras asociadas con la
transcripcién del retrotransposon LTR'. La transcripcion inicia en 5'LTR y termina en la
regién 3'LTR.

Como se muestra en la (Figura 1.3) la regién LTR contiene:

Ty1-copia

S o mus NEEST cr  IRS N N N R—eeE < us B

Ty3-gypsy

U5 s B - Y TN I W R > s
B

Figura 1.3 Estructura de los retrotransposones tipo LTR.

Los retrotransposones contienen en sus extremos una regién LTR (rojo), una regién
Gag (Azul marino) y una regién pol (Amariflo).

Region LTR

° Una regién U3 que esta situada desde el lugar de inicio de la regiéon LTR hasta el
inicio de la transcripcién y contiene una secuencia promotora (caja TATA) para la ARN pol
”11.23.

) Una regién R que es fa zona comprendida entre el inicio y el final de la
transcripcion, se encuentra en ambos extremos del transcrito y por ser repeticiones
invertidas permiten a la cadena corta 3-—--5 de cADN circularizarse por
complementariedad de la 5’-LTR a la 3'-LTR durante la transcripcion inversa.

) Una regién U5 que se encuentra desde el sitio de polia-adenilacion (final de la
transcripcién) y el final del LTR.

. PBS (Primer Binding Site) es una secuencia complementaria a una parte del
YetRNA. El Y4RNA funciona como un cebador que reconoce la transcriptasa reversa (TR)
para el inicio de la sintesis de la cadena de cADN.



. PPT (Poly Purine Track) actua como lugar de inicio de la sintesis de la segunda
cadena de cADN durante la retrotranscripcién. Esta region no es detectada por la RNasa
H y por lo tanto no es degradada, esta regioén es reconocida por la TR para la sintesis de

la segunda cadena.

La region Gag
La regién Gag codifica un tipo de proteina que sirve para formar una estructura similar a
la capsida viral. Esta regién a nivel de secuencia es poco conservada'.

Region Pol

La region pol esta situada siempre a continuacion de la region gag, se traduce por uno o
diferentes marcos de lectura como un solo polipéptido, que posteriormente se fragmentan
en diferentes proteinas con diferentes actividades cataliticas''?. Los constituyentes de la

region Pol se muestran a continuacién.

o La proteasa (PT) fragmenta al polipéptido dando lugar a las diferentes proteinas
funcionales®.

o La transcriptasa reversa (TR) tiene actividad ADN polimerasa y puede copiar el
ARN genémico a cADN, la TR es la regién mas conservada a nivel aminoacidos entre los
LTR vy retrovirus®. En la secuencia de la regién que codifica para la TR existen una serie
de secuencias altamente conservadas (dominio) tales como YVDDLL y TAFLHG", para el
cual se han disefiado cebadores degenerados para amplificar por PCR la region
comprendida entre este dominio de los LTR-retrotransposon tipo Ty 1-copia.

o Una ribonucleasa (RNasa H) con actividad 3' y 5 exonucleasa que degrada el
ARN del hibrido ARN-ADN en |a retrotranscripcion, este dominio también es conservado
dentro de los retrotransposones para los cuales se han definido dos motivos altamente
conservados, en los distintos retrotransposones: el motivol RTKHI(D/E) y el motivo2
AD(I/MIF/LLTK?,

o Una region int que codifica para una integrasa o endonucleasa (IN) que es
necesaria para la insercion del cADN del retrotransposon en el genoma.

o Una EN que codifica para glicoproteinas de la cubierta que reconocen proteinas

receptoras de la superficie de la célula huésped permitiendo su fusion con la membrana



plasmatica y posteriormente la entrada a la célula facilitando la movilidad celular y su

transposicion en otras células.

1.5.3 RETROTRANSPOSONES DEL TIPO LTR.

De acuerdo a la similitud de sus secuencias y al orden en que se codifican los
polipéptidos de la regién pof los retrotransposones LTR se dividen en dos grupos los Ty1-
copia 'y Ty3 gypsy. Los Ty1-copia transcriben la region pol en el siguiente orden INT-TR-
RNasa H, mientras que, los Ty3 gysy primero transcriben la TR luego la RNasa H y por
ultimo la INT"* (Figura 1.3).

1.5.4 RETROTRANSPOSONES SIN LTR.

Los retrotransposon sin LTR (Non-LTR) no estan flanqueados por la regiéon LTR, sin
embargo sus extremos presentan una secuencia repetida simple (UTR) que va seguida,
generalmente, de una cola de poli(A). La ARN polimerasa |l reconoce un promotor interno
dentro del retrotransposon sin LTR para iniciar la transcripcién.

Dependiendo del tamano y la capacidad con que se transponen estos elementos pueden
dividirse en elementos LINE (long interspersed repetitive elements) y SINE (short

interspersed repetitive elements)"’.
LINE
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Figura 1.4 Estructura de los retrotransposones sin LTR.

Elementos LINE (Elementos Nucleares Intercalados Largos).

Los elementos LINE (Long Interpersed Nuclear Element) son de un tamaro entre 1- 8 kb
conteniendo uno o dos marcos de lectura y su extremo 3' presenta una cola de poli(A) o
una secuencia repetida. El primer marco de lectura parece ser equivalente a la secuencia
gag y el segundo a la regiéon pol, sin embargo no contiene las secuencias que codifican

para la actividad proteasa e integrasa. La expresion involucra la presencia de promotores
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para ARN pol Il y Ill, su transcripcién reversa ocurre durante la integracién de este

directamente en el lugar de insercion'" 2.

Elementos SINEs (Elementos Nucieares Intercalados Cortos).

Los pequefios retrotransposones (100 a 300 pb) son diferentes de las otras clases de
retrotransposones, no codifican para ninguna proteina funcional de la transposicion, sin
embargo tienen las regiones promotoras para la Pol Il y las secuencias caracteristica
involucradas en integracion por proteinas codificadas por los elementos LINE 6 LTR-

retrotransposones actuando como elementos’" %,

1.5.5 MODO DE TRANSPOSICION.

La transposicién inicia con la transcripcion del mARN sintetizado por la Pol Il celular en el
extremo 5-LTR y termina en el extremo 3'-LTR formandose una molécula de mARN.
Posteriormente el mMARN es traducido en un complejo proteico (Figura 1.5) y la actividad
de la proteasa de la region Pol fragmenta y libera las diferentes proteinas funcionales
descritas en la seccion 1.5.2. Posteriormente, |a proteina codificada por la regién Gag se

une al ARN encerrandolo en particulas parecidas a los virus?.

El mecanismo de transcripcién inversa inicia con la unién del “*tARN celular a la regién
PBS en el extremo 5'LTR, esta regién sirve como templado para que la TR inicie la
sintesis de una regién corta del extremo LTR en direccion 5 —3', esta deja de copiar
cuando encuentra una secuencia de terminacion en ta region R de la cadena, la RNasa H
degrada laregion R y U5 def ARN y a continuacién la cadena corta de ADN sintetizada se
une por complementariedad al extremo 3'LTR en las regiones R de ambos extremos. Esta
regién sirve como templado para continuar la sintesis de la cadena hasta llegar a la sefal
de parada de la region R del extremo 3, conforme se avanza en [a sintesis del ADN, la
RNasa H va degradando el ARN del hibrido ARN-ADN. La sintesis de |a segunda cadena
de ADN se inicia cuando la TR se une a ia regién PPT utilizadndolo como iniciador para

iniciar la sintesis de las regiones U3-R-U5-PBS.
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Figura 1.5 Transposicion de elementos LTR

Esquema general de la transposicién de los elementos LTR?. Este tipo de
elementos se transponen a partir de un intermediario de mARN, que codifica
para las proteinas involucradas en la transposicién. Las proleinas se
ensamblan en una estructura parecida a la viral donde se lleva a cabo la
retrotranscripcién por la accion de la TR y RNasa H y posteriormente la
integrasa (IN) es la encargada de abrir las cadenas del ADN blanco y por

ultimo la nueva copia del retrotransposon es integrada al ADN.

La nueva cadena se circulariza por complementariedad al extremos 5', ahora al PBS, se
contintia con la sintesis de la segunda cadena de ADN® (Figura 1.6). Cuando el nuevo
retroelemento esta listo, [a INT unida al LTR realiza un corte en el ADN blanco en donde
el nuevo LTR es insertado. Los extremos del ADN que fueron cortados son nuevamente

reparados y ahora hay una nueva copia del retrotransposon en el ADN?%
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Figura 1.6 Retrotranscripcion de los elementos LTR™.

En la etapa inicial de la retrotranscripcion una regién del tARN que es
complementaria al PBS funciona como cebador para iniciar la
retrotranscripcion, y sintetizar la region U5 y R del extremo 3. Posteriormente
la cadena forma un bucle debido a que los extremos se unen por
complementaniedad en la regién R posteriormente se sintetiza la cadena
complementaria al ARN y la cadena del mARN es degradado por la RNasa H.
Por ditimo ocurre ofro cambio de lugar de la cadena complementaria en la
regién U3-R-U5-PBS y por dltimo se termina de sintetizar la segunda cadena.

1.6 DISTRIBUCION Y CONTRIBUCION AL TAMANO DEL GENOMA.

Los retrotransposones estan ampliamente distribuidos en los organismos eucariotas,
desde organismos unicelulares hasta organismos superiores'® ?’. La distribucion de los
retrotransposones entre las plantas, puede explicarse, asumiendo que ya estaban
presentes desde las algas verdes®®. Estas regiones han divergido en grupos
heterogéneos en las plantas actuales y pueden haber sido transmitidos de manera vertical
u horizontal a las especies descendientes, como lo han hecho otros componentes del

genoma'™ 2"
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Kumekawa y colaboradores (1999)"" aislaron y secuenciaron una regién parcial de TR en
especies de angiospermas (monocotiledéneas y dicotiledoneas), coniferofitos, ginkgofias,
pteridofitas, briofitas y algas, y se observé que estas secuencias quedaron agrupadas en
dos clados principales y dentro de cada clado se agrupan en diferentes subfamilias de
retrotransposones, que interesantemente, las secuencias de mono y dicotiledéneas
siempre quedan agrupadas. Lo anterior sugiere que los retrotransposones Ty1 Copia
divergieron después del origen de mono y dicotiledéneas y que la transmision vertical
(que transmite de generacién en generacion) ha tenido un rol importante en la evolucién

de los retrotransposones en mono y dicotiledéneas.

Debido a que los retrotransposones generan una copia de si mismos que se inserta en
algun lugar del genoma, conservando la copia original, puede contribuir significativamente
a incrementar el tamano del genoma. Por ejemplo, el genoma de Maiz esta representado
por el 80 % de este tipo de elementos moviles'?, mientras que en arroz representan el

17%>?, 4% en Arabidopsis thaliana, 3.1% en Saccharomyces servisiae®, entre otros.

En cinco especies de trigo se identificaron siete familias de transcriptasa reversa que son
comunes a todas las especies analizadas, lo cual sugiere que estos retrotransposones se

originaron antes de la especiacion®.

La comparacién de los elementos presentes en Maiz (2290 Mpb) y Sorgo (735 Mpb), que
divergieron de un ancestro comun aproximadamente hace 16 millones de afios, ha
sugerido gue las diferencias en el tamano de estas dos especies fue debida a la actividad

de los retrotransposones que estuvieron activos durante su divergencia'?.

Por otro lado, Flavell y colaboradores (1992)' utilizaron la PCR para aislar fragmentos de
Ty1 copia en 6 especies de la division Briofitas, 6 pteridofitas, 9 monocotiledéneas y 29
dicotiledéneas, sugiriendo que los retrotransposonesTy1-copia estan ampliamente
distribuidos en las plantas. El analisis filogenético de sus secuencias mostro que el grado

de divergencia, en algunas especies es proporcional a la distancia evolutiva entre ellas.

Hirochika & Hirochika (1993)*, amplificando una regién conservada de TR con cebadores
degenerados disefiados para reconocer el dominio conservado de aminoacidos QMDVKT
y YVDDM demostraron gue los retrotransposones estan ampliamente distribuidos en 29
especies de angiosperma, tres gimnosperma, dos briofitas y una pteridofitas.
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Los estudios realizados por Flavell y colaboradores (1992)™ y Hirochika & Hirochika
(1993)* incluian plantas que se reproducen sexualmente y se habia sugerido que los

%37 Sin embargo,

retrotransposones podrian persistir solamente en estas plantas
amplificando dominios de TR de 4 especies de plantas que se reproducen asexualmente
se demostré6 gque los retrotransposones pueden estar presentes en cualquier planta
independientemente del mecanismo de reproduccion®. A la fecha no existe evidencia que
sugiera que estos jueguen un papel predominante relacionado con mecanismos

adaptativos de acuerdo al tipo de reproduccién.

1.7 LOCALIZACION EN EL CROMOSOMA.

La localizacién de los retrotransposones en regiones especificas de los cromosomas

puede sugerir alguna funcién relacionada con el sitio donde se encuentra.

Se han identificado secuencias de retrotransposones en regiones centroméricas y se ha
sugerido que estos participan en fa divisidn celular. Las histonas se unen a estas
secuencias permitiendo la migracion de los cromosomas en la divisién celular'"".

Sondas similares a la secuencia de Ty1-copia fueron localizadas solo en regiones
centroméricas de Sorghum bicolor, Oriza sativa, Bambusa vulgaris, Saccharum officinaru,
Hordeum vulgare, Agropyrun intermedium, Brachypodium syvaticum, Avena sativa entre
otras'®. La presencia de Ty3-copia en las regiones centroméricas de todas las especies
analizadas sugiere que estos retrotransposones son inserciones ancestrales que se
originaron antes de la divergencia de las gramineas y se han desarrollado
independientemente insertandose preferencialmente en regiones centroméricas. Ademas
el grado de conservacion de las secuencias de este retrotransposon en regiones
centroméricas, entre la familia de las gramineas, indican una posible asociacion de este

tipo de elemento mévil con las funciones centroméricas'®

Por otro lado Belyayev y colaboradores (2001)*° utilizaron las secuencias de dominios de
TR de tres tipos de retrotransposones Ty1-copia, Ty3-gypsy and LINE para realizar una
hibridacién in situ para ver su distribucion dentro del cromosoma en dos especies de
Triticum, Revelando que estos estan presenten en regiones génicas (heterocromatinas,
eucromatina y en regiones pericentroméricas cerca de las heterocromatinas).

Adicionalmente proponen que este tipo de elementos méviles pudieron causar mutaciones
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al insertarse en las regiones cercanas a los genes (modificando su expresion) o entre
genes (cambiando la funcionalidad de! gen). En otro estudio recientemente con los
mismos dominios para TR de Ty1 copia se encontrd que éstos estan distribuidos a lo
largo del cromosoma excepto en regiones centroméricas y sitos de rADN en especies de

la familia Asteraceae™.

Los LINES y SINE estan distribuidos por todo el cromosoma en tres especies del género
Beta (B. vulgans, B. iomatogona, B. nana), en tres especies monocotiledéneas (Allium
cepa, O. sativa y Secale cereale) y dos dicotiledéneas (Nicotiana tabacum y Antimhinum
majus)*'. Asi mismo, Kubis y colaboradores (1998)*" observaron por hibridacion in situ de
secuencias de TR de los elementos LINE de la remolacha (B. vulgans) que los
cromosomas en metafase hibridan solo en regiones subtelomericas de los brazos de los

cromosoma.
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Figura 1.7 Modelo de distribucion de los diferentes tipos de
retrotransposones dentro del cromosoma.

Los retrotransposones estan distribuidos a lo largo de todo el cromosoma. Sin
embargo cada grupo de relrotransposones también tiene familias que estan
presentes o ausentes en regiones especificas del cromosoma, por ejemplo,
en los cereales algunos Ty3-gypsy  estan agrupados en regiones
centroméricas. Mientras que, Ty7-copia esta distnbuido en regiones
terminales de heterocromatinas del cromosoma de cebolla (Allium cepa).
También muchos retrotransposones se encuentran preferencialmente en
regiones eucromaticas en donde se encuentran localizados regiones

génicas’.
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1.8 VARIACION Y POLIMORFISMO DE LAS SECUENCIAS DE LOS
RETROTRANSPOSONES.

Al comparar los retrotransposones de una misma familia se observa que no son idénticos
y muestran polimorfismo entre especies y familias de plantas. Hay varias causas
relacionadas con el polimorfismo de los retrotransposones. Se ha sugerido que las
principales causas son por la relacién del elemento mismo con el genoma hospedero y

por factores externos?>.

A continuacibn se describen las principales causas reportadas de mutacion en

retrotransposones.
Variacion ocasionada por el elemento mismo.

La principal variacion es la que se provoca por la transcriptasa reversa que muestra una
tasa de mutacion de 2.5 x 10 errores/ciclo, 100 a 1000 veces mas que la ADN
polimerasa del genoma huésped*’. Diferentes errores de la transcripcién han sido
identificados: baja discriminacién de dNTPs, modificacion de los marcos de lectura,
cambio de bases por no tener ia actividad exonucleasa 3' 0 5' (no hay un mecanismo de
reparacion) y la adicion de bases al extremo final de la secuencia sintetizada modifica la
region LTR®*.  Todos estos errores pueden ocasionar la acumulacién de copias
deficientes © pseudoretrotransposones perdiendo la capacidad de transponerse

independientemente.
Variacion en el genoma de la especie.

Los procesos de duplicaciéon de ADN y de recombinacion son una fuente de variacién
genética que ocasiona polimorfismos en el genoma de las células. Aunque las
polimerasas de la célula tienen la capacidad de corregir los errores en la duplicacién, la
tasa de mutacion de la polimerasa es alrededor de 1 por cada 10° nucleétidos®. Las
secuencias repetidas en el ADN generan puntos calientes para que ocurra la

recombinacién, los retrotransposones pueden generar estos puntos de recombinacion.

Los retrotransposones pueden ser una fuente de variacion, cambiando los niveles de
expresion génica llevando a la formacién de nuevos fenotipos, ademas de que pueden ser

puntos donde ocurra la recombinacién.
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Por su mecanismo de transposicion quiza participen en mecanismos de especiacién. Por
ejemplo, si un retroelemento se insertara en genes involucrados en ia sintesis de
atrayente de polinizadores, pudiera propiciar un cambio en el modo reproductivo y si la
seleccion natural permite |la preservaciéon de este cambio se originaria una nueva especie.
Sin embargo, se necesitan mas estudios para evaluar la implicacion de los posibles

cambios mediados por retrotransposones en la evofucion.

En Agave los retrotransposones pueden estar asociados con el tamafno del genoma y
pudieran participar en el origen de los diferentes citotipos asi como los procesos de

poliploidizacion, relacionados con la diversificacién de las especies del género.
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1.9 JUSTIFICACION

El género Agave es relativamente joven en términos evolutivos y con una elevada tasa de
diversificacién; sin embargo, no se conocen los mecanismos que han favorecido tal

diversificacion.

Por otro lado, hasta la fecha se desconoce el papel que juegan los retrotransposones en
el mecanismo de evolucion, de su distribucion y localizacion en el genoma y si estos
pudieran generar variabilidad genética dentro de las especies en este género. El analisis
de los retrotransposones en diversas especies de Agave permitira un acercamiento para
generar conocimiento acerca del papel que estos elementos juegan en el genoma, y se
obtendra informaciéon acerca del numero de familias de elementos y las relaciones que
guardan en cada una de ellas a un nivel intraespecifico, como base para estudios

evolutivos posteriores.
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1.10 HIPOTESIS.

Si los retrotransposones estan ampliamente distribuidos en el genoma de las plantas, y
las familias de estos se originan a través de la diversificacion de las especies. Entonces
es posible encontrar diferentes familias de retrotransposones que se han originado a

través de la diversificacion de A. tequilana, A. fourcroydes y A. angustifolia.

1.11 OBJETIVO GENERAL

Identificar diferentes familias de retrotransposones LTR con base en dos dominios
conservados de transcriptasa reversa en A. tequilana, A. fourcroydes y A. angustifolia.

1.12 OBJETIVOS PARTICULARES.

o Aislar las diferentes familias de TR en A. tequifana, A. fourcroydes y A. angustifolia

. Caracterizar las diferentes familias de TR con base a la identidad de sus

secuencias de aminoacidos con las reportadas.

D Identificar diferentes familias de retrotransposones encontradas en estas tres

especies.
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Capitulo Il. Aislamiento de los dominios parciales de transcriptasa reversa

2.1 INTRODUCCION.

Los retrotransposones LTR son elementos méviles que a diferencia de |os transposones,
se insertan en el genoma por el mecanismo de copia y pega, a través de un intermediario
de ARN. Constan de tres regiones principales: la regién LTR contiene secuencias
regulatorias de la transcripcién y transcripcion reversa, la regiéon Gag que es similar a la
estructura que forma la capcide de los retrovirus y una regién POL encargada del
mecanismo de la transcripcién reversa (Figura 2.1). Se dividen en dos grandes grupos los
retrotransposones Ty1-copia y los Gypsy. Se diferencian principalmente por el orden en
que codifican sus genes (Figura 2.1) y por las diferencias en sus secuencias’.

| o |
Tyl-copla
§ P Na | PR nT | RT | RussaH | P 3
— e
ey T
— 280 pb —
DVKTFLH(N)G wyioDMv)
G 5.GGAATTCGAYGTNAARACNGCNTTYYTY 3 ANRANATRCANCTRCTRYACLCTAGGG S
Ypsy
5 na § PR | RT | RhasaH |inT ¥
————
" a0pb T
- ~h
=
RMCVDYR YAKLSKS

& -MRNAYGTGYGTNGAYTAYMG-3 3-RCGNTTYRANWSNTTYACR-S'

Figura 2.1 Estructura tipica de un retroelemento

Representacién esquematica de los retrotransposones LTR. La figura
representa las regiones estructurales y las diferencia de los retrotransposones
Ty1-copia y Gypsy. La RT esté localizada en la region POL en el extremo 3’
de la integrasa de los retrotransposones Ty1-copia, mientras que en los Gypsy
se encuentra en el extremo 3 de la proteasa. La lineas sin flechas
representan el fragmento el tamario de fragmento amplificado con los
cebadores degenerados disefiados para reconocer los dominios
DVKTFLH(N)G-LLYVDDM(V) para Ty1-copia y RMCVDYR-YAKLSKS para

Gypsy.
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Las regiones de los retrotransposones mas conservadas son la RT y RNasa H (por sus
siglas en ingles)'. Sin embargo, para estudios filogenéticos Springer & Britten (1993)?
reportan que la region RT es mas sencilla de analizar que |a regién RNasa H, esta Ultima
no alcanza a diferenciar entre los diversos tipos de retrotransposones, ni entre familias
dentro de la misma especie y cuando el analisis alcanza a separar las diferentes familias,
el soporte de los clados es muy bajo. La transcriptasa reversa RT esta localizada en el
extremo 3' de la integrasa de los retrotransposones Ty1-copia, mientras que en los Gypsy

se encuentra en el extremo 3’ de 1a proteasa (Figura 2.1).

Esta regién ha sido utilizada para determinar el posible origen de los retrotransposones®*
asi como para identificar diferentes familias en maiz, trigo, frijol, chicharo, cebolla, plantas
de ornato etc" *7. Esta regién ha permitido aislar retrotransposones completos del
genoma de manzana con la técnica avance en el cromosoma conocida como
“Chromosomal Walking™®.

Las variaciones en las secuencias de los diferentes dominios Cuadro 2.1 han sido
utilizadas en diversos géneros, para identificar las familias de retrotranspsosones en:
Triticum, Vigna, Hypochaeris, Gossypium, Oriza, entre otros > ® %'°. Ademas ha sido
posible determinar que familias estuvieron presentes antes y las que se originaron

después de la divergencia.

En un estudio filogenético de secuencias parciales de RT de retrotransposones Gypsy,
Kumekawa y colaboradores (1999)'" sugieren que las familias de Gypsy se originaron

después de la divergencia entre mono y dicotiledbneas.

En la bibliografia revisada (Cuadro 2.1), existen 6 juegos de cebadores degenerados
reportados, disefiados para amplificar los dominios conservados de RT caracteristicos de

los diferentes tipos de retrotransposones.
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Cuadro 2.1 Secuencias de los cebadores degenerados Ty1-copia y Gypsy

CEBADOR DEGENERADO DOMINIO TIPO TAMANO ESPECIE REFERENCIAS
LTR pb
(1) Gossypium barbadense
GGAATTCGAYGTNAARACNGCNTTYYT DVKTFLH(N)G {algodén), Licopodas, Coniferas,
GGGATCCAYRTCRTCNACRTANARNA  LLYVDDM() Tyl-copia 280 38 Angiospermas. Entre olras 12-13
@
TNAA(CMACNATGATGGA(CITYGA N/D
TCTTG(T/IC)YGCATG(A/T)TCCCA N/D Ty1-copia 319 10 especies de Echinold 14
3
CARATGGARGTNAARAC QMDVKT Especies de tngo
CATRTCRTCNACRTA VDDM Ty1-copla 280 59
(4) Sorgo, briofitas, leridofilas,
ACNGCNTT(C/TY(C/T)TNCA(CMGG TAFLRG gimnospemnas (mono y
AT(G/A)CANCT(G/AYCT(G/A)TAG(G/A)A YVDDML Ty1-copla 280 dicotifedéneas) 15. 6
(5
MRNATGTGYGTNGAYTAYMG RMCVDYR
RCAYTINSWNARY TTNGCR YAKLSKS Gypsy 420 Vigna radiata. 10
Monacotiledoneas (arroz, irigo.
®) maiz. cebada,) Dicotiledoneas
AGMGRATGTGYGTSGAYTAT ND (esplnaca, papa, tabaco
AARTGTGWRTTYKGGKTG N/D Gypsy 431 arabldepsis) 11

N/D= no disponible. Codigo de las secuencias V=A+C+G, N=A+C+G+T, D=A+T+G, B=T+C+G, H=A+T+C, W=A+T,
S$=C+G, K=T+G, M=A+C, Y =C+T, R=A+G

Los dominios (1), (3) y (4) han sido los mas utilizados en plantas, para amplificar por PCR
la regién parcial RT de los retrotransposones Ty1-copia. Mientras que para los
retrotransposones Gypsy solo dos dominios (5) y (6) han sido reportados para amplificar
la region parcial RT Cuadro 2.1.

El objetivo de este capitulo fue aislar diferentes secuencias parciales de RT de cada tipo
de retrotransposon LTR en tres especies de Agave incluyendo a A. tequilana, A.
fourcroydes y A. angustifolia var. Marginata, a partir de iniciadores degenerados

reportados que reconocen los dominios conservados.
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2.2 MATERIALES Y METODOS

2.2.1 EXTRACCION DE ADN
Se tomaron muestras de hojas de tres especies de Agave: A. angustifolia var. marginata,
A. fourcroydes Sac Ki y A. tequilana del jardin botanico del Centro de Investigacion
Cientifica de Yucatan (CICY).

Para la extraccion de ADN se utilizé un protocolo de Roman en el que se adicioné 1gr de
tejido fresco previamente macerado a 5 ml de buffer de extraccién (Tris-Base 100mM,
EDTA 50mM y NaCl 500mM) y 3.5 ml de 8-Mercaptoetanol (100mM). Posteriormente se
adicion6 500 pl de SDS (20%).

Se incubd en hielo por 30 min y enseguida en bafo maria a 65 °C por 3040 min. Al
terminar la incubacidn se adicionaron 1.6 ml de la solucion alta en sales (6M de acetato
de potasio, pH 5.5 con Ac. Acético) y se incubd en hielo 30 min. Las muestras se
centrifugaron a 10000 rpm por 15 min. El sobrenadante fue separado y se le adicionaron
0.8 volumenes de isopropanol previamente enfriado, se agité suavemente hasta que el
ADN precipité y se pudo separar. El ADN precipitado se tom6 con una punta de pipeta y
se pusieron en 1 ml de etanol al 70%, repitiendo este paso dos veces mas con 500yl de

etanol al 70% y posteriormente se dejé secar |a pastilla y se resuspendié en agua.

2.2.2 AISLAMIENTO DE TR

Diferentes fragmentos de ADN fueron amplificados por PCR con iniciadores degenerados
que reconocen [os dominios conservados de transcriptasa reversa DVKTFLH(N)G-
LLYVDDM(V) y RMCVDYR-YAKLSKS de Ty1-copia y Gypsy respectivamente (Figura
2.1 y Cuadro 2.1) en A. fourcroydes, A. angustifolia y Agave tequilana, en dos mezclas de
reacciéon independientes que contenian 500 ng de ADN, 3.5 mM de MgCl;, 0.4mM de
dNTPs, 2U Tag ADN polimerasa (Invitrogen), 1x PCR buffer y 1 pmol de su respectivo

juego de cebador, en 50 pl de volumen final.

Las condiciones de PCR para Tyil-copia iniciaron con una temperatura de
desnaturalizacién a 94°C por 4 minutos seguido de 30 ciclos de una desnaturalizacion a
94°C por 1 min, un alineamiento a 47°C por un min y una extensién a 72°C por 2 min.
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Posteriormente una extension final a 72°C por 7 min'""2. Para Gypsy consisti6 de una
temperatura inicial de desnaturalizacién a 94°C por 3 min, seguido de 40 ciclos con una
temperatura de desnaturalizaciéon 94°C por un minuto, un alineamiento a 50°C por 50 s
una extensién a 72°C por 40 s y finaimente una extensién a 72°C por 10 min'®. Los

fragmentos amplificados se separaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%.

2.2.3 CLONACION Y SECUENCIACION

Ligacion

Antes de Ja clonacion los productos de PCR se purificaron del gel de agarosa con el kit de
extraccion Quiaex® Il siguiendo las instrucciones del proveedor. (QUIAGENE cat. 20021).

La clonacion inicio con la ligacién del fragmento al vector de clonacién pGEM-T Easy

siguiendo las instrucciones del proveedor (Promega cat. A1360).
Transformacién

Para la transformacién se utilizaron bacterias E. coli JM109 (Promega) quimicamente
competentes. Se adicion6 1pul de la mezcla de ligacién a 100 pl de céluias competentes e
incubadas en hielo por 20 min. La transformacion de las bacterias se realizo por choque
térmico a 42°C por 1 minuto. Las células transformadas fueron crecidas en 500 ul de
medio liquido LB (Invitrogen Cat. 22780-052) por 2 hr a 37°C con agitacién constante 200
rpm. Antes del cultivo en medio semisélido LB agar (Invitrogen Cat. 22700-025), en la caja
de petri se disperso 100 pl de isopropil-B-D-thiogalactopiranosido (IPTG) 100mM y 20 pl
de X-Gal (50mg/ml) como activador y como marcador de seleccion respectivamente.

Posteriormente, 100 ul de cada cultivo fue crecido en medio solido en cajas de petri.
Extraccion del plasmido.

Las colonias blancas fueron seleccionadas, para comprobar [a presencia del fragmento de
interés mediante PCR con los cebadores especificos (M13 forward y M13 reverse), que

amplifican el fragmento de interés mas 200 pb del vector.

Las colonias que contenian el inserto de interés fueron crecidas 12 h en 5 ml de medio

liguido LB a 37°C con agitacién constante 200 rpm
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Para extraer el plasmido se utilizé el protocolo STET, 3 ml de cultivo fueron centrifugados
a 8000 rpm por 1 min, el sobrenadante fue desechado y la pastilla se resuspendié en 300
ul de buffer STET (8% glucosa, 5% Triton x 100, 50mM EDTA y 50 mM Tris HCL pH 8.0).
Se adiciono 10 ul de lisosima (10mg/ml) y se incubo en agua hirviendo por 40 s.
posteriormente se centrifugo a 12500 rpm y el la pastilia formada fue desechada con un
palillo estéril. Para precipitar el plasmido, el sobrenadante se incubo 10 min en frio con
300 ul de isopropanol previamente enfriado, centrifugo a 12500 rpm por 10 min. El
sobrenadante fue retirado y la pastilla se lavo 2 veces con 500 pl de etanol al 70%. Por

ultimo, Ia pastilla sin residuos de alcohol se diluyo en 20 ul de agua estéril.

Para secuenciar los fragmentos de interés, 20 pl de plasmido (100ng/ul) se mandaron a

secuenciar con la empresa coreana (MACROGEN).
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2.3 RESULTADOS

2.3.1 EXTRACCION DE ADN
El ADN aislado de plantas de A. fourcroydes (A.f), A. angustifolia (A.a) y A. tequilana (A.t)
fue tratado con 1ul de RNasa (0.034 mg/pl), se obtuvo un rendimiento promedio de 24.7

ng de ADN por gramo de tejido. La (Figura 2.2) muestra las bandas caracteristicas del
ADN integro (limpio y sin degradar).

L 4 U=
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ADN == W e
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=

<4=200 pb

Figura 2.2 Extraccion de ADN.

Gel de agarosa al 1% con 0.5 pyl de cada muestra de ADN, tefiido con
Bromuro de Etidio. M=Marcador de tamario 1kb. A. fourcroydes (Af, A.
angustifolia (A.a) y Agave tequilana (A.t)

2.3.2 AISLAMIENTODE TR
Del ADN aislado se amplificaron por PCR los fragmentos de RT, los productos de PCR
fueron desplegados en gel de agarosa al 1% a 80 Volts (V) para comprobar los tamaftos
esperados 280 y 420 pb para Ty1-copia y Gypsy respectivamente (Voytas et al. 1992,
Ditix et al. 2006) {Figura 2.3).
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Las bandas desplegadas fueron cortadas, purificadas y ligadas al vector pGEM-T Easy

(Promega cat. A1360). Posteriormente se realizd la transformacion de E. coli con el
vector.
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Figura 2.3 Amplificacion por PCR de TR Gypsy y ty1-copia.

E! panel A-B corresponde a fragmentos amplificados con iniciadores
degenerados que reconocen los dominios conservados en fa region TR en A.
tequilana, A. fourcroydes y A. angustifolia. A) Dominio RMCVDYR-YAKLSKS
(Gypsy). B) Dominio DVKTFLH(N}G-LLYVDDM(V) (Ty1-copia). M = marcador
de peso 100 pb.

Veinte colonias blancas se seleccionaron al azar, para comprobar si estas contenian el
inserto de interés por PCR con los cebadores especificos M13F y M13R. Para comprobar

el tamario de los fragmentos 480 pb para ty1-copia y 680 pb para gypsy, el producto fue
desplegado en una electroforesis en gel de agarosa (Figura 2.4 Ay B).

2.3.3 EXTRACCION DEL PLASMIDO

Las colonias que contenian inserto se cultivaron para realizar la extraccion del plasmido
(Figura 2.4)
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Figura 2.4. Clonacidn y extraccién del plasmido.

El panel Ay B gel de agarosa 1% muestra la PCR de las colonias blancas
seleccionadas con fragmentos de Ty1-copia y gypsy respectivamente. C) gel
de agarosa 1% con 1 ul de la extraccién del plasmido. M= marcador 100pb y
1kb.

En la (Figura 2.4 C) se aprecia mas de una banda por arriba del tamafio del plasmido
(3kb), esto es debido a la concatenacién del plasmido. El rendimiento promedio de la
extraccion fue de 329 ng ADN/mI de cultivo.

Se mandaron a secuenciar 20ul de plasmido (100ng/ul), de 34 fragmentos para Ty1-
Copia: 11 de A. tequilana, 12 de A. fourcroydes y 11 de A. angustifolia. Mientras que para
Gypsy fueron 41 secuencias de las cuales 12 son de A. tequilana, 18 de A. fourcroydes y
11 de A. angustifolia.
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2.3.4 CARACTERIZACION DE LAS SECUENCIAS

Secuencias Ty1 copia.

Las secuencias se editaron en el programa BioEdit para encontrar el extremo 5' y 3' de las
secuencias que corresponde a los cebadores degenerados. El tamafio de los fragmentos
en A. tequilana vario entre 263 y 300 pb, en A fourcroydes de 283 a 286 y para A.
angustifolia de 272 a 286.

Posteriormente, con el programa CLC Sequence Viewer se realiz6 la traduccién in silico
de las secuencias (Figura 2.5), para encontrar el marco de lectura en el que se
encontraran los dominios DVKTFLH(N)G-LLYVDDM(V) y de terminar de esta forma que la
region analizada corresponde a la regién parcial de TR de Ty1-copia. Sin embargo, en
algunas secuencias se necesitaba mas de un marco hipotético para encontrar |os

dominios Cuadro 2.2.

- mmm ":] >

III'l!!I' II%I
INENEE -
|||!|II'I I’gl

Ly vy Domo}
e AN e

E
e
e
AEEE

[(EEEEEEE R L]
T
[

Anshish

' 4 S
I
LT e
EPPPERDD

EEEE
g .
CEmE
£83358
zll-ooon-aﬁlu

| mi
-0

2 2.
2 doF
ggﬁkh
m i
! Eﬂ
»
Rz e
=|zFd
o
° »
-
.33
m
m
-
§§<l
-1
ID

Figura 2.5 Traduccion in silico.
Muestra solamente la regién de los dominios DVKTFLH(N)G-LLYVDDM(V )
(cuadro rojo) para los que fueron disefiados los cebadores degenerados.

Cuadro 2.2 diferentes marcos de lectura.

Marcos Total de
o _hipotéticos secuencias
A. tequilana (+1), (+2), (+3) 11
A. fourcroydes (+1), (+2), (+3) 12
A. angustifolia (+2), (+3) 11
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Secuencias Gypsy.

Las secuencias en el caso de Gypsy se editaron en el programa BioEdit, se encontraron 2
secuencias de A. agustifolia, 4 de A. fourcroydes y 2 de A. tequilana idénticas, estas
secuencias se descartaron del analisis. Las secuencias de Gypsy fueron traducidas in
silico en los diferentes marcos de lectura, para encontrar los dominios RMCVDYR-
YAKLSKS y comprobar que la secuencia amplificada es de retrotransposones Gypsy. Al
igual que en las secuencias de Ty1-copia, diferentes marcos de lectura (+1 +2, -2 y -3)
fueron utilizados para encontrar el dominio. Las secuencias que no presentaban el
dominio fueron eliminadas de los analisis posteriores que seran discutidos en el capitulo
I.

Solo 30 secuencias de 41 en total fueron diferentes, 9 de A. angustifolia, 11 de A

fourcroydes y 10 de A. tequifana.
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2.4 DISCUSION.

Para poder hacer estudios en Biologia molecular es necesario contar con un método de
extraccion de ADN, eficiente y que permita obtenerlo libore de contaminantes como
carbohidratos, proteinas y/o sales que pueden interferir con las reacciones necesarias
para su desarrollo, principalmente que pueda interferir con la PCR. El rendimiento y
calidad del ADN fue suficiente para realizar la amplificacion por PCR de los diferentes
fragmentos de TR de Ty1- copia y Gypsy (Figura 2.1y 2.2).

Los dominios seleccionados en este trabajo, para los cuales se han disefiado los
cebadores degenerados, han sido utilizados para amplificar la regién parcial de RT en

diferentes especies de plantas '®'* '3,

Los fragmento amplificados en este trabajo corresponden al tamafio esperado (280 pb
Ty1-copia y 420 Gypsy) y la traduccién in silico de las secuencias mostré que los
fragmentos contienen los dominios DVKTFLH(N)G-LLYVDDM(V) y RMCVDYR-YAKLSKS
caracteristicos de los retrotransposones Ty1-copia y Gypsy respectivamente (Figura 2.5).
Confirmando asi que se pudieron aislar fragmentos - que correspondes a

retrotransposones en Agave.

Los retrotransposones LTR estan ampliamente distribuidos en el genoma de las plantas’™
'° Bousios et al. (2007)'¢, aisl6 regiones LTR de los retrotransposones Tyt-copia para
emplear en SSAP para evaluar diversas especies de Agaves y Yucas y mostro evidencia
de que estaban presentes tanto en el genoma de especies y variedades de Agaves como

de Yuca, sugiriendo un componente ancestral.

Los resultados obtenidos en este trabajo confirman la existencia de retrotransposones
Tyl-copia en el genoma de Agave. Adicionalimente se demostré que también los
retrotransposones Gypsy estan presentes en los genomas de A. tequilana, A. fourcroydes

y A. angustifolia.
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Capitulo lll. Analisis de las secuencias parciales de RT de retrotransposones LTR.

3.1 INTRODUCCION.

Los retrotransposones son un tipo de elementos moviles clase 1, se dividen en dos
grupos: los retrotransposones LTR vy los retrotransposones sin LTR' Los primeros
presentan una region larga repetida en sus extremos LTR por sus siglas en ingles (Long
terminal repeats), estos de dividen a su vez, en dos grandes grupos |os retrotransposones
Ty1-copia y los Gypsy que pertenecen a la familia pseudoviridae y metavindae
respectivamente?. Su transposicién en el genoma, se lieva a cabo, por un mecanismo de
copia y pega, a través de un intermediario de RNA® Estos elementos estan ampliamente
distribuidos en el genoma de las plantas*®. Hay evidencia de que los retrotransposones
contribuyen en la estructura de los cromosomas principaimente en centromeros vy
telémeros, ademas de que pueden ser puntos de recombinacién’.

Por otro lado existe evidencia, de que éstos pueden ser activados en condiciones de
estrés® y recientemente se demostré que la metilacion esta involucrada en el proceso de
regulacién de la transposicion en el caso de Arabidopsis thaliana®*°.

En muchas especies de plantas representan mas del 50% de su genoma total y estan
representados por diferentes familias’, estas familias son reconocidas con base en la
comparaciéon de sus secuencias por lo que es posible la reconstruccién filogenética e
inferir [a evolucién de una familia de un retrotransposon en particular’'. Por ejemplo, en
especies del género Oryza han sido identificadas 32 familias'?, 7 en Triticum™, al menos 7
Hypochaeris' 13 en Arabidopsis thaliana'®, 11 en Vigna radiata’®.

El objetivo de esta parte del trabajo fue identificar, con base en las secuencias, diferentes

familias de retrotransposones Ty1-copia y Gypsy en tres especies de Agave.

3.2 MATERIALES Y METODOS.

Se analizaron 34 secuencias de Ty1 copia: 11 de A. tequilana, 12 A. fourcroydes y 11 A.
angustifolia. Para Gypsy 33 secuencias: 14 de A. fourcroydes, 10 de A. tequilana, 9 de A.
angustifolia.

Las claves para las secuencias de Ty1-copia fueron ATc._ 1, (A. tequilanta), AFc, 12 (A.
fourcroydes) y VMc, 1, (A. angustifolia). Mientras que para Gypsy fue ATg1. 10, AFG1.13, ¥
VMg 6.
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3.2.1 COMPARACION GENBANK.
La comparacion de las secuencian con las reportadas en el GenBank (solo las bases de

datos EMBL+DDBJ+PDB de secuencias de nucleétidos) se realizé con el programa
(BLASTN 2.2.19)".

3.2.2 ANALISIS FILOGENETICO
El anélisis filogenético se realizé usan el programa MEGA versién (4)'®. Los pardmetros
para el alineamiento fueron los marcados por default (una penalizacion por abrir un gap

de 15 y 6.66 por la extensién del mismo), utilizando la matriz |UB.

Para la construccién del arbol filogenético se utilizé el método Neighbor-Joining'®. Para
evaluar el soporte de los grupos formados se utilizé un analisis de remuestreo (bootstrap)
con 1000 replicas®. Las distancias evolutivas fueron computadas con el método

Maximum Composite Likelihood?'.

3.2.3 IDENTIFICACION DE FAMILIAS
Para la identificacién de familias se considero los agrupamientos con valores de bootstrap
mayores al 90% y un porcentaje de identidad del grupo mayor al 60%.

3.3 RESULTADOS.

3.3.1TY1-COPIA

3.3.1.1 COMPARACION DE LAS SECUENCIAS CON LAS REPORTADAS EN EL
GENBANK

Las secuencias fueron comparadas con las reportadas en el GenBank encontrando
homologia con los retrotransposones Ty1-copia de diversas especies. Las especies en las
que se encontrd la mayor homologia (mas del 83% de identidad y el valor mas alto de
Evawe= 0.09) son: Spirantes honkongensis, Spirantes cinensis, Cicer anetinum, Panax
quinquefolius, Eucaliyptus globulus, lpomea batatas, Gopssypium hirsutum, Gopssypium
herbaceum, Solanum tuberosum, Oriza sativa, Amaranthus cruentus, Vigna radiata,

Diospiros kacki, y Aegiceras parniculata. En algunas secuencias se encontré una mayor
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homologia consecuencias de cromosomas completos no caracterizadas de Vigna radiata,

Arabidopsis thaliana y Oryza sativa.

Cuadro 3.1

Analogia de las secuencias Ty1-copia con las reportadas en el GenBank
usando blastn.

| Secuencia | Especie con mayor Score | E,aw | ldentidad
homologia
AFe1 Spirantes honkongensis 68 2x10° 90%
AFc2 Cicer arietinum 78 3xt0" 91%
AFc3 Cicer arietinum 56 3x10™ 100%
AFc4 Panax quinquefolius 72 | 2x10™ 92%
AFc5 Eucalyptus globulus 111 | 2x107*° 85%
AFcB lpomoea batatas 133 | 5x107%° 80%
AFc7 Eucalyptus globulus 121 | 2x10* 84%
AFc8 Cicer arietinum 56 1x107 97%
AFc9 Eucalyptus globulus 149 | 9x10™ 85%
AFc10 ipomoea batatas 127 3x10° 81%
AFct1 Gopssypium hirsutum 78 [ 3x10™ 84%
AFc12 Solanum tuberosum 68 3x10™ 93%
ATc1 Ipomoea batatas 65 1x10%" | 100%
ATc2 Eucalyptus globulus 145 | 1x10™" 87%
ATc3 Gopssypium hirsutum 71 2x10™ 92%
ATcA4 Eucalyptus globulus 121 2x10°% 84%
ATc5 Spiranthes sinensis 68 2x10° 95%
ATc6 Spirantes honkongensis 58 [ 2x10™ 96%
ATc7 Spirantes honkongensis 58 2x10™ 96%
ATcS Eucalyptus globulus 149 | ox107® 86%
ATc9 Eucalyptus globulus 145 | 1x10™ 87%
ATc11 Gopssypium hirsutum 73 4x10°" 83%
ATc12 Oriza sativa 46 0.09 93%
VMc1 Amaranthus cruentus 82 | 2x10™| 88%
VMc2 Vigna radiata 56 9x10™ | 87%
VMc4 Cicer aerietinum 64 | 4x107 95%
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VMc5 Eucalyptus globulus 157 | 4x107™ 86%
VMc6 Eucalyptus globulus 165 | 1x10°" 87%
VMc7 Diospyros kaki 50 0.006 86%
VMc8 Spirantes honkongensis 67 | 2x10™ 90%
| VMc9 Spiranthes sinensis 60 | 6x10™ 92%
VMc10 Aegiceras pariculata 58 2x10™ 96%
VMc11 Gopssypium herbaceum 80 7x107¢ 89%
vm12 Ipomoea batatas 137 | 3x107% 85%

3.3.1.2 ANALISIS FILOGENETICO

Como se discutié en el capitulo 2, el analisis filogenético se realizd
nucleotidos debido principalmente a que en la traduccién jn silico 1as secuencias fueron

idénticas, a demas de gue se pierde informacidn por la degeneracion del codigo genético.

Se realizé un alineamiento multiple con el programa MEGA 4.1 y CLC Sequence Viewer
(Figura 3.1) con los pardmetros por default que consideran gaps de 15 nucledtidos

maximos y con [a matriz I[UB y se encontré que entre todas las secuencias hay mucha

heterogeneidad, con solo un 22 % de identidad.
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Figura 3.1 Alineamiento de las 34 secuencias Ty1 copia.

El alineamiento cuenta con solo el 22 % de identidad. Sin embargo la mayoria

de los nucledtidos se conservan por arriba del 50%.

Se construyo un arbol filogenético con el programa MEGA utilizando el método Neigbour
Joining, |a distancia evolutiva fue calculada con el método compuesto de maxima similitud
con analisis de remuestreo de 1000 replicas (Figura 3.2.) En este arbol se pueden

identificar tres clados principales.
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Figura 3.2 Arbol filogenético Ty1-copia.

La historia evolutiva fue inferida utilizando el método Neigbor-Joinig’® con un anélisis
de remuestreo con 1000 rep/icasm. Las secuencias quedaron agrupadas en tres

principales clados y en cada clado se pueden identificar 2 familias.
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La constitucion de los agrupamientos se describe a continuacion:

El clado | se encuentra representado por el 30% de las secuencias, 3 secuencias de A,
tequilana (ATc1, ATc3 y ATc11), 4 de A. angustifolia Var. marginata (VMc1, VMC11,
VMc9 y VMc4) y 3 de A. fourcroydes (AFc11, AFc2 y AFc12). La identidad entre todas las
secuencias de este clado es del 50%. En este clado se pueden identificar dos familias
(Familia | y II) tomando como parametro de identificacion el analisis de remuestreo (mayor
del 90%) y el porcentaje de identidad (mayor del 60%). La familia | solamente incluye
secuencias de A. fourcroydes vy A. angustifolia (AFc11, VMc1, VMC11, AFc2 y AFc12)
con un 70% de identidad. La familia Il presenta un 62% de identidad, las secuencias
presentes en esta familia son de A. tequilana y A. angustifolia var. marginata (ATc1, ATc3,
ATc11 VMcS y VMc4) (Figura 3.2).

Se puede sugerir que estas familias pueden ser especificas para estas especies en las
que A. angustifolia var. marginata es comun. Sin embargo es necesario confirmar
experimentalmente esta suposiciéon a través del disefio de iniciadores especificos para

amplificar en |las especies correspondientes, esperando que amplifiquen selectivamente.

En el clado Il se agruparon 12 secuencias que corresponde a un 35 % del total de las
secuencias analizadas. Se pudieron identificar dos familias (familia Il y IV). La familia Ill
(AFc8, AFc10, AFc, ATc2, ATc8 y ATc4) incluye solamente especies de A. fourcroydes y
A. tequifana con un 81% de identidad. Mientras que la familia IV incluye secuencias de
las tres especies (AFc9, AFc5, AFc7, ATc9, VMc12, VMc5 y VMcB) con un 87% de
identidad.

Por ultimo, en el clado Il quedaron agrupadas 8 secuencias dos de A. fourcroydes (AFc8,
AFc3), 2 de A. angustifolia (VMc2 y VMc7) y 4 de A. tequilana (ATc1, ATc12, ATc6 y
ATc7). Se pueden identificar dos familias (familia VV y Vi) aunque en la familia V solo se
encuentran dos secuencias. El porcentaje de identidad de la familia V es del 85%
mientras que para la familia VI es de 75%. En la familia VI quedaron agrupadas

secuencias de las tres especies.
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3.3.2 GYPSY

3.3.2.1 COMPARACION DE LAS SECUENCIAS EN EL GENBANK

Las secuencias fueron comparadas con las reportadas en el GenBank, se observé que
éstas se alinearon exitosamente con retrotrotransposones del tipo Gypsy con un
porcentaje de identidad mayor al 71% y valor E mayor que 0.002. Nueve de las
secuencias alinearon con las reportadas para Gopssypium herbaceum, 4 de Vigna
radiata, 2 de Orobanche crenata, 2 de Arabidopsis lyrata, 1 de Vicia melanops, 1 de
Helianthus annuus, 1 de Helianthus deserticola, 1 de Heliantus anomalus, 1 de Malus x
domestica, 1 de Medicago fruncatula, 1 de Orobanche cemua, 1 de Phelipanche
bungean, 1 de Phelipanche tunetana, 1 de Spinacia oleracea, 3 alinean con secuencias
no caracterizadas y 3 no alinean con ninguna reportada,

Cuadro 3.2

Analogia de las secuencias Gypsy con las reportadas en el GenBank.

Secuencia Especie con mayor Score E.ae Identidad

homologia

VMg-6 Orobanche cernua 109 1x10% 83%

ATg-1 Vicia melanops 62 4x10™ 93%

ATg-2 Gopssypium 100 1x107" 88%
herbaceum

AFg-2 Gopssypium 92 3x10™ 86%
herbaceum

AFg-4 Gopssypium 68 4x10™® 79%
herbaceum

AFg-9 Vigna radiata 56 4x10™% 85%

AFg-11 Vigna radiata 52 0.002 96%

AFg-13 Gopssypium 100 X107 95%
herbaceum

| AFg-16 Gopssypium 80 1x10™" 79%
herbaceum

VMg-3 Gopssypium 90 1x10™ 86%
herbaceum

VMg-5 Gopssypium 66 1x10" 87%
herbaceum

VMg-10 Orobanche crenata 80 1x107" 84%

VMg-12 Gopssypium 80 1x10™" 84%
herbaceum

AFg-1 Vigna radiata 262 9x10™’ 75%

ATg-3 Phelipanche tunetana 253 5x10™° 75%
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ATg-8 Heliantus anomalus 226 6x10™° 73%
VMg-12 Orobanche crenata 239 110 76%
AFg-7 Phelipanche bungeana 269 6x10™ 74%
AFg-5 Gossypium herbaceum 235 1x10™ 74%
ATg-6 Vigna radiata 210 5x10™" 71%
ATg-10 Helianthus deserticola 176 1x10™* 75%
ATg-7 No alineo - - -
VMg-15 No alineo - - -
AFg-8 Malus x domestica 138 2x10°% 70%
ATg-5 Spinacia oleracea 113 1x107 73%
VMg-4 Secuencias no - - -
caracterizadas
ATg-4 Arabidopsis lyrata 347 3x107™ 100%
ATg-9 Arabidopsis lyrata 347 3xt0™ 100%
VMg13 Medicago truncatula 75 1x10°" 83%
VMg-16 Secuencias no - - -
caracterizadas
VMg-1 Helianthus annuus 59 1x10™ 79%
AFg-6 Secuencias no - - -
caracterizadas
AFg-10 No alinea - - -

3.3.2.2 ANALISIS FILOGENETICO

Se realizé un alineamiento multiple en el programa MEGA 4.1 y CLC Sequence (Figura
3.3) con los parametros por default con gaps de 15 nucleétidos méaximos y con ia matriz
IUB. y se encontré que entre todas las secuencias hay mucha heterogeneidad, con solo
un 11 % de identidad.
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Figura 3.3 Alineamiento de fas 30 secuencias de Gypsy.

El alineamiento cuenta con solo el 11 % de identidad. La conservacién de los

nucledtidos apenas alcanza el 60%.

Se construyo un arbol filogenético con el programa MEGA utilizando e! método Neigbour
Joining, la distancia evolutiva fue calculada con el método compuesto de maxima similitud

con analisis de remuestreo de 1000 replicas (Figura 3.4).

De acuerdo a los parametros de identificacion de familias, solo se pueden identificar I
familias. La Familia | inciuye secuencias de las tres especies de Agave con un porcentaje
de identidad del 60%. Mientras que la Familia || solamente incluye secuencias de A.
tequilana y A. fourcroydes con un porcentaje de identidad del 66%. El 32% y 13% delas
secuencias esta representado en la familia | y Il respectivamente.
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Figura 3.4 Arbol filogenético Gypsy.

La historia evolutiva fue inferida utilizando el método Neigbor-Joinig™ con un anélisis de
remuestreo con 1000 replicas®. Con base en los pardmetros de identificacién de familias, se
pudieron diferenciar dos familias.
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3.4 DISCUSION.

El género Agave es un género relativamente joven 7-11 millones de afios?> en
comparacién con las angiospermas?® presenta un cariotipo bimodal con diferentes niveles

2427 y el tamafio del genoma aumenta proporcionalmente al nivel de ploidia®’.

de ploidia
Asi mismo, las especies de este género se reproducen predominantemente
asexualmente®®. Este lo hace un género interesantes para realizar estudio de evolucion de
los genomas y una estrategia de analisis es a través del estudio de las regiones repetidas

como satélites de ADN y retrotransposones.

Por otro lado, el genoma de algunas especies de otros géneros estd representado por
mas del 50% de retrotransposones® 7. Se ha discutido que estos elementos son una
fuente de diversidad genética, actuando como agentes mutagénicos debido a su
movilidad en el genoma®. Estos elementos contribuyen en la estructura de los

cromosomas y pueden ser regiones en donde ocurre la recombinacion’.

Este es el primer trabajo que trata de identificar diferentes familias de retrotransposones
LTR en especies de Agave con base en el dominio conservado de transcriptasa reversa,
a diferencia del trabajo previo, enfocado en estudios de variabilidad genética, para

discriminar entre diferentes especies de Agave y variedades de A. tequilana™.

Para |a identificacion de familias se utilizaron las secuencias descritas en el capitulo Il y
se encontré que las secuencias de Tyl-copia y Gypsy presentan homologia con
secuencias reportadas en el GenBank pertenecientes a diversas especies de plantas. Sin
embargo, presentan una elevada heterogeneidad, con un 22 y 11% de identidad entre
todas las secuencias analizadas de Tyl-copia y Gypsy respectivamente. Esto ya ha sido
reportado en estudios previos con valores que van desde 10 hasta 60% de identidad entre
especies de diversos géneros®" ***_ En algunas especies del género Vigna, por ejemplo,
se ha observado que los retrotransposones del tipo Gypsy son mas heterogéneos que los
Ty1-copia’®. La heterogeneidad de las secuencias de los retrotransposones ha sido
atribuida a la elevada tasa de mutacion (2.5x10° nucleétidos por ciclo de transposicion)
asociada a la transcripciéon reversa®®. Asi mismo, cada ciclo de transposicién puede
originar diferentes secuencias pero estrechamente relacionadas y originar diferentes

familias® .
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En el presente trabajo, con base en el agrupamiento y el porcentaje de identidad (> 60%),
fue posible identificar al menos 6 familias de Ty1-copia y 2 de Gypsy. Por lo que en
Agave, como en otras especies éste tipo de elementos esta presente en el genoma con
un elevado nivel de diversidad debido a mutaciones.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo son similares a los reportados para otros
géneros como Oryza donde han sido identificadas 32 familias'?, 7 en Triticum'®, al menos
7 Hypochaeris™. 13 en Arabidopsis thaliana'®, siendo 6 y 5 familias de Ty1-copia y Gypsy
respectivamente. Pareciera que los retrotransposones mas abundantes son los Ty1-copia,

esto es porque han sido los mas estudiados.

En resumen en el genoma de Agave, como en otros genomas vegetales, éste tipo de

elementos esta presente y pudiera estar asociado a procesos que dirigen la evolucion.

La informacién disponible hasta el momento sugiere que estos elementos son abundantes
en el genoma de Agave. Pueden tener un papel importante en evolucion, en diversos
procesos celulares como respuesta a estrés ambiental o el papel que estos puedan jugar
durante rearreglos genémicos, como por ejemplo durante la ploidizacién del genoma o

durante los procesos de recombinacion en la reproduccion sexual.

Es necesario entender con mayor profundidad como se regulan, si existen sitios
especificos de insercion o cual es la contribucion de cada una de las familias propias de

una especie o en qué momento se dispara la transposicion.
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Capitulo IV. Discusién general.

El género Agave es un género con una edad de 7 a 11 millones de arios, siendo
evolutivamente joven dentro de las angiospermas' y muestra una gran capacidad de
adaptacién a diferentes ambientes, con una tasa de especiacion de 0.32 especies por
millén de afio en comparaciéon con la tasa de diversificacion de fas angiospermas (0.077-

.089) poniendo de manifiesto su plasticidad genética®.

Los agaves como modelo para estudios evolutivos son interesantes ya que presentan
diversas caracteristicas entre las que se pueden mencionar un cariotipo bimodal con
diferentes niveles de ploidia desde dipliodes hasta octoploides®® y un tamafio de genoma
que aumenta proporcionalmente con el nivel de ploidia®. Asi mismo, las especies de este
género se reproducen de manera predominantemente asexualmente a través de la
formacién de rizomas o bulbillos” sin embargo, muchas de las especies del género
presentan reproduccion sexual igualmente eficiente, sobre todo en aquellas especies
diploides 6 tetraploides, no asf en triploides y pentaploides. Todas estas caracteristicas en
su conjunto permiten plantear preguntas desde un punto de vista de la evolucién de su

genoma.

Los retrotransposones LTR, que son elementos méviles que se mueven dentro del
genoma a través de un intermediario de ARN?® estan ampliamente distribuidos en el
genoma de las plantas®'® de manera importante y en algunas especies constituye mas del

" 8 Este tipo de elementos estan involucrados en otras especies

50% de su genoma'
vegetales en cambios genéticos y muchas veces morfologicos, como el caso de la uva
roja '?, incrementando la variabilidad los genomas necesaria para su adaptacion, a través
de la generacién de mutaciones permanentes y una contribucion importante en el
incremento del tamafio del genoma vegetal**.

Se han reportado diversos tipos de retrotransposones entre los que se encuentran los
Ty1-copia y los Gypsy™ y se propone que tanto los transposones como los
retrotransposones son una fuente generadora de cambios genéticos que favorecen la
plasticidad gendémica, debido a su movilidad dentro del genoma'®, y en particular se ha

propuesto que los retrotransposones pueden actuar como “sitios calientes” en donde
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ocurre la recombinacion, por su alto nivel de repeticion y similitud en secuencia como

parte de la estructura de los cromosomas®.

En un gran numero de especies vegetales, tanto monocotiledéneas como dicotiledéneas,
se han aislado y caracterizado retrotransposones a través de analisis de secuencias del
dominio conservado de transcriptasa reversa, pudiendo diferenciar entre TY1-Copia y
Gypsy16-20,9-10

En este trabajo se aislaron dos diferentes dominios de RT empleando iniciadores
degenerados que se han utilizado de manera extosa en diferentes especies® '"'®. Las
secuencias aisladas de diversas especies de Agave mostraron una elevada
heterogeneidad y valores de identidad de entre 11% y 22% para Gypsy y Ty1-copia
respectivamente. Esto ya ha sido reportado en otros estudios y los valores van desde 10-
60% de identidad para especies de los géneros Vigana, Trticum, Hypochaeris' %2

entre muchos otros.

Estos valores de identidad observados en todos los reportes sugiere que estos elementos
de origen viral, presentes en aun en especies ancestrales'* presentan una elevada tasa
de mutacion, posiblemente debido a la incapacidad de [a transcriptasa reversa de editar la

secuencia de novo?' %,

Hasta nuestro conocimiento, este es el primer trabajo que trata de identificar diferentes
familias de retrotransposones LTR en especies de Agave con base en el dominio
conservado de transcriptasa reversa y nuestros resultados son comparables con o
reportado para especies del género Vigna, donde los retrotransposones del tipo Gypsy

son mas heterogéneos que los Ty1-copia’’.

Si bien estos elementos contienen regiones conservadas en regiones génicas como lo
son los dominios de RNAsaH y trascriptasa reversa, tiene una elevada heterogeneidad del
resto de la secuencia misma que ha sido atribuida a la tasa de mutacién propia asociada

22-24

a la transcripcion reversa y mecanismos de reinsercion dentro otros retrotransposones

como se ha demostrado para tabaco ».

En el presente trabajo, con base en el agrupamiento y el porcentaje de identidad (> 60%),

fue posible identificar al menos 6 familias de Ty1-copia y 2 de Gypsy en las tres especies
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de Agave analizadas, demostrando que, como en otras especies, éste tipo de elementos
esté presente en el genoma con un elevado nivel de diversidad debido a mutaciones.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo son comparables a los reportados para
géneros como Oryza®®, Triticum? Hypochaeris'® ¢ Arabidopsis®’, en los cuales hay
evidencia de la existencia de retrotransposones del tipo Ty1-copia y Gypsy en diferentes
proporciones y representados en un gran numero de familias que difieren entre si de
manera considerable. La evidencia en !a literatura sugiere que los retrotransposones Ty1-

copia son mas abundantes que el resto de los retrotransposones.

Con los resultados obtenidos del agrupamiento para los retrotransposones Ty1-copia se
sugieren que las familias | y II, Il y IV, V y VI comparten el mismo ancestro comun pero
sin embargo han seguido dos rutas evolutivas diferentes independientemente de la
especie. Asi mismo, se puede sugerir que las familias VI y IV se originaron antes de que
divergieran estas tres especies por que estan representadas en las tres especies en
estudio. Mientras que las familias | y V pueden estar mayormente representadas en A.
fourcroydes y A. angustifolia, mientras que la familias || esta mayormente representada en
A. tequilana y de A. angustifolia, 1a Ill de A. tequilana y de A. fourcroydes. Sin embargo,
los resultados obtenidos hasta el momento no son concluyentes y es necesario
profundizar en el conocimiento del numero de copias y su distribucion en los diversos
genomas a través de Hibridacion Fluorescente in Situ (FISH) y mediante el disefio
iniciadores especificos para las familias I, II, Il y V para dar lugar a la amplificacion por
PCR especificamente en |las especies mencionadas y determinar el nimero de copias en
cada genoma y su nivel de expresion para esclarecer si contindan activos. De
comprobarse la especificidad de cada familia en las diversas especies del género, se
podria sugerir gue las familias |, 1l y V se originaron inicialmente en A. angustifolia pero
siguieron dos rutas evolutivas diferentes en la divergencia entre A. tequilana y A.
fourcroydes, mientras que la familia Ill se origino antes de la divergencia entre A.
tequilana y A. fourcroydes. Esto se puede sustentar con la hipétesis de que A. angustifolia
es el ancestro comun de A. tequilana y A. fourcroydes® y las caracteristicas genémicas
de poliploidia de los agaves, como ha sido reportado para tabaco donde se han reportado
“comportamientos especiﬁc.:os” de diversas poblaciones de retrotransposones
dependiendo de la historia evolutiva del hospedero con periodos rapidos de recambio de
secuencias estimulado por procesos de alopoliploidizacion?,
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En un reporte previo, Bouosius y colaboradores (2008)*° se demostré la existencia de
retrotransposones TY1-Copia en diversas especies de agaves y se concluye que existen
retrotransposones ancestrales presentes en diversas especies de la familia Agavaceae,
sugiriendo la existencia de retrotransposones en puntos iniciales de la divergencia de las

especies del género.

El agrupamiento de los retrotransposones Gypsy sugiere por un lado que la familia | es
ancestral en el genoma de las tres especies analizadas, mientras que la familia Il se
origino después de la divergencia de A. angustifolia, 6 que ambas familias estuvieron
presentes en la especie ancestral pero las secuencias de la familia | dieron origen a la
familia dos mediante mutaciones adquiridas durante el movimiento de dichas familias.
Esto ultimo sugeriria que existen familias con mayor actividad insercional que origina

diversos niveles de variacion.

Los retrotransposones pudieran ayudar a esclarecer las relaciones filogenéticas en
algunos géneros, por ejemplo en Solanum los resultados filogenéticos con secuencias
parciales de TR de Ty1-copia concuerda con la historia evolutiva de tomate (Solanum

lycopersicum) y las especies relacionadas filogeneticamente™.

De acuerdo a la hipétesis planteada la familia Il pudo originarse después de que A.
tequilana y A. fourcroydes divergieron de A. angustifolia. Sin embargo nuestro alcance no
es suficiente para concluir con esta hipétesis. Pero al menos fue posible identificar 8

familias de retrotransposones.

La informaciéon generada hasta el momento demuestra que diversas familias de estos
elementos estan presentes en el genoma de Agave y éstos muestran divergencia en
secuencia, de manera similar a muchas otras especies vegetales tanto monocotiledéneas
como dicotiledéneas, pudiendo tener un papel importante en evolucion, participando en
diversos procesos celulares 6 como respuesta a estrés ambiental o jugando un papel
importante como agentes que generan variacion genética durante rearreglos genémicos,
como por ejemplo durante la ploidizacidon del genoma o durante los procesos de

recombinacién en la reproduccién sexual.

Aungue se ha reportado que la transposicion de éstos elementos en arroz se dispara en
condiciones de estrés® asi mismo en Arabidopsis thaliana la transposicién esta regulada
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por metilacién®*** o de que e! ambiente de cultivo in vitro induce su activacion, es
necesario entender con mayor profundidad como se regula su activacién y si existen sitios
especificos de insercién dentro del genoma. Adicionalmente es indispensable determinar
cual es la contribucién de cada una de las familias propias de una especie al tamano del

genoma o en qué momento y bajo gue circunstancia se dispara su transposicién.

En Agave se desconoce el papel que puedan jugar los retrotransposones: en los
procesos de poliploidizacién, de recombinacién, de especiacién o la forma en que se
regulan. Se desconoce la distribucion y contribucion al tamafio del genoma de estos
elementos. Toda esta informacién puede ser valiosa para poder determinar el origen de

los poliploides.
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4.1 CONCLUSIONES.

#» Los retrotransposones LTR (Gypsy y Ty1copia) estan presentes en el genoma de
las tres especies analizadas.

% Los retrotransposones Gypsy son mas heterogéneos que los Ty1-copia con un con
un porcentaje de identidad de 11% y 22% respectivamente.

<+ En este trabajo se identificaron 6 familias para Ty1-copiay 2 en Gypsy.
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4.2 PERSPECTIVAS.

Para identificar el numero de familias de retrotransposones en Agave y poder hacer
inferencias evolutivas, es necesario incluir las especies representativas del género e
identificar las familias de retrotransposones ancestrales y las que se originaron después
de la divergencia de las especies. La localizacién fisica en los cromosomas por
hibridacion in situ fluorescente (FISH) puede ayudar a esclarecer el origen de los

poliploides y a sugerir alguna funcién relacionada con su localizacién

Para tener un acercamiento de la contribucién al tamafio del genoma de cada una de las
familias, se puede determinar el numero de copias por PCR en tiempo real y

considerando el tamafo promedio de los retrotransposones.

Para entender si la transposicién se dispara en condiciones de estrés. Se puede medir los
niveles de expresion por PCR en tiempo real en diferentes estreses.

Se ha propuesto que los retrotransposones generan variabilidad genética en plantas que
se reproducen asexualmente, esto se puede ser comprobado evaluando la variabilidad
entre hija y planta madre por medio de marcadores moleculares SSAP.
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