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METODOS PARA INDUCIR MUTAGENESIS
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Genética cléasica:
Del fenotipo (natural o inducido) al gen

Genética Reversa:
Mutacion de un gen y observar fenotipo



GENETICA CLASICA

TABACO Xanthi NN TABACO Xanthi nn

¢POR QUE ESTA PLANTA NO SE ENFERMA FRENTE A
UN VIRUS Y LA OTRA S17?

IDENTIFICAR EL O LOS GENES INVOLUCRADOS



GENETICA CLASICA

CRUZAMIENTO DE LINEAS CON DISTINTOS FENOTIPOS
MARCADORES MOLECULARES: microsatelites, SSLP, CAPS
CLONAJE POSICIONAL

MAPA GENICO

IDENTIFICACION DEL GEN



CRUZAMIENTO DE LINEAS CON DISTINTOS FENOTIPOS
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CRUZAMIENTO DE LINEAS CON DISTINTOS FENOTIPOS
R ————————————————

RETROCRUCE DE F1 CON LINEA PARENTAL SENSIBLE
(O RESISTENTE)

Generating Backcross: Step 2

F1 (vnss) sonl (NNss)
Se realiza andlisis — SI g S X s s
con marcadores I I
moleculares a S fs 1
parentales y lineas ]’ !
segregantes

Backcross Mapping Population

S S Ss
Sensitive I I Resistant
Ss S S
F2 Resistant { I ! l Sensifive

1:1 segregation
Resistant:Sensitive




MARCADORES MOLECULARES
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Hibridacion tipo Southern

RFLP: Restriction Fragment Length Polymorphism

PCR: STS (Sequence-Tagged Site)

RAPD: Randomly Amplified Polymorphic DNA
AFLP: Amplified Fragment Length Polymorphism
SCAR: Sequence Characterized Amplified Region
CAPS: Cleaved Amplified Polymorphic Sequences.
Muestra restricciones polimorficas dada por la
digestion de PCR.

SSLP: Simple Sequence Length Polymorphism ,
muestra variabilidad en secuencias cortas
repetidas.



1 2 3 4 5 6 7
RS RS RS RS RS RS R 8§

Planta . e A\ \sonda

4ig resiriccion

0
. (Y] Y . -
ﬁ. II.':,-"\:'\I Irl:l.'\:".l

Patron de restriccion

Ventajas: Uso de sondas heterologas, reproducibles,
codominantes.
Desventajas: Bajo nivel de polimorfismo, requiere disponer

de sondas conocidas, uso de radiactividad, alta cantidad
DNA, laborioso y lento



Un Unico oligonucledtido de 10 bases, al azar, GC
Mas polimérfico que RFLP

Multiples bandas.

No se requiere conocimiento previo del genoma
Marcadores moleculares dominantes

Una banda no necesariamente es un unico fragmento
Baja Reproducibilidad 1ss2r1 F2
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RAPD de Sorgo para segregacion de caracter de
resistencia a brotado precosecha. DNAs de 1S, B2
(parentales), F1 y F2 amplificados con

el primer OP HO2. Eduardo Hepp



SCAR procedure

Cut and clone the
(Fr{a&cﬁ’u?n gﬁersj polymorphic band
1 2 3
- - - Sequence the insert and
design specific primers {16-24 bp)
- - . to amplify the band of interest
- (-
- T
j—— SCAR gel

Re-amplification of the (SCAR primers)

template will show clear g/ —
easy to interpret pattern 1 2 3

- -I



Permiten
establecer mapas
en los
cromosomas

Permiten establecer
marcadores asociados a
la caracteristica
estudiada
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CLONAJE POSICIONAL

Tomato Linkage Map 1952
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Lo E-Sl |0s grupos de ligamiento.

Indicando el fenotipo que
- : ' Identifico al locus

" "L A la izq: locus normal,
ole )

derecha: variante.

Los nuevos loci que se
Encuentran se mapean
relativo a los ya existentes.




CLONAJE POSICIONAL

Mmolec. STS, Clones YAC, Clones BAC
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Se identifica el gen responsable de la caracteristica




IDENTIFICACION DEL GEN ?

Una vez encontrado el “posible” gen:
Ensayos de complementacion

Analisis molecular de genes candidatos

Problemas:

Caracter controlado por varios genes..dominancia,
semidominancia.

Regiones gendmicas con bajo nivel de recombinacion

Poca cantidad de secuencias repetidas



GENETICA REVERSA

HERRAMIENTAS

MUTAGENESIS: Knock out
-T-DNA 2
-TRANSPOSONES >1NSERCIONAL
- GEN TRAP
-EMS = MUTACION PUNTUAL
-NEUTRONES = DELECION

SILENCIAMIENTO GENICO: Knock down

-ANTISENTIDO
-VIGS



1. Colecciones de mutantes

Mutagénesis

|

M1/M2

J R
t> Aislamiento de DNA

Escrutinio

de fenotipos Bisqueda de lesiones

€n genes concretos
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GENETICA REVERSA

MUTAGENESIS INSERCIONAL

Transposones Retrotransposon de maiz
(En/Spm, Ac/Ds y Mu).
Facilidad en la generacion de grandes colecciones
Posibilidad de reversion
Inestables

T-DNA
Menor nimero de copias
Mayor estabilidad
Sin preferencias por el sitio de insercion
Necesidad de transgénesis



MUTAGENESIS INSERCIONAL: TRANSPOSONES

N gene isolated by Ac transposon tagging Al conocer la

WT Mut Revertant secuencia del

Tave | TMve LLASIN transposon Ac,
permite la
identificacion por
PCR de la secuencia
Interrumpida, peor
son inestables...

- AR




MUTAGENESIS INSERCIONAL: TRANSPOSONES




MUTAGENESIS INSERCIONAL: TRANSPOSONES

N gene isolated by Ac transposon tagging

WT Mut EEL I Caracterizacion:.
L L Complementacion
en plantas
sensibles a TMV
gue no poseen gen




MUTAGENESIS INSERCIONAL: T-DNA

Banco de mutantes de arroz mediante el T-DNA.

The rice gene activation/knockout mutant library generated in Taiwan

Ml EpHe-Tuneion T-DNMA fod
= Gene knockoust
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Hsing etal. (2006) A b A e ol B PE IR EREARARANRNRAA
Plant Mol Biol : -




MUTAGENESIS INSERCIONAL: TRANSPOSONES o T-DNA

¢ Como identificar una mutacion... en un gen especifico entre los 25.500
genes en el genoma de Arabidopsis y en un conjunto de 100.000 plantas con
mutaciones distribuidas al azar?

Infiltracién con Agrobacterium

(15.000 plantas)

Gﬁ ﬂgﬁﬁ P Sembrar semillas
'ﬁ'ﬁ: —— en Kanamicina
e (60.480 KanR)

® o oF oF oFf oFf oF oF oF
| 9 plantas Kan®R/

/maceta
1L

o

"Pool de 9"
1 (6720)




MUTAGENESIS INSERCIONAL: TRANSPOSONES o T-DNA

; 9 plantas en cada
2 | .. IPLE | 257Podls de 8 Minj pool se agrupan
recoger semillas
en grupos de 25pools
.

3 R Ox25=225.....en total
o o son 60750 plantas,
— — entonces hay 270
pools de 225 (9x25)
"Pools de 225"
(270)

Los 270 pools se
agrupan en 30 super
pools de 9 pools c/u
(9X9x25)

Germinar "pools de 225"




MUTAGENESIS INSERCIONAL: TRANSPOSONES o T-DNA

9 Pools de 225

Escrutinio mediante PCR

- — -
LB RB B

g D] wman BO oligos especificos de la insercidn
BE6E Uit

>4

oligos especificos del gen

30 superpools de DNA

Combinaciones de oligos

A/RE B/RB A/LB g/p 888888
Extraer DNA a los 30 SUperpooIes X 30 superpools

(120 reacciones)
(con muestras de todas las plantas)

Combinacion de partidores para
realizar el analisis molecular



MUTAGENESIS INSERCIONAL: TRANSPOSONES o T-DNA

wr
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A RB LB B
Pool de 9 # 3
ﬂSembrur
A/RB B/RB A/LB B/LB P P P P P P P P P
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A/RB B/E%R C?"tn/LB B/LB
SUPEF‘PUG" HL Hasta identificar individuo

Super pool 4 tiene 9 pools de (25x9) plantas.

Ahora analizar cual de esos 9 pools tiene la planta mutante, luego
Identificar que pool de 9x25 sigue con la marca hasta identificar aquella
mutante del gen de interés.

Esta se deja semillar y de las planas homocigotas se vuelve a realizar el
estudio



MUTAGENESIS INSERCIONAL: TRANSPOSONES o T-DNA

Inconvenientes mutagenesis insercional

-No se puede estudiar la falta de funcion de
genes duplicados en tandem

-Requiere un nimero bastante grande de lineas
para conseguir la saturacion

-Solo se puede llevar a cabo en especies
transformables o con transposones internos



MUTAGENESIS INSERCIONAL: GEN-TRAP

En rojo, gen de interés
En celeste gen reportero GUS,
GFP, YFP

Genomic DNA

Se evalla al transformar al azar
~ Enhancer Trap - S la INSErcion ocurrio:
B: cercano a un enhancer de un
genX
C y D: dentro de un gen X,
rromoterTrap ODEENIENOSE UNA proteina trunca
fusionada a GUS.

<":{\ INSERTION ELEMENT p

Genefenhancer trap Selectable marker

Gene Trap

<




MUTAGENESIS INSERCIONAL: GEN-TRAP

El gen es identificado sin necesidad de un fenotipo mutante, lo cual es util
para Genes redundantes y Genes activos en distintos estadios de

desarrollo .

La funcidn genica puede caracterizarse en base a resultados de actividad
del gen reportero.




GENETICA REVERSA

HERRAMIENTAS
MUTAGENESIS:

-T-DNA
-TRANSPOSONES ~INSERCIONAL
- GEN TRAP
-EMS = MUTACION PUNTUAL
-NEUTRONES = DELECION

SILENCIAMIENTO GENICO

-ANTISENTIDO
-VIGS



MUTACION PUNTUAL: EMS

TILLING: Targeting Induced Local Lesions IN Genomes
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Pilar Cubas, Madrid



MUTACION PUNTUAL: EMS

TILLING: Targeting Induced Local Lesions IN Genomes

Digestién con CEL 1

calentamiento/
/desnaturalizacién @

Gel de acrilamida
desnaturalizante

Y asi se llega al gen

Pilar Cubas, Madrid



GENETICA REVERSA

HERRAMIENTAS
MUTAGENESIS:

-T-DNA
-TRANSPOSONES ~INSERCIONAL
- GEN TRAP
-EMS = MUTACION PUNTUAL
-NEUTRONES = DELECION

SILENCIAMIENTO GENICO

-ANTISENTIDO
-VIGS



DELECION: MUTAGENESIS POR NEUTRONES

3,

Bombardeo con a
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DELECION: MUTAGENESIS POR NEUTRONES

— e ——l .
| partidores
<«— especificos

]
[ v

l

Condiciones de PCR
que favorecen 1
fragmentos pequefios

Pilar Cubas, Madrid

Ventajas:

Posibilidad de analizar genes ubicados en tandem,

no requiere transformacion por lo que es Gtil en especies no
transformables, genera nuevas variedades.

Desventajas: si la mutacion abarca uno de los oligos. Resultados difieren
entre especies



GENETICA REVERSA

HERRAMIENTAS
MUTAGENESIS:

-T-DNA
-TRANSPOSONES ~INSERCIONAL
- GEN TRAP
-EMS = MUTACION PUNTUAL
-NEUTRONES = DELECION

SILENCIAMIENTO GENICO (SG)

-ANTISENTIDO
-VIGS
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Mecanismo SGPT

Fendmeno en el cual RNA de doble hebra (dsRNA) induce
SGPT.

Silenciamiento Secuencia-especifico. > 81% de identidad
nucleotidica. Es sistémico: se propaga a toda la planta.

Cosupresion y antisentido

Corresponderia a un mecanismo de defensa contra Virus y
Transposones. (¢Respuesta inmune innata?)




Mgggni;mg §§PT

Se transforman plantas con la secuencia del gen en estudio

Vector gque posee un fragmento del gen de interés en sentido
y en antisentido induce SG por la formacion directa de dsRNA, y por
ende el siRNA

vy ¥v

d {5 HisE T -y -
l ....... Pero se pueden
obtener diferentes
Si RNA grados de acuerdo a la

sistémicamente. eficienciay a la expresion
del antisentido



Mecanismo SG

ladas

wt silenc

Silenciamiento en eschscholzia del
gen de fitoeno desaturasa (pds)
involucrado en la sintesis de
carotenoides. Las plantas quedan
albinas (fotosensibles) de acuerdo
al grado de SG ya que el gen

g interfiere en tolerancia a luz

FLORES

HOJAS

ffects of EcPDS VIGS on the vegetative parts and inflorescences of eschscholzia plants. (A) non-treated plant, (B) treated plant she
Wege et al’ 2007 cading to necrosis in several leaves (red ammows). However, this plant escapes silencing by producing newly expanding, non siler

ached leaf (red arrow) emerging from a fully silenced shoot. (D) Unireated leaf. (E) Partially silenced leaf blade emerging from



SGPT para identificar la funcion de genes

2. Silenciamiento génico

Chuang and Meyerowitz (2000) PNAS 97: 4985-4990




SGPT gara iIdentificar la funcidén de ﬁenes

2. Silenciamiento génico

PT6S Inducido por Virus (VIGS)
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Nature reviews (2003) 4:29-38




