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1. Resumen de las ideas clave

Los recientes avances en Genética y Gendmica estdn proporcionando una
gran cantidad de informacion sobre la secuencia y la funcion de los genes, lo
que supone la base para el desarrollo de nuevas estrategias de estudio de la
diversidad. En este articulo se describe una nueva metodologia de uso
creciente, utilizada para la deteccidn de polimorfismos genéticos en
poblaciones naturales: ECOTILLING. Esta herramienta se ha empleado con éxito
en diversas especies, no sélo para estudiar la variabilidad existente, sino con
fines de mejora vegetal o animal. En este articulo se incluye una breve revision
tedrica y una explicacion prdctica detallada. Con la explicaciéon planteada se
pretende facilitar el aprendizaje de esta nueva estrategia de andlisis de la
diversidad al alumno de Ciencias de la vida (Agronomia, Biologia, Veterinaria,
Medio ambiente, Biotecnologia..), tanto a nivel teérico como prdctico.

2. Objetivos

Una vez que el alumno haya leido con detenimiento este documento, serd
capaz de:

1. Describir y explicar los fundamentos bdsicos de la técnica de ECoTILLING.
2. Dar ejemplos y aplicaciones de esta técnica en diversos campos.
3. Disenar y desarrollar-aplicar un experimento de este tipo.

4. Analizar e interpretar resultados obtenidos.

3. Infroduccion

La técnica a estudiar, ECOTILLING, es una adaptacién de la herramienta de
genética reversa y gendmica funcional denominada TILLING (Targeting
Induced Local Lesions in Genomes).

El TILLING se inicia generando una coleccién de individuos mutantes con
etimetanosulfonato (EMS) u otros mutdgenos, que posteriormente se analizan
de forma sistemdtica (“screening”), para identificar mutaciones puntuales en
genes-diana seleccionados. La identificacion de mutaciones no requiere la
secuenciacion de cada genotipo, sino que se lleva a cabo a gran escala
obteniendo moléculas homoduUplex o heterodUplex a partir de un proceso de
desnaturalizacion-renaturalizacion mezclando parejas de amplicones. Para un
amplicén concreto (correspondiente a todo el gen diana o a un fragmento del
mismo), cada pareja incluye un amplicén procedente de un individuo cuyo
genotipo se desea conocer y el mismo amplicdn procedente del genotipo de
referencia (genotipo empleado para obtener la coleccidon de mutantes; suele
elegirse una variedad elite que pretende mejorarse para aspectos concretos).
Los fragmentos resultantes de la renaturalizacion que son de tipo heterodUplex
(emparejamiento entre dos moléculas monocordales que no son fotalmente
complementarias) se distinguen de los homoduUplex (emparejamiento entre
moléculas complementarias en toda su longitud) mediante digestion con
endonucleasas que reconocen los emparejamientos andémalos entre bases
("mismatch”). Estos "mismatches” puntuales ocurren cuando entre los dos
amplicones existen polimorfismos de fipo SNP o indel (Single nucleotide
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Polymorphism o pequenas inserciones-delecciones). Una vez cribada toda la
poblacién para cada amplicdn, aguellos individuos que presenten mutaciones
con respecto al control se seleccionan, se fija la mutacion (que estd en
heterocigosis en el individuo original), y se estudia su fenotipo. La funcién del
gen se esclarece relacionando la mutaciéon identificada con el fenotipo
mostrado por el individuo en cuestién. Esta técnica se empled por primera vez
en plantas en la especie modelo Arabidopsis thaliana ' y presenta ciertas
ventajas respecto a ofras aproximaciones de genética reversa.

El ECOTILLING utiliza un procedimiento muy similar para la identificacion de
mutaciones en genes concretos, pero empleando poblaciones natfurales. En
este caso, por tanto, no se inducen mutaciones, sino que se parte de una
coleccién de individuos (coleccién de germoplasma) lo mdas diversa posible y
representativa de la variacion natural existente en la especie. El genotipo de
referencia suele ser también una variedad de élite, una linea mejorada de
interés o uno de los parentales del mapa genético de la especie, frente al cual
se quieren estudiar las variaciones existentes en la naturaleza. En especies en
las gque la mutagénesis quimica no es eficiente este método es una alternativa
para estudiar la funcidén génica, aungue en este caso es necesario tener en
cuenta la disparidad entre los fondos genéticos de los genotipos analizados
para estudiar la correspondencia mutacién/fenotipo. El ECoOTILLING permite
evaluar muchas muestras répidamente en busca de SNPs e indels, reduciendo
el tiempo y coste del descubrimiento de SNPs frente a otras técnicas. El primer
estudio publicado en el que se aplicé la técnica EcoTILLING también fue
llevado a cabo en A. thaliana 2, permitiendo la identificacidon de 55 haplotipos
(combinaciones de mutaciones) en los 5 genes analizados. Posteriormente, se
ha puesto a punto en cultivos de interés como Populus trichocarpa 3, cebada
(Hordeum vulgare) 4 y meldn (Cucumis melo) 5, para examinar genes de
resistencia a hongos y a virus, y en otras especies como Vigna radiata, para
realizar estudios de diversidad en colecciones de germoplasma. A
continuacién se explican los pasos del procedimiento con detalle. En especies
de valor agrondémico tiene especial importancia para la mejora, por ejemplo,
en el caso del meldn se confirmd la presencia de una mutacién no silenciosa
leucina-histidina en el factor de inicio de la traduccion elF4E, relacionada con
la resistencia al virus del cribado necrético del meldn, MNSV.

Desarrollo

Los avances en genética y gendmica de los Ultimos anos estdn siendo muy
rdpidos. Para entender y aplicar la estrategia de Ecotiling es necesario tener
conocimientos previos de Genética, Gendmica y técnicas de Genética
Molecular (PCR, electroforesis, secuenciacion). El contenido que se va a
presentar facilitard que el alumno utilice estos conocimientos previos para el
desarrollo de una nueva estrategia de andlisis de la variacion. Aplicando dicha
estrategia podrdn descubrirse nuevas mutaciones en plantas, animales y
humanos, relacionadas con caracteristicas de interés en los sectores de la
agronomia, medio ambiente, la produccién animal o la medicina. Son
impactantes los resulfados obtenidos hasta la fecha: cereales, frutas o verduras
resistentes a patdégenos o de mds calidad, o mutaciones poco frecuentes
asociadas a enfermedades en animales y humanos é.
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El contenido se ha estructurado utilizando un caso practico de Ecotiling
desarrollado por el grupo de Mejora Genética de Cucurbitdceas de la UPV. El
objetivo de este estudio es analizar la variabilidad natural en el gen CmACOI1
(ACC oxidasal de Cucumis melo L.), gen que forma parte de la ruta
enzimdtica de produccion de etileno, estando implicado, por tanto, en el
proceso de maduraciéon y la calidad del fruto. Se describen los fundamentos
bdsicos de cada paso, plantedndose una cuestion relevante al final de cada
uno para validar lo aprendido. Al final se presenta un esquema resumen que
permite confirmar el aprendizaje de la globalidad del proceso. El alumno se
puede apoyar durante el proceso de aprendizaje en los frabajos, software y
pdginas web citadas durante el desarrollo del mismo.

PASO 1. Seleccidon de una colecciéon de germoplasma representativa de la
variacidon en la especie

Uno de los aspectos clave para la aplicaciéon con éxito del ECoTILLING es la
seleccion del germoplasma a analizar. Es recomendable conocer la
distribucion de la variacién en la especie de trabajo (domesticacién, centros
de origen y diversificaciéon, etc.). Una estrategia adecuada es emplear
colecciones nucleares (que representen en un nUmero minimo de individuos la
mayor parte de la variacion de la especie). En cualquier caso, es conveniente
realizar un andlisis de la poblacién con marcadores neutros para conocer su
estructura.

Ejemplo: El meldn es una especie muy variable, especialmente en cuanto a
caracteres de fruto. La coleccidn empleada consiste en 212 entradas,
incluyendo representantes de las 2 subespecies y de los 16 morfotipos 7,
procedentes de 54 paises, preferentemente de los centros de origen y
diversificacién (Africa, Asia, regién mediterrdnea). Se encuentran tipos silvestres,
naturalizados, razas locales, lineas de mejora y cultivares comerciales (Figura 1).
El genotipo de referencia empleado, es decir, aquel frente al cual se quieren
identificar las mutaciones, es un tipo Piel de sapo (PS), la clase comercial mds
importante a nivel internacional de los melones de tipo inodorus.

P Figura 1. Diversidad geogrdfica vy
. morfoldgica de la coleccidon de
germoplasma de melén empleada
en EcOTILLING. La fotografia del
exfremo izquierda corresponde con

el fipo Piel de sapo, genofipo de
referencia.

¢(Cudles son los aspectos
clave para la seleccion de
la poblacién natural?

PASO 2. Preparacion del DNA

En primer lugar, se debe realizar una extraccién de DNA gendmico de calidad
para el posterior “screening”. Pueden utilizarse mezclas de DNA para acelerar
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el proceso de identificaciéon. Cuando se utiliza esta estrategia es necesario, en
el caso de encontrarse una mutacion, repetir el andlisis en las muestras
individuales para identificar el individuo mutante.

Ejemplo: El meldn es una especie parcialmente aldgama, por lo que una
“accesion” (muestra de semillas mantenida en un banco de germoplasma
procedente de una determinada colecta) no tiene por qué ser una coleccidén
de individuos homocigotos. Por ello, cada “accesidén” debe estar representada
por varios individuos. Para optimizar el andlisis es conveniente realizar “pools”
(mezclas equimolares de DNA de distintos individuos), tras la normalizacién. De
esta forma, en un pocillo de una placa se tiene la mezcla del DNA de, por
ejemplo, 8 individuos, tfeniendo solo 1 placa en vez de 8 (Figura 2). Esto ahorra
fiempo y dinero cuando se quieren analizar cientos de muestras.

Figura 2. Generacién de “pools” de DNA procedente
de 8 individuos (“eightfold pools”).

¢Coémo se puede maximizar el nUmero de
genofipos analizados reduciendo el tiempo
% invertido?

PASO 3. Amplificacion del gen o fragmento del gen de interés

Para llevar a cabo un experimento de EcOTILLING es esencial disponer de
secuencias gendmicas de genes candidatos involucrados en procesos
metabdlicos de interés. Esta situacidn es hoy en dia una realidad, tanto para
especies modelo como para especies menores, gracias a las mejoras de la
metodologia de Sanger, pero sobre todo a las nuevas técnicas de
secuenciacion masiva que estdn ampliando de forma impresionante el rango
de especies para las cuales se dispone de colecciones de secuencias.

A partir de la secuencia del gen diana elegido (disponible en base de datos,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/ 8) se disehan cebadores especificos
para amplificar la regiéon deseada (Figura 3). Es conveniente que el gen diana
tenga sdlo una copia en el genoma, pues facilita la amplificacion e
interpretacion de los resultados. También es necesario tener en cuenta que en
los Ultimos 100-200 pb al final del amplicén no se detectan bien los SNPs, por lo
gue muchas veces se han de estudiar varios amplicones solapantes. Los genes
largos y con muchos infrones se suelen dividir en amplicones de entre 1-1.5 kb
(tamano adecuado para la amplificacién, para  una adecuada
renaturalizacion, y para la optimizacién de la deteccién de mutaciones).

Ejemplo: En el caso del gen CmACOT1, con un Unico amplicén se permite la
identificacién de mutaciones en practicamente toda la secuencia del gen, a
excepcidon de los extremos de los exones 1y 4. La amplificacién se realiza con
cebadores marcados con dos fluordforos (IRD-700 Y IRD-800), lo que permite la
posterior visualizaciéon de los fragmentos digeridos y el andlisis de su tamano.

FF
ATG g—p 103 107 125 TAA .
Figura 3. Estructura del gen CmACO1. Los exones son las cajas y los infrones las lineas, indicdndose

el tamafo en pb. Los cebadores empleados se localizan en el primer y Ultimo exén, estando
marcado el cebador directo (PF) con IRD-700 y el reverso (PR) con IRD-800 en el extremo 5°.
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En realidad, suelen emplearse los cebadores marcados para amplificar el
genotipo de referencia y no marcados en el resto de genotipos. De esta forma,
sélo se visuadlizan los fragmentos con extremos del genotipo de referencia. El
genotipo de referencia es una linea pura “homocigota para todos sus genes”,
asi todos los fragmentos resultantes de la digestion procederdn de moléculas
de tipo heteroduplex entre el genotipo de referencia y cada uno de los
genotipos evaluados. Por ofro lado, como no puede asegurarse la homocigosis
de todos los genotipos evaluados, al no tratarse en su mayoria de lineas fijadas,
sino de fipos tradicionales o silvestres, conviene comprobar si son heterocigotos.
Por ello, habria que amplificar con cebadores marcados aquellos genotipos
qgue presentaran una mutacidon respecto al de referencia y realizar Ia
renaturalizacion “consigo mismo™.

(Por qué deben emplearse varios amplicones por gen para cribar toda su
secuencia? Elige de la base de datos del Genebank un gen que te interese y
trata de disefiar unos amplicones para su andlisis por ECOTILLING.

PASO 4. Obtencién de heterodiplex, digestion con Cel | y precipitacion

Una vez cuantificados los productos de la amplificacién, se mezcla la misma
cantidad del amplicén de cada genotipo con el amplicdn de referencia. Esta
mezcla se desnaturalizard, renaturalizéndose después lentamente, para que no
s6lo se formen homoduplex (XX o PSPS), sino también heterodUplex o moléculas
hibridas (XPS) (Figura 4).

Cuando existe un emparejamiento anémalo puntual (“mismatch”) la enzima
endonucleasa cortfa en ese punfo la cadena, resultando en fragmentos de
distinto famano segun la posicién del polimorfismo. Existen diversas nucleasas
que cortan sélo una de las hebras cuando detectan un “mismatch” vy, debido
a que no son eficientes al 100%, permiten detectar mds de una mutacién en un
amplicén. Entre las mds empleadas estdn S1 (incluye Endo |) y P1 de origen
fungico, y MBE y Cel | de origen vegetal. La nucleasa Cel | se extrae del apio,
habiéndose demostrado su eficacia tanto purificada como en extracto crudo
?. Cada nucleasa tiene un pH y una temperatura de trabajo.

PS >
" II Figura 4. Esquema de la deteccién de mutaciones por
ECOTILLING. Se muestra la mezcla de los pPCR de una entrada
I I I I cualquiera X con el genotipo de referencia PS. Se desnaturaliza
y renaturaliza de forma que algunas hebras X se emparejan
con las de PS (heterodUplex). Posteriormente, al tratar con una
II " " endonucleasa que reconoce emparejamientos anédmalos (en
verde) se obtienen fragmentos de distinto tamano segun la
Il cell posicién del punto de corte.
n — | 11

Tras la digestidn se procede a la precipitacién de los productos digeridos para
eliminar los restos de la PCR y digestion. Es muy importante en cada
experimento incluir una serie de controles: el genotipo de referencia
desnatfuralizado y renaturalizado consigo mismo (para comprobar que es
homocigoto), el genofipo de referencia no desnaturalizado-renaturalizado
pero si digerido con Cel | (para comprobar que la endonucleasa no corta
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cuando no hay moléculas hibridas) y el producto de PCR de este genotipo de
referencia (cualquier banda presente se tomard como ruido de fondo).

;Qué procedimiento se uliliza para detectar polimorfismos puntuales entre
amplicones tras el proceso de desnaturalizacién y renaturalizaciéon?;Qué
controles deben emplearse en un procedimiento de EcoTILLING?

PASO 5. Electroforesis y visualizacion en el analizador de fragmentos LI-COR.

Los fragmentos generados en la digestion se separan en un gel de acrilamida
en condiciones desnaturalizantes. La electroforesis se realiza en un analizador
de fragmentos LI-COR para obtener una elevada resolucion. El tamano de los
fragmentos nos indicard la posicion en el amplicdn de las mutaciones respecto
al genofipo de referencia. Asi, las bandas visualizadas corresponderdn a las
hebras de PS (son las Unicas marcadas con fluorescencia IRD) cortfadas en
diferentes puntos del amplicén. Cuando existen muchos SNPs en la secuencia
existe el riesgo de no visualizar aquéllos mds alejados del extremo marcado (57).
Se obtiene una imagen para cada uno de los 2 canales (marcaje IRD-700 e
IRD-800 respectivamente), de modo que en realidad se visualizan los 2 extremos
del amplicédn (5”7 y 37) y se pueden comprobar las bandas procedentes de un
mismo corte con famanos complementarios que suman el tfamano del
amplicén.

Ejemplo: En el amplicén ACO1 (1148 pb) encontramos una banda de 365 pb
en el canal-700, entonces debe existir una banda en el canal-800 cuyo famano
sea 783 pb (Figura 5). Ademds de cargar las muestras con el control PS, se ha
de incluir el control consigo mismo (PSPS), desnaturalizado y no desnaturalizado
(pero si digerido con Cel ), y el pPCR de PS. Se carga también en los extremos
un marcador de pesos para saber los tamanos de las bandas.

#—RD-700

— Q0%

Q1R

§ 230

783

Figura 5. Imagen del canal
IRD-700 (izagda.) e IRD-800
(dcha) del LI-COR con 8
de las muestras donde se
puede observar la
correspondencia  de los
fragmentos marcados con
cada fluoréforo (en rojo y
verde respectivamente).
Con una flecha se indica
585 el pocillo cuyo genotipo
presenta una mutaciéon tal

— que genera un fragmento

B de 365 pb y ofro de 783

|
H—t

>
l
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Figura 6. Imagen del canal-IRD700 para el
. amplicén ACO1. Se muestran las carreras
—_— o o == e correspondientes a 44 genotipos de meldn.

= - == -3 S== S -

Una vez se tienen los diferentes geles con todos los genotipos (o pools), se
anadlizan en busca de bandas consistentes (mutaciones), agrupando los
diferentes genotipos en haplotipos segun el patrén de bandas visualizado. En el
ejemplo del gel anterior (Figura 6).

L LU

(En qué posicion se encuentran las mutaciones con respecto al genolipo de
referencia?; Cudntos haplotipos identificas?

PASO 6. Andlisis e Interpretacién de resultados

Tras entender el fundamento de cada uno de los pasos anteriores, estamos en
situacion de interpretar los resultados obtenidos. Podemos comprobar nuestro
aprendizaje revisando la respuesta a la pregunta planteada en el punto
anterior. ¢Cudntos haplotipos identificas? Respuesta: Podemos agrupar los 44
genotipos en 8 haplotipos (HO-H7). El haplotipo HO engloba a todos los
genotipos que no presentan ninguna mutacién respecto al control PS. El resto
presentan las mutaciones que se indican en el esquema de la Figura 7. Se
indica, ademdas, la posicion de los SNPs localizados en exones (desde ATG).

- - -
—_— it —

— HS
ot - €—SNP747
= = 0% 5
e | :
-l —— SNP601T
— H2 | <

HO = | 2
=4 | =
- . 57, e
- Hi <—SNP388 : 6
=5 ! :
R i M\ = e S —
- _ - == S 3Ee — ! = ——t? b —< SNP269

Figura 7. Haplotipos encontrados y localizacién de SNPs para el amplicdn ACOT.

Ventaja: Hemos identificado todas las variantes alélicas naturales de este gen en la
especie. Este andlisis puede realizarse de forma rdpida en un nUmero muy amplio de
individuos y clasificarlos en los distintos haplotipos. Sélo es necesario confirmar las
mutaciones por secuenciacién, para asociar la banda visualizada a un SNP o indel
concreto, en un individuo de cada haplotipo.
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Las mutaciones comprobadas por secuenciacion se analizan utilizando varios
programas disponibles on line (clustalw2:http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw?2/
index.htmlb; blast2seq:http://blast.ncbi.nim.nih.gov/). Tras conocer el tipo de
cambio y la posicion exacta de cada mutacién, se estudia cdémo se veria
afectada la proteina. Las mutaciones en regiones intrénicas o del promotor
pueden suponer diferencias fenotipicas al afectar el nivel de expresion génica.
Las mutaciones en las regiones codificantes (exones) se analizan en funcién de
si conducen o no a un cambio aminoacidico. Incluso en el caso de que ocurra
un cambio el efecto puede ser muy variable dependiendo de la posicidén del
aa y del tipo de cambio. Hay mutaciones que truncan totalmente la proteina,
por ejemplo si la mutacién supone un coddén de parada. A veces el cambio de
aa no afecta a la funcionalidad de la proteina, debido a que es un aa del
mismo tipo o0 a que esa regidn proteica no contiene el centro activo. Existen
programas online (SIFT, hitp://blocks.thcrc.org/sift/SIFT seq submit2.html) que
predicen coémo se puede ver afectada la proteina. La determinacién se lleva a
cabo mediante alineamientos con genes ortélogos en las especies en las que
se tiene informacién. Mutaciones en las zonas mds conservadas, menos
tolerantes a los cambios de secuencia, es probable que conduzcan a drdsticos
efectos por ser importantes para la actividad proteica. Los indels conllevan
cambio de pauta de lectura, por lo que también son especialmente graves las
consecuencias.

Ejemplo: En el caso en estudio, sélo 3 mutaciones suponen un cambio de aaq,
siendo sdlo 2 las que segun el programa SIFT pueden afectar a la funcionalidad
de la ACCoxidasa (cambio aminoacidico no tolerado). El Ultimo paso seria
obtener individuos homocigotos para la mutacion en cuestion realizando
autofecundaciones (en el caso de ser heterocigotos) y realizar un fenotfipado
de éstos para asociar mutacién-fenotipo.

5. Resumen de la estrategia de Ecotilling

Seleccion de

genofipos Seleccién gen A lo largo de este objeto de
ECR con aprendizaje hemos visto los pasos
cebadores R RV R B N g de un proceso de EcoTILLING
marcados incluyendo la interpretacion de los
11 resultados. Repasamos la estructura
Mezcla con el - en este grdfico.
genotipo de i
referencia -
- F ¢
Desnaturalizacian ~5-orald —: ‘ ! srees e ‘ e . ‘ feeTes s
-renaturalizacion: 5 sl o ‘ ) ‘ L : i : ‘ ‘ ‘ : ‘
e | L st By
- T e ULV AL
- ' — Para comprobar qué realmente has
Separacidn aprendido lo explicado, selecciona
fragmentas (Licar) una especie y aplica el proceso de
Agrupacidn en
0O : EcoTILLING
Anilisis imagen: —
bandas=mutadan % Secuenciacion de 5i|21nu,;,a:,:§rnde
representantes q pérdida sentido,
de cada haplnting cambio pauta de

L1 .y .
Obtencidn q éFuncionalidad proteina?

humucigutnsy Asociacidn fenotipo

fenetinads.
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