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1. INTRODUCCION

1.1. EL ADN REPETIDO.

Los genomas eucari6éticos, y en especial 1los de plantas
superiores, se caracterizan por su gran contenido en ADN, asi como por
una gran variacién en la cantidad de ADN entre diferentes especies. En
el caso de plantas esta variacién oscila entre los aproximadamente
70.000 Kb por genoma de Arabidopsis thaliana, hasta los
aproximadamente 100 millones de Kb encontrados en distintas especies
de Fritillaria (Liliaceae) (Bennett y Smith, 1991). Esta variacién se
extiende, en ocasiones, a las especies del mismo género, tal como
ocurre en el género Crepis donde se han detectado variaciones en el
contenido de ADN de hasta 10 o6rdenes de magnitud (Jones y Brown,
1976). Teniendo en cuenta que la complejidad estructural y evolutiva
de las especies con menor contenido en ADN es similar a aquellas con
mayor contenido (especialmente cuando pertenecen al mismo género), es
fédcil concluir que las plantas superiores poseen un exceso
considerable de ADN respecto al que necesitan para determinar su

comple jidad biolégica (Flavell, 1982a; Smyth, 1991).

Los estudios de desnaturalizacién y renaturalizaci6én llevados a
cabo en el genoma eucari6ético a mediados de los sesenta pusieron de
manifiesto que una proporcién importante del genoma eucari6ético esté
formada por secuencias de ADN repetido (Britten y Kohne, 1968). Pronto
se pensd que el ADN repetido podria ser el responsable de las
variaciones en el contenido de ADN entre diferentes especies de
plantas, asi como del alto contenido de ADN por genoma presente en
éstas. De hecho, tras determinar la proporcién de ADN repetido y ADN
de secuencia finica en muchas especies (Flavell, 1982a), se observ6é que
plantas con genomas pequefios poseen menor proporcién de secuencias
repetidas que aquellas que presentan mayor contenido en ADN. Asi,
Arabidopsis thaliana con un pequefio genoma posee aproximadamente un

152 de secuencias repetidas (Leutwiler et al., 1984) mientras que en
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las especies de cereales, que poseen genomas con alto contenido en
ADN, el ADN repetido constituye un 75-90Z del genoma (Flavell, 1980).
Por tanto, 1la wvariacién en el contenido de ADN entre distintas
especies estd causada principalmente por variaciones en el contenido

de ADN repetido (Flavell, 1982a)

A la vista de las cinéticas de renaturalizaci6én, Britten y
Davidson (1971) distinguen dos tipos fundamentales de ADN repetido. El
primero o ADN altamente repetido lo constituyen secuencias que estén
presentes en miles de millones de copias en el genoma. Se trata de
pequefias secuencias organizadas en tédndem las cuales, en la mayoria de
los casos, pueden separarse del resto del ADN mediante
ultracentrifugacién en gradientes de densidad como ADN satélite. E1
segundo grupo o ADN medianamente repetido, lo constituyen una variedad
de secuencias més complejas que se repiten desde una docena hasta

miles de copias, y que suelen estar dispersas por todo el genoma.

Aunque esta terminologia sigue manteniéndose en la actualidad,
sin embargo, se conoce la existencia de secuencias que afin estando
dispersas constituyen la fraccién mAs repetida de un genoma y otras
que, aGn organizadas en tédndem, son secuencias complejas que pueden
llegar a transcribirse (Doolittle, 1985). De igual forma, la
distincién entre ADN de secuencia Gnica y ADN repetido de bajo y alto
nGmero de copias no es tan exacta. De hecho, aunque las unidades de
una misma familia de ADN repetido mantienen una relacién en su
secuencia, ésta no es idéntica. Esto hace que 1la cantidad de
secuencias finicas y repetidas que encontramos en un determinado genoma
varie en funcién de las condiciones de astringencia en las que se
realiza la renaturalizacién (Flavell, 1982a). El genoma eucarié6tico
muestra, pues, un espectro continuo en el nGmero de secuencias asi
como en la homologia que existe entre ellas. Por ello, algunos autores
(Singer vy Berg, 1991) distinguen entre secuencias repetidas
organizadas en tédndem y secuencias dispersas en distintos lugares del

genoma junto a ADN de copia fGnica, ya que es posible que los
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mecanismos que originan y mantienen estos dos tipos de elementos

repetidos sean muy diferentes.

Dentro del primer grupo de ADNs repetidos se encuentran, entre
otros, el ADN satélite, los genes que codifican para algunos ARNs (el
ARN ribos6mico 18S, 5.8S y 25S, el ARN ribosémico 5S y el ARN de
transferencia), las familias multigénicas que codifican para proteinas
tales comos las histonas, y el ADN que forma parte de los telémeros de
los cromosomas eucariéticos. E1l segundo grupo o ADN repetido disperso
estd formado por secuencias como las SINES y las LINES de mamiferos
(Singer, 1982) o la familia Cinl de maiz (Shepherd et al., 1984). La
estructura y organizacién de las secuencias repetidas dispersas es
mucho mis compleja y variable que las que muestran las secuencias
repetidas en tédndem. Muchos de los elementos repetidos dispersos
estudiados muestran caracteristicas similares a la de los elementos
transponibles (Jagadeeswaran et al., 1981; Shepherd et al., 1984;
Soares et al., 1985; Smyth et al., 1989), por lo que se cree que la
transposicién es un mecanismo capaz de amplificar y distribuir este

tipo de elementos repetidos por todo el genoma (Smyth, 1991).

Dispersos por el genoma eucariético existen también pequefios
clusters de secuencias simples de ADN en té&ndem: los "minisatélites" y
los "microsatélites". Los minisatélites estédn formados por unidades
repetidas de aproximadamente 15-35 pb. Aunque, se han aislado y
caracterizado principalmente a partir del genoma humano y de otros
mamiferos (Jeffreys et al., 1985), repeticiones similares se han
encontrado también en aves (Gyllensten et al., 1989) y en plantas
(Martienssen y Baulcombe, 1989). Los microsatélites estdn formados por
unidades simples de di-, tri- o tetranucle6tidos repetidas en téndem
en varios sitios del genoma eucaribético (Tautz, 1984; Weising et al.,
1992). Una caracteristica comGn de este tipo de ADN repetido es su
gran variabilidad en el nGmero de copias repetidas presentes en cada
uno de los clusters dispersos por el genoma. Esto hace que cualquier

sonda capaz de detectar estos loci polimérficos origine un patrén de
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hibridacién en Southern-blot especifico de cada individuo (DNA
fingerprint) (Jeffreys, 1987). En este trabajo, nos vamos a centrar en

el ADN repetido en té&ndem.

1.1.1. EL ADN REPETIDO EN TANDEM

1.1.1.1. EL ADN SATELITE

El ADN satélite estd formado por secuencias simples de ADN que
se repiten millones de veces en tédndem formando grandes clusters en
los cromosomas eucari6éticos. Esta caracteristica permite separarlas
del resto del genoma como  una banda "satélite" mediante

ultracentrifugacién en gradientes de densidad.

Desde el descubrimiento del ADN satélite (Kit, 1961; Sueoka,
1961), la centrifugacién en gradiente de densidad fué el primer método
empleado para aislar secuencias altamente repetidas en téndem. No
obstante, y aunque dicha técnica permite incluso separar diferentes
satélites relacionados en secuencia (Gall y Atherton, 1974), en muchos
casos las bandas de ADN satélite que aparecen como picos homogéneos en
la ultracentrifugacién poseen mds de una familia de secuencias o
incluso puede tratarse de ADN cloroplastidial o mitocondrial, los
cuales bandean con una densidad diferente del ADN nuclear (Flavell,

1982a).

El descubrimiento de las enzimas de restriccién y el desarrollo
de las técnicas moleculares de clonacién han permitido manipular y
analizar de forma m&s precisa el complejo genoma eucaribtico y
concretamente el ADN satélite. Asi, cuando se corta el ADN genémico
con enzimas de restriccién, se fracciona por electroforesis en geles
de agarosa o poliacrilamida y se tifie con bromuro de etidio, las
secuencias de ADN repetido aparecen como bandas discretas en el gel.
Esto ha permitido identificar, aislar y clonar secuencias especificas

de ADN repetido y especialmente de ADN satélite (Kato et al., 1984;
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Martinez Zapater et al., 1986; Batistoni et al., 1991). De igual
forma, 1la digestién con enzimas de restriccién del ADN satélite
previamente aislado por wultracentrifugacién, permite purificar vy
clonar secuencias especificas de la familia o familias de ADN repetido
que forman parte del mismo (Peacock et al., 1981; John et al., 1986;

Jantsch et al., 1990).
A) Variaciones entre las unidades de un ADN satélite.

Aunque las secuencias que forman parte de un ADN satélite son
similares no son en ningGn caso idénticas. Evidencias que demuestran
esta heterogeneidad son: a) la renaturalizacién de un determinado ADN
satélite conlleva una disminucién en la estabilidad térmica del ADN
renaturalizado, lo que da idea del ntGmero de apareamientos incorrectos
que se producen al renaturalizar dos elementos diferentes de una misma
familia (Bedbrook et al., 1980; Flavell, 1982a; Barnes et al., 1985),
y b) las unidades de un mismo satélite no poseen todas las mismas
dianas de restriccién (Brutlag, 1980; Singer, 1982). La digestién de
un ADN satélite con enzimas de restriccién origina normalmente un
patrén en escalera, el cual refleja las variaciones en las dianas de
restriccién entre las diferentes copias. Estas variaciones pueden ser
de distribucién aleatoria o, por el contrario, reflejar alteraciones
locales de copias vecinas, las cuales forman grandes clusters en
ciertas regiones cromosémicas o se distribuyen en intervalos regulares

dentro del satélite (Singer, 1982).

Las alteraciones puntuales pueden suponer tanto la pérdida como
la ganancia de la secuencia de reconocimiento para una enzima de
restriccién. En el primer caso, y si la alteracién es aleatoria,
aparece lo que se ha venido a llamar un patrén de digestién tipo A, en
el que la mayor proporcién de fragmentos corresponden a la longitud
del monémero, mientras que la proporci6én de multimeros de mayor peso
molecular va disminuyendo progresivamente. En el segundo caso, sin

embargo, aparece una predominancia de fragmentos de ADN de alto peso
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molecular (patrén de digestién tipo B; Hbrz y Zachau, 1977).
Alteraciones puntuales al azar en la secuencia de los monémeros que
puedan alterar sitios de restriccién especificos, se han encontrado en
multitud de ADNs satélites de plantas (Kato et al., 1984; Martinez
Zapater et al., 1986; Leclerc y Siegel, 1987; Kochko et al., 1991;
Solano et al., 1992). En ciertos casos dichas variaciones han podido
ser comprobadas directamente tras la secuenciacién de varios miembros
de una familia de ADN repetido (Grellet et al., 1986; Martinez-Zapater
et al., 1986; Sibson et al., 1991).

En algunos casos estas alteraciones no son al azar sino que se
localizan en ciertas regiones concretas del satélite, ya sea debido a
una amplificacién selectiva de ciertas regiones del satélite o a la
acumulacién de diferentes mutaciones en diferentes sitios cromosémicos
(Brutlag, 1980). Uno de los satélites méAs estudiados en este sentido
es el satélite alfa humano. Dicho ADN satélite estd formado por
monémeros de aproximadamente 171 pb que se repiten en tédndem en las
bandas-C centrémericas de todos los cromosomas (Manuelidis, 1978). No
obstante, sobre esta organizacién en tédndem del monémero, cada
cromosoma muestra una periodicidad diferente para sitios de
restriccién, es decir, existe una unidad de repeticién de mayor tamafio
(formada por multicopias del monémero) especifica para cada cromosoma

(Willard y Waye, 1987a y b).

Alteraciones agrupadas en cluster han sido encontradas también
en el ADN satélite de plantas. Asi, en aquellos casos en donde se han
clonado ordenaciones en tédndem de varios elementos de ADN repetido, se
ha podido comprobar que, en general, la divergencia que existe entre
unidades pr6ximas es menor que la que existe entre unidades més
separadas (Grellet et al., 1986; Sibson et al., 1991). Unidades
repetidas de mayor tamafio que las del monémero (al igual que ocurre
con el ADN satélite alfa humano) se han encontrado recientemente en
plantas donde Kochko et al. (1991) observaron que aunque en ciertas

variedades de Oryza rufipogon cierto ADN satélite se organiza en
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unidades de 360 pb, en otras este mismo satélite aparece organizado en
unidades de mayor orden, las cuales se corresponden con la unién de
10, 15 o 16 mon6émeros de 360 pb. Dichos autores sugieren que la
divergencia en la secuencia de las unidades del satélite seguida de
amplificaciones que afectan a unidades de mayor tamafio que el monémero

dan lugar a este tipo de organizacién.

Ademds de por alteraciones puntuales, las unidades de un
satélite pueden variar como consecuencia de largas inserciones o
deleciones. Asi, Bedbrook et al. (1980) demostraron que las
variaciones que aparecen en el ADN satélite de Secale cereale definido
por unidades de 180 pb se deben a la insercién de una secuencia
diferente dentro del satélite, y a la posterior amplificacién de una
unidad de mayor longitud formada por varias unidades del satélite y de

la secuencia insertada.

La homologia entre las distintas unidades de un ADN satélite
varia de unos satélites a otros e incluso entre distintas familias de
ADN satélite de una misma especie (Bedbrook et al., 1980). Esto puede
reflejar el tiempo de divergencia entre las distintas familias desde
que se originaron o los distintos‘ grados de conservacién y
homogeneizacién entre diferentes familias de ADN repetido (Flavell,
1982a). Por otro lado, ciertos miembros de una misma familia sufren, a
menudo, reamplificaciones durante la evoluci6én lo que impide un
anélisis exhaustivo de la tasa de acumulacién de mutaciones en el ADN

repetido (Flavell, 1982a).
B) Homologias internas dentro de la unidad de repeticién.

El andlisis de la secuencia de muchos ADNs satélites animales ha
puesto de manifiesto la presencia de homologias internas dentro de la
unidad de repeticién béasica (Brutlag, 1980; Singer, 1982). En este
sentido, la unidad b&dsica de 234 pb en la que se organiza el ADN

satélite presente en las regiones de heterocromatina paracentromérica
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del ratén Mus musculus puede dividirse en cuatro subunidades de 58-60
pb que muestran entre si una homologia del 60Z. A su vez, cada
subunidad estd4 formada por subrepeticiones de menor tamafio las cuales
muestran un mayor grado de divergencia en su secuencia. A la vista de
estos resultados, se ha sugerido que este satélite puede haberse
originado como consecuencia de mutaciones y amplificaciones
alternantes que comenzaron con 3 secuencias relacionadas de unos 9

nucleétidos (Singer, 1982).

Ciertos ADN satélites de plantas muestran también homologias
internas dentro de la unidad bé&sica de repeticién. Grellet et al.
(1986), tras examinar la secuencia presente en la unidad de 177 pb en
la que se organiza el ADN satélite de Raphanus sativus, observaron que
ésta puede dividirse en tres bloques mAs pequefios de aproximadamente
60 pb, los cuales mantienen una homologia del 60Z. Los autores
proponen que la duplicacién y divergencia de la secuencia de 60 pb ha
dado lugar a la unidad mayor de 177 pb, la cual ha sido posteriormente
amplificada. De igual forma, Sibson et al. (1991) observaron que las
unidades de repeticién de 176-177 pb que definen el ADN satélite de
dos especies de Brasica (B. napus y B. campestris) estédn formadas por
tres subunidades de 59 pb, las cuales han sufrido pequefias inversiones
y duplicaciones unas respecto de otras a lo largo de la evolucién. Las
unidades bésicas de repeticién de otros ADNs satélites, sin embargo,
no muestran homologias internas (Barnes et al., 1985; Martinez-Zapater
et al., 1986). Brutlag (1980) ha sugerido que estos satélites mAs
complejos, que no parecen tener su origen en la amplificacién de
repeticiones de menor tamafio, pueden ser mAs antiguos que aquellos con

subrepeticiones, o tener una funcién diferente.

C) Homologias y diferencias entre distintos ADNs satélites.

La mayor parte de 1los ADNs satélites estudiados, tanto en

animales como en plantas, son especificos de una sola especie o de un

grupo de especies muy relacionadas (Singer, 1982; Lapitan, 1992). Asi,
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por ejemplo, los ADNs satélites aislados de centeno (Appels et al.,
1978), cebada (Belototsky y Ananiev, 1990) o trigo (Gerlach et al.,
1978) son especificos de cada especie. De igual forma, el satélite
TGRI de tomate, aunque presente en todas las especies del género
Lycopersicon, no se ha encontrado en otras especies relacionadas del
género Solanum (Ganal et al., 1988). Por tanto, el ADN satélite se
puede considerar como una de las regiones del genoma eucari6tico que

mAs cambian a lo largo de la evolucién (Singer, 1982).

En otros casos, la comparacién de la secuencia de varios ADNs
satélites, tanto de animales como de plantas, ha puesto de manifiesto
la existencia de regiones que comparten una gran homologia (Brutlag,
1980; Grellet et al., 1986; Martinez-Zapater, 1986). Estas similitudes
entre distintos ADN satélites podria indicar que el ADN satélite
mantiene una determinada funcién, o que los distintos ADNs satélites
se han originado a partir de secuencias conservadas que se han
amplificado independientemente en cada especie (Martinez-Zapater et

al., 1986).

La heterogeneidad en la secuencias de los ADNs satélites, se
extiende también a los distintos ADNs satélites de una especie. Asi,
diferentes ADNs satélites en los géneros Brasica (Hallden et al.,
1987; Gupta et al., 1990) o Beta (Schmidt et al., 1991) no mantienen
ninguna homologia en su secuencia. En cambio, los ADNs satélites
encontrados en Cucumis sativus (Ganal et al., 1986; Ganal y Hemleben,
1988) parecen tener un origen comGn, al igual que ocurre con las
secuencias simples de ADN satélite de Drosophila melanogaster las
cuales, dada su estrecha relaci6én en secuencia y su proximidad fisica,

podrian haber derivado unas de otras (Lohe y Roberts, 1988).

D) Localizaci6én y distribucién del ADN satélite.

Desde que se descubriera que el ADN satélite del ratém formaba

parte de las regiones de heterocromatina constitutiva (Pardue y Gall,
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1970), muchos estudios de hibridacién "in situ" utilizando como sonda
el ADN satélite aislado en gradientes de densidad o secuencias ya
clonadas de ADN repetido han demostrado que la heterocromatina
constitutiva es el sitio principal donde se localiza el ADN altamente
repetido (John, 1988). En aquellas especies donde coexisten mis de un
ADN satélite, éstos pueden tener dos patrones diferentes de
distribucién. En ciertos casos, varios ADN satélites se localizan en
las mismas bandas C de un cariotipo. Asi, en Secale cereale se han
aislado seis familias diferentes de ADN repetido en t&dndem las cuales
se localizan juntas en todas las bandas C teloméricas (Appels vy
McIntyre, 1985). La heterocromatina paracentromérica de Drosophila
melanogaster estéd también formada por varios ADNs satélites (Lohe y

Roberts, 1988).

En otros casos, sin embargo, los diferentes ADNs satélites se
localizan en distintas bandas C. Estas diferencias en la composicién
de la heterocromatina pueden estar relacionadas con su localizaci6n
cromos6émica tal y como ha seflalado John (1988). Asi, en algunas
especies tales como cetédceos (Arnason et al., 1978) o en Atractomorpha
similis (John et al., 1986), la composicién en ADN repetido de las
bandas C centroméricas o paracentroméricas es diferente de la que
muestran las bandas C terminales o intersticiales. No obstante, en
otros casos se ha observado que las bandas C centroméricas de
distintos cromosomas pueden estar formadas por varias familias de ADN
reﬁetido. Asi, en Sus scrofa, el ADN repetido presente en la
heterocromatina centromérica de los cromosomas acrocéntricos difiere
del que presentan estas mismas regiones en los cromosomas

metacéntricos (Jantsch et al., 1990).

Se sabe ademds que la heterocromatina constitutiva tiende a
acumularse en ciertos regiones tales como los telémeros y los
centrémeros. El anédlisis de la distribucién de la heterocromatina en
muchas especies animales y vegetales ha puesto de manifiesto que las

bandas C de cromosomas no hom6logos tienden a estar localizadas en
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sitios similares o equilocales respecto al centrémero (Heitz, 1935).
Por tanto, deben existir ciertos mecanismos capaces de originar

secuencias de ADN repetido en sitios similares del genoma.

En un intento de explicar esta distribucién particular de la
heterocromatina asi como las diferencias en la composicién entre
distintas bandas C de un mismo complemento, Schweizer y Loidl (1987)
han propuesto un modelo general de evoluci6én de la heterocromatina
basado en la disposicién espacial de los cromosomas en los nficleos
interfésicos. Para explicar la distribucién equilocal de 1la
heterocromatina, estos autores proponen que las regiones teloméricas y
centroméricas funcionan como sitios donde se 1lleva a cabo 1la
amplificacién y posterior distribucién de secuencias repetidas a
sitios equilocales de cromosomas no homélogos. Esta distribucién se
veria facilitada por una disposicién espacial de los cromosomas en los
nGcleos interfédsicos (polarizacién "Rabl"; Rabl, 1885) que permite que
las regiones equilocales de cromosomas no homélogos se mantengan lo
suficientemente préximas como para poder intercambiar secuencias de

ADN heterocromético.

En otros «casos, una familia de ADN repetido se 1localiza
especificamente en un cromosoma concreto del complemento. Aunque esta
distribucién especifica se ha descrito principalmente en el caso de
cromosomas sexuales (Cooke, 1976), sin embargo, Schweizer y Loidl
(1987) han propuesto que la heterocromatina de los cromosomas NORs
puede también diferir de la del resto de los cromosomas del cariotipo.
No obstante, son pocos 1los datos moleculares que apoyan esta
hipétesis. Barnes et al., (1985) observaron que el ADN satélite que se
localiza en todas las bandas C teloméricas del complemento de Allium
cepa, no hibrida con la heterocromatina terminal del cromosoma NOR. En
la especie humana, existe una subfamilia de ADN satélite alfa y una
familia de ADN disperso (familia 724) que, aunque estan localizadas
preferentemente en los cromosomas NORs, estdn también presentes en

otros cromosomas (Kurnit et al. 1986; Jorgensen et al. 1987).
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1.1.1.2. EL ADN RIBOSOMICO 18S, 5.8S y 25S (ADNr)

Los genes que codifican para los ARNs ribosémicos
citoplasmdticos 18S, 5.85 y 255 constituyen una de las familias de
secuencias repetidas mAs conservadas en eucariotas. Estos se organizan
formando uno o varios clusters de unidades repetidas en téndem, cada
una de las cuales contiene un gen estructural para cada uno de los
ARNs ribos6micos. En la mayor parte de los casos, estos clusters de

ADNr coinciden con las regiones organizadoras del nucleolo o NORs.

La unidad b&sica de repeticién del ADNr es muy similar entre las
distintas especies de eucariotas (Hemleben et al., 1986). Del extremo
5’ al extremo 3’, los genes de ADNr se disponen de la forma 18S + 5.8S
+ 25S. Entre el extremo 3’ del gen 25S y el extremo 5’ del gen 18S se
localiza un ADN espaciador (espaciador intergénico, IGS) cuya longitud
varia desde 1 Kb hasta 12 Kb en el caso de plantas (Rogers y Bendich,
1987). Bésicamente, cada unidad estd formada por una regién que no se
transcribe y que constituye la mayor parte del IGS y una unidad de
transcripcién formada por una pequefia regi6én del IGS y por la regién
que codifica para los ARNs ribosémicos 18S, 5.8S y 25S. Separando los
genes 185, 5.85 y 255, existen dos regiones internas que si se
transcriben (ITS1 y ITS2) (ver esquema adjunto) (Hemleben et al.,

1986).

ITS1 ITS2

5 IGS 3
25 S 18 S 25 S —

5.85

En aquellos casos donde se ha 1llevado a cabo un estudio
detallado del IGS, se ha observado que aproximadamente la mitad del
mismo estéd formado por subrepeticiones cortas en tédndem cuya longitud

oscila entre 100 pb y 300 pb (Appels y Dvorak, 1982; Yakura et al.,
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1984; McMullen et al., 1986; Grellet et al., 1989). La funcién de
estos elementos repetidos en el IGS no est4d aGn muy clara. No
obstante, los estudios llevados a cabo principalmente en sistemas
animales sugieren que estas subrepeticiones pueden regular 1la
transcripcién del ADNr al funcionar como sitios de terminaci6én de la
transcripcién (Labhart y Reeder, 1986), sitios de uni6én para la ARN
polimerasa I o para factores de transcripci6én (Moos, 1983), o como

"enhancers" de la transcripcién (Reeder, 1984).

La mayor parte del ARN que existe en wuna célula es ARN
ribosémico. En la mayor parte de los eucariotas, esta gran demanda de
ARNr se ve satisfecha por la presencia de un gran nGmero de genes de
ADNr. En los genomas animales existen entre 100 y 1000 copias de ADNr
mientras que en el genoma de plantas el nGmero de copias oscila entre
500 y 400.000 (Rogers y Bendich, 1987). Pero, el ntmero de copias para
el ADNr no sélo varia entre diferentes especies sino que también puede
diferir entre individuos de la misma especie e incluso entre células
de un mismo individuo. Aunque debe de existir un nGmero minimo de
copias para mantener el metabolismo normal de la célula, el aumento en
el namero de genes de ADNr no afecta al fenotipo normal del individuo
(Rogers y Bendich, 1987). Asi, en maiz, se han detectado variaciones
en la cantidad de ADNr de hasta cinco 6rdenes de magnitud, sin que
ello afecte a la cantidad de ARNr o proteinas producidas ni al

fenotipo general de la planta (Buescher et al., 1984).

Esta variacién intraespecifica en la cantidad de ADNr, indica
que, en general, el genoma eucari6ético y principalmente el de plantas
presenta un excesivo ntmero de copias de ADNr con respecto al que se
requiere para la sintesis de ARNr. Deben, por tanto, existir ciertos
mecanismos capaces de regular la transcripci6én del ADNr. Algunos
autores han propuesto que parte de los genes de ADNr permanecen
inactivos ya que se encuentran condensados en forma de heterocromatina
(Flavell, 1986b). Esta organizacién del ADNr esté bien estudiada en el

caso del maiz, donde se ha demostrado que la heterocromatina que
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reside a ambos lados del NOR hibrida con ADNr y es capaz de organizar
un nucleolo cuando el NOR adyacente desaparece (Givens vy Phillips,
1976). El resto de genes son capaces de transcribirse cuando
permanecen descondensados y constituyen la regién organizadora del
nucleolo (NOR) (Flavell, 1986b). Esta Gltima fraccién de genes
permanece sin metilar en ciertos sitios especificos, por lo que se
cree que la metilaci6én es otro factor importante a la hora de regular

la transcripcién del ADNr (Flavell, 1986b; Hemleben et al., 1986)

La longitud de la unidad bé4sica de repeticién del ADNr difiere
de unas especies a otras oscilando entre 7.8 Kb y 18.5 Kb en el caso
de plantas (Lapitan, 1992). Esta heterogeneidad se debe principalmente
a variaciones en la longitud y en la secuencia del IGS ya que la
longitud asi como la secuencia de la unidad de transcripcién, est4 muy
conservada entre las distintas especies (Long y Dawid, 1980; Rogers y
Bendich, 1987). En la mayor parte de las plantas estudiadas existe
ademds una variacién intraespecifica para la longitud de las
repeticiones de ADNr la cual estéd relacionada con variaciones en el
namero de subrepeticiones existentes en el IGS (Hemleben et al., 1986;
Rogers y Bendich, 1987). Esta variacién en el nGmero de subunidades
dentro del IGS se ha atribuido a la formacién de intercambios
desiguales entre subunidades repetidas de un mismo cromosoma o entre
cromosomas homélogos (Flavell, 1985; Williams y Strobeck, 1985). En
algunas plantas tales como el guisante (Ellis et al., 1984) o cebada
(Saghai-Maroof et al., 1984), las diferentes clases de ADNr definidas
por su longitud no se encuentran entremezcladas en un mismo cluster de
ADNr sino que cada una de ellas se encuentra localizada en un locus o

NOR especifico.
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1.1.1.3. EL ADN 5S

Los genes nucleares que codifican para el ARN ribos6mico 5S (ADN
55) constituyen, junto con el ADNr, otra de las familias multigénicas
conservadas en eucariotas. En la mayor parte de los eucariotas
superiores, la organizacién del ADN 5S es distinta de la que muestra
el ADNr. E1 ADN 5S estd4 formado por unidades repetidas en té&ndem cuya
longitud varia de 200 a 900 pb en las distintas especies analizadas
(Lapitan, 1992). Cada unidad de repetici6én estd formada por una regién
codificante de aproximadamente 120 pb que constituye la regién méas
conservada (Barciszewska et al., 1985; Ellis et al., 1988), y un
espaciador intergénico que muestra una gran variacién interespecifica
tanto en la secuencia como en la longitud (McIntyre et al, 1988b;
Ellis et al., 1988; Kolchinsky et al., 1990). Duplicaciones o
deleciones dentro del espaciador intergénico son también la causa de
variaciones intraespecificas para la longitud de 1las wunidades
repetidas de ADN 5S (Ellis et al., 1988; Kolchinsky et al., 1990).
Asi, el ADN del guisante estd formado por dos tipos de unidades las

cuales difieren por la presencia de una duplicacién de 50 pb en una de

ellas (Ellis et al., 1988).

Las unidades de ADN 5S se organizan en uno o varios clusters
cuya localizacién difiere de la del ADNr. En algunas especies como
cebada, trigo o centeno el ADN 5S se localiza en los mismos cromosomas
que el ADNr (Appels et al., 1980; Dvorak et al., 1989; Mukai et al.,
1990; Lagudazh et al., 1991), pero en la mayor parte de las especies su
localizacién cromos6émica difiere de la del ADNr (Ellis et al., 1988;
Lapitan et al., 1991). La organizaci6én de los clusters de ADN 5S ha
sido investigada mediante electroforesis de pulso cambiante en el
guisante (Ellis et al., 1988) y en tomate (Lapitan et al., 1991). En
ambos casos se ha demostrado que los clusters de ADN 5S est4n formados

Gnicamente por unidades ininterrumpidas de ADN 5S.
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1.1.1.4. EL ADN TELOMERICO.

El concepto funcional de tel6mero deriva de los estudios
citogenéticos que realizaron H.J. Muller (1938) en Drosophila
melanogaster y B. McClintock (1941, 1942) en Zea mays. Estos autores
demostraron que los extremos de los cromosomas son estructuras
especializadas, sin las cuales los cromosomas serian inestables.
Ademids de esta funcién, los telbémeros también pueden estar implicados
en mantener una organizacién tridimensional de la cromatina en los
nGcleos interfésicos, como consecuencia de una interaccién entre los
telémeros de distintos cromosomas o debido a la asociacién de los
telémeros con la membrana nuclear (Fussell, 1984). En los daGltimos
afios, el andlisis molecular de la estructura de los telémeros ha
puesto de manifiesto que éstos pueden facilitar 1la replicacién
completa de los extremos de los cromosomas previniendo la degradacién
progresiva de los extremos cromosémicos durante la replicacién

(Blackburn y Szostak, 1984).

Los primeros estudios sobre la estructura y secuencia especifica
de los telémeros de los cromosomas de eucariotas se llevaron a cabo en
el protozoo ciliado Tetrahymena thermophila (Blackburn y Gall, 1978).
Se demostré que el teloméro de Tetrahymena estaba formado por unidades
repetidas en tdndem de la secuencia GGGTT. Desde entonces, el anédlisis
de la secuencia de los telémeros de muchos eucariotas inferiores (ver
revisién de Zakian, 1989) y la reciente clonacién y caracterizacién de
los tel6meros de la planta Arabidopsis thaliana (Richards y Ausubel,
1988) y del tel6mero humano (Moyzis et al., 1988) ha revelado que la
estructura y secuencia de los telémeros de todos los cromosomas
eucarib6ticos es bastante similar (Meyne et al. 1989). BAsicamente, el
ADN telomérico estd formado por un oligonucleétido corto que se puede
englobar bajo la secuencia consenso (T/A), Gi_g, el cual se repite en
tadndem en un nGmero variable de copias en cada tel6mero (Meyne et al.,
1989, Zakian, 1989, Ganal et al., 1991). Esto hace que las dos cadenas

de ADN telomérico sean asimétricas: una de ellas es rica en G mientras
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que la otra lo es en C. El extremo 3’ de la cadena rica en G est4
siempre orientado hacia el extremo del cromosoma y forma una
estructura en horquilla por un apareamiento entre los residuos de G

(Blackburn, 1990).

La presencia de wuna nGmero vafiable de copias de 1la wunidad
bédsica de repeticién hace que la longitud del ADN telomérico no s6lo
varie entre los telémeros de unas especies a otras (Brown, 1992), sino
también entre los cromosomas de una misma especie (Zakian, 1989)
Ademéds, la longitud del ADN telomérico en un cromosoma puede aumentar
0 disminuir de wuna generacién a la siguiente, debido a que los
telémeros no pueden replicarse completamente mediante el mecanismo
normal de la replicacién del ADN (Shippen-Lentz y Blackburn, 1990).
Aunque se sabe de la existencia de una enzima especifica (telomerasa)
capaz de elongar la cadena rica en G (Blackburn, 1991) e impedir que
exista una pérdida progresiva de ADN a nivel telomérico durante la
replicacién semiconservativa del ADN, sin embargo, el ntmero medio de
copias de ADN telomérico se mantiene a través de un balance entre los
procesos capaces de elongar el tel6mero (replicacién o recombinacién)
y los que originan una disminucién en el tamafio del ADN telomérico
(replicacién incompleta o degradacién por exonucleasas). Por tanto, el
telémero puede considerarse como una estructura dindmica sujeta a
cambios continuos. De hecho, estudios recientes en ratén (Kipling y
Cookee, 1990) y en plantas (Broun et al., 1992) han puesto de
manifiesto la existencia de un alto grado de polimorfismo para el
tamafio de los clusters de ADN telomérico. Comparadas con otras sondas
de ADN hipervariable tales como los minisatélites o las secuencias
relacionadas con el ADN del fago M13, el ADN telomérico es uno de las

regiones mis variables del genoma de plantas (Broun et al., 1992).
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1.1.2. EVOLUCION Y FUNCION DEL ADN REPETIDO

La evolucién del ADN repetido, al igual que otras regiones del
genoma, estd4d Iintimamente relacionada con su funcién. Como hemos
indicado anteriormente, las regiones que no se transcriben dentro del
ADNr o del ADN 5S muestran mayores cambios que aquellas que se
transcriben para dar los ARNs ribosémicos y que, por tanto, estén
sujetas a una presién selectiva mucho mayor. No obstante, se desconoce
si el ADN satélite y otras secuencias de ADN repetido disperso tienen
alguna funcién. La presencia de ADN satélite en todos los organismos
eucariotas y su preferencia a localizarse en sitios cromosémicos
similares (centrémeros y telémeros principalmente) ha permitido hacer
algunas especulaciones acerca de su posible funcién en determinados
procesos tales como el mantenimiento de la estructura cromosémica o la
estructura tridimensional de los nficleos interfésicos (John y Miklos,
1979; Manuelidis, 1982) o en procesos de la linea germinal tales como
apareamiento, segregacién o recombinacién (Flavell, 1986a). Estas
posibles funciones del ADN satélite podrian explicar las homologias
encontradas entre distintos ADNs satélites de animales y plantas
(Brutlag, 1980; Grellet et al., 1986; Martinez Zapater et al., 1986).
No obstante, si el ADN satélite carece de funcién y se acumula en el
genoma simplemente por ser neutro a la seleccién (Dollitle y Sapienza,
1980; Orgel y Crick, 1980), estas homologias entre distintos ADNs
satélites se deberian a la amplificacién de secuencias conservadas en

distintas especies (Martinez Zapater et al., 1986).

Sea cual sea la funcién del ADN repetido, lo que si se sabe es
que los miembros de una misma familia mantienen un alto grado de
homologia. Asi, por ejemplo, aunque la mayor parte de las copias de
ADN  ribos6mico de una especie permanezcan inactivas, éstas se
mantienen homogéneas tanto en las regiones génicas como en los
espaciadores intergénicos. Por tanto, independientemente del grado de
variacién de una familia de ADN repetido, la homologia entre 1los

miembros de cada familia es mayor dentro de una especie que entre
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especies relacionadas. Para explicar esta evolucién concertada de los
miembros de wuna familia, se han propuesto varios mecanismos:
amplificacién, intercambios desiguales, conversién génica y

transposicién (Dover, 1982).

La amplificaci6n es el mecanismo méds obvio capaz de generar
miltiples copias de una misma secuencia. Aunque los mecanismos capaces
de amplificar una determinada secuencia se desconocen, el andlisis de
la estructura de la unidades de ADN satélite refleja que ciertas
partes del mismo han sufrido varias rondas de amplificacién vy
divergencia a lo largo de su evoluci6én (Bedbrook et al., 1980;

Flavell, 1982a; Grellet et al., 1986).

El apareamiento y recombinacién entre distintas unidades de ADN
repetido en tédndem es otro de los mecanismos capaces no sé6lo de
homogeneizar una familia de ADN repetido sino también de explicar las
variaciones intra e interespecificas para el nGmero de copias dentro
una misma familia (Smith, 1976). Muchas de las caracteristicas del ADN
satélite (Brutlag, 1980), asi como las variaciones en el espaciador
intergénico o en el nGmero de copias para el ADNr (Rogers y Bendich,
1987), parecen tener su origen en intercambios desiguales. No
obstante, la conversi6én génica puede también jugar un papel importante
en la evolucién de las secuencias repetidas en té4ndem tales como el
ADN satélite (Grellet et al., 1986) o el ADN ribosémico (Hillis et
al., 1991).

El anélisis de la estructura del ADN repetido disperso ha puesto
de manifiesto que la transposici6én puede jugar un papel importante en
la amplificaci6én y dispersi6n de estas secuencias por todo el genoma
(Smyth, 1991). Puesto que es menos probable que se produzcan

apareamientos e intercambios desiguales entre distintas secuencias de
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ADN repetido disperso, se ha sugerido que l% homogeneldad de estas

familias se mantiene principalmente a travéé “de conver316n génlca

(Dyson y Sherrat, 1985).
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Por otro lado, es digno de mencionar que el ADN repetido
localizado en distintos sitios de cromosomas no hom6logos, también se
mantiene homogéneo (Arheim et al., 1980; Suzuki et al., 1990; Garrido-
Ramos et a&l., 1992; Jantsch et al., 1990). Esto implica que los
mecanismos capaces de homogeneizar una familia de ADN repetido no sélo
deben de ocurrir entre croméAtidas hermanas o cromosomas homélogos sino
que deben de afectar también a wunidades repetidas localizadas en
diferentes cromosomas. Se ha propuesto que la homogeneizacién de las
distintas secuencias del ADN satélite localizadas en distintos sitios
cromosémicos se veria facilitada si estas regiones se mantienen en
estrecho contacto durante algGn estadio del ciclo celular (Flavell,
1982b; Schweizer y Loidl, 1987). Asi, en Sus scrofa, se ha observado
que las regiones de heterocromatina capaces de asociarse durante la
primera profase meibtica estdn formadas por unidades de ADN satélite
mids homogéneas que las de aquellas que no se asocian (Jantsch et al.,
1990). Por tanto, es posible que la asociacién de la heterocromatina
durante la primera profase mei6tica facilite la recombinacién entre el
ADN heterocromdtico de cromosomas no homélogos y por tanto, la
homogeneizacién de un ADN satélite localizado en distintos cromosomas

(Schwarzacher et al., 1984; Schweizer et al., 1987).

1.2. LOS CROMOSOMAS Bs

Los cromosomas Bs son cromosomas extras que aparecen en forma de
polimorfismos en multitud de especies animales y vegetales, siendo
totalmente prescindibles para el desarrollo normal de los individuos
que los portan (Jones 'y Rees, 1982). Existen ademids otras
caracteristicas que definen a estos cromosomas:

a) Son morfolégicamente diferentes de los cromosomas estdndar de
las especies (As), siendo normalmente mds pequefios y, en la mayoria de

los casos, heterocromdticos.
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b) Los cromosomas Bs no se aparean con ningGn miembro del
complemento cromosémico normal durante la meiosis, lo que los
distingue de elementos aneuploides o polisémicos.

c) La herencia que muestran estos cromosomas es normalmente no
mendeliana, exhibiendo a menudo inestabilidad y no disyuncién durante
la meiosis. En algunas especies, los cromosomas Bs estdn sujetos a
fuertes mecanismos de acumulacién. Sin embargo, el aumento del ntGmero
de Bs suele ser perjudicial, existiendo un limite en el ntGmero méximo
de Bs que un individuo de una determinada especie puede tolerar. Por
tanto, su mantenimiento en las poblaciones naturales est4 determinado
por mecanismos opuestos que acumulan o disminuyen el n@mero de
cromosomas Bs en las poblaciones (Jones y Rees, 1982). Pueden también
presentar inestabilidad mitética, en cuyo caso, el ntGmero de Bs puede
variar entre las distintas células de un mismo individuo.

d) Aunque los cromosomas Bs de muchas especies no muestran
ningGn efecto sobre los individuos que los portan, en otros casos, se
han descrito efectos muy variables. Los cromosomas Bs pueden reducir
la fertilidad (Suja et al., 1986; Hewitt et al., 1987), provocar
anormalidades durante la meiosis (Parker et al., 1981), reducir la
tasa de desarrollo (Harvey y Hewitt, 1979), etc. En la mayor parte de
los casos los efectos que producen son acumulativos, dependiendo mas
del ntmero que presenta el individuo que de la presencia o ausencia de

éstos (Jones y Rees, 1982).

1.2.1. EL ADN DE LOS CROMOSOMAS Bs

Los cromosomas Bs han sido normalmente considerados
heterocromédticos. No obstante, el desarrollo de las técnicas de bandeo
C ha puesto de manifiesto que la cantidad de heterocromatina varia
entre los cromosomas Bs de unas especies a otras (Jones y Rees, 1982).
Ademés, los cromosomas Bs de muchas especies de plantas son totalmente
eucromédticos (Jones, 1975; Greilhuber y Speta, 1976). Es digno de
mencionar el hecho de que los cromosomas Bs de Picea glauca, aunque

heterocromdticos en los ntGcleos interfdsicos, no muestran una reaccién
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positiva tras el bandeo C (Teoh y Rees, 1977). Esto podria significar
que el ADN de los Bs de esta especie, aunque eucromdtico, muestra una
organizacién diferente respecto a los cromosomas estdndar (Jones vy
Rees, 1982). En otros casos, los cromosomas Bs pueden permanecer
condensados en algunos tejidos mientras que aparecen descondensados en
otros. Asi, los cromosomas eucromdticos de Phleum doehmeri, forman
cromocentros en los ntGcleos de las células del grano de polen pero
permanecen descondensados en los nficleos interfdsicos de las células

meristemédticas de la raiz (Joachimiak, 1986).

En general, el ADN de los cromosomas Bs es muy similar al que
contienen los cromosomas estédndar, siendo pocos los casos en donde se
han detectado secuencias de ADN especificas de los cromosomas Bs. El
ADN de plantas con y sin cromosomas Bs ha sido principalmente
analizado en maiz, centeno y trigo (Chilton y McCarthy, 1973; Rimpau y
Flavell, 1976; Dover, 1976). Comparando los patrones de
renaturalizacién y de ultracentrifugacién en gradientes de densidad
entre el ADN de plantas con y sin cromosomas Bs en maiz (Chilton y
McCarthy, 1973; Timmis et al., 1975), centeno (Rimpau y Flavell, 1976)
y trigo (Dover, 1976), los autores concluyen que ambos tipos de ADNs
muestran la misma composicién en bases, asi como la misma proporcién
de secuencias de ADN repetido y de secuencia fGnica. La
ultracentrifugacién en gradiente de densidad no mostraba tampoco
ningdn pico de ADN satélite en el ADN de plantas con cromosomas Bs.
Lima de Faria et al. (1983) comparan el patrén de digestién del ADN de
plantas de Secale cereale con y sin cromosomas Bs con cuatro enzimas
de restricci6n, no encontrando tampoco diferencias en cuanto al ADN
repetido en ambos tipos de ADNs. Sin embargo, Appels et al. (1978)
encontraron que el ARNc obtenido a partir del ADN de plantas normales
de centeno hibridaba in situ con la bandas C teloméricas de los
cromosomas As pero no con las de los cromosomas Bs. Esto podia indicar
que las bandas C terminales de los cromosomas Bs difieren en

composicién respecto a las que presentan los cromosomas normales.
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Resultados similares se han obtenido con los cromosomas Bs de
animales (Dover y Henderson, 1976; Klein y Eckhardt, 1976). No
obstante, en Pseudococcus obscurus, la hibridacién in situ con ARNc
transcrito in vitro a partir de ADN de individuos con y sin cromosomas
Bs, ha puesto de manifiesto que el ADN repetido de los cromosomas Bs
de esta especie difiere del que presentan los cromosomas esténdar

(Klein y Eckhardt, 1976).

El anédlisis mediante hibridacién in situ con ADN satélite
obtenido por wultracentrifugacién o de secuencias clonadas de ADN
repetido en sistemas con cromosomas Bs, ha indicado que ciertas
familias de ADN repetido pueden localizarse tanto en los cromosomas As
como en los Bs. John et al. (1986) ha demostrado que el ADN satélite 1
de Atractomorpha similis se localiza sobre las bandas C distales de
los cromosomas A y B pero no sobre las bandas C proximales de ambos
tipos de cromosomas. De igual forma, Amos y Dover (1981) estudiaron la
distribucién de varios ADNs satélites en los cromosomas A y B de
varias especies de Glosina llegando a la conclusi6én de que estos se
distribuyen sobre determinadas bandas C tanto de los cromosomas As
como de los Bs. El uso de sondas de ADN repetido en experimentos de
hibridacién in situ ha demostrado también que, en el maiz, el ADN
repetido que forma parte de los knobs de los cromosomas As, también
hibrida con 1la heterocromatina paracentromérica de los Bs. Esta
similitud entre ambos tipos de heterocromatina sugiere que el
centrémero de los Bs del maiz puede haberse originado a partir de
secuencias neocentroméricas presentes en la heterocromatina de los
knobs de los cromosomas As (Peacock et al., 1981; Viotti et al.,

1985).

Todos estos datos indican que el ADN de los cromosomas Bs es muy
similar al que se encuentra en los As, no apareciendo en ellos ninguna
amplificacién ni ninguna secuencia adicional con respecto a las que
presenta el genoma estdndar. Sin embargo, recientemente se han

detectado secuencias de ADN repetido especificas de cromosomas Bs. La
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caracterizacién citogenética de los individuos de la avispa Nasonia
vitripennis con el elemento genético psr (paternal sex ratio), capaz
de condensar y hacer que se eliminen los cromosomas de origen paterno
convirtiendo las hembras diploides en machos haploides, ha demostrado
que esta actividad reside en 1los cromosomas Bs. Ademéds, estos
cromosomas Bs contienen al menos tres familias de ADN repetido que no
presenta el genoma normal de la especie (Nur et al., 1988; Eickbush et
al., 1992). Por lo que respecta a los cromosomas Bs de plantas,
Sandery et al. (1990) han puesto de manifiesto la existencia de una
familia de secuencias repetidas en los cromosomas Bs de Secale
cereale. Esta familia, aunque especifica de los cromosomas Bs de
centeno, parece estar relacionada con otra familia de ADN repetido
formada por repeticiones de 480 pb localizada en la heterocromatina
terminal de los cromosomas As, estando también presente, aunque con
una organizacién diferente, en Secale vavilovii (Sandery et al.,
1990). En los cromosomas Bs de Brachycome dichromosomatica se ha
encontrado también otra familia de ADN satélite que, aunque no esté
presente en el genoma estdndar de la planta, muestra homologia con el

ADN de una especie relacionada, B. ciliaris (John et al., 1991).

Cabe sefialar también que, aunque los pocos efectos detectados en
los cromosomas Bs reflejan la presencia de pocos genes funcionales en
estos cromosomas, ello no significa que sean totalmente inactivos. Son
muchos los casos en donde se ha demostrado la presencia de NORs
activos en los cromosomas supernumerarios (Guillén y Ruiz Rején, 1984;
Cabrero et al, 1987; Brockhouse et al., 1989; Maluszynska y Schweizer,
1989). Sin embargo, se desconoce si los cromosomas Bs poseen genes de
secuencia Gnica activos. Asi, aunque Ruiz Rején et al (1980)
detectaron que la actividad para la enzima esterasa E-1 en Scilla
autumnalis estaba asociada a la presencia de cromosomas Bs,
posteriormente se demostr6 que el cromosoma B solo es capaz de regular
la actividad génica de este locus, de forma que el gen para la
esterasa E-1 estd codificado por el genoma estédndar, pero solo se

expresa en individuos con comosomas Bs (Oliver et al., 1982).
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1.2.2. ORIGEN Y EVOLUCION DE LOS CROMOSOMAS Bs

El origen y evolucién de los cromosomas supernumerarios ha sido
discutido por numerosos autores (Amos y Dover, 1981; Jones y Rees,
1982; Sapre y Deshpande, 1987; Green, 1990). Sin embargo, el actual
conocimiento de la estructura molecular asi como el comportamiento de

los cromosomas Bs no es atn suficiente para resolver este problema.

Como hemos indicado anteriormente, el andlisis molecular del ADN
de individuos con y sin cromosomas Bs ha mostrado que, en general, los
cromosomas Bs tienen una composicién similar a la de los cromosomas
estédndar. Ello sugiere que los cromosomas Bs no se originan de novo
sino que deben tener su origen en los cromosomas del complemento
esténdar. Inicialmente existirian como elementos polisémicos,
normalmente trisémicos, generados mediante mecanismos tales como
misdivisién translocaciones reciprocas, fisiones, no-disyuncién, etc.
(Jones, 1985), y que mantendrian una homologia considerable con el
cromosoma del que se originaron. No obstante, se sabe que los
cromosomas Bs mno se aparean con ningGn cromosoma normal del
complemento. Es por ello que el origen de los cromosomas Bs debe de
conllevar también una diferenciacién del cromosoma trisémico que
impida el apareamiento y la formaci6én de quiasmas con los cromosomas
estdndar. Esta pérdida de homologia debe ser rdpida ya que de no ser
asi se esperaria que en ciertos casos se diesen apareamientos entre
los cromosomas A y B (Jones y Rees, 1982). Por tanto, aunque a lo
largo de su evolucién el ADN del cromosoma B esté sujeto a cambios,
esta pérdida répida de homologia no puede deberse solo a una
diferenciacién rédpida en 1la composicién y/u organizacién del ADN
cromosémico del B. Deben existir otros mecanismos capaces de provocar
una diferenciacién rédpida que impida no Gnicamente el apareamiento
entre los As y los Bs sino también la supresién de la actividad génica
que normalmente caracteriza a estos cromosomas. Puesto que muchos
cromosomas Bs son heterocrométicos, la heterocromatinizacién

facultativa o constitutiva podria ser uno de los mecanismos capaces de
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explicar el aislamiento del cromosoma B respecto de su cromosoma A
ancestral asi como de la pérdida rédpida de actividad génica en los
cromosomas supernumerarios (Jones y Rees, 1982). En este sentido,
Peeters et al. (1985) encontraron que los cromosomas supernumerarios
que se originan de novo en Zea mays se hacen méds heterocromdticos en

la siguiente generacién.

Recientemente, Green (1990) ha propuesto que la diferenciacién y
evolucién de los cromosomas Bs estd sujeta al proceso denominado
"Muller’s ratchet" (Muller, 1964), previamente propuesto para explicar
la diferenciacién y degeneracién de los cromosomas sexuales. Si los
cromosomas supernumerarios derivan del complemento normal a través de
una trisomia, la actividad génica que puedan portar los cromosomas Bs
se veria cubierta por las secuencias presentes en el cromosoma
progenitor. Asi, la relajaci6én de la seleccién en las secuencias que
forman parte de los Bs hace que éstos vayan acumulando mutaciones
recesivas, deleciones y heterocromatinizdndose de generacién en
generaci6én, lo que conllevaria una pérdida de actividad génica y la
adquisicién de heterocromatina en los cromosomas Bs (Green, 1990). La
degeneracién del cromosoma supernumerario mediante este mecanismo
requeriria ademds la supresién de recombinacién entre los cromosomas
Bs y el cromosoma A del que derivan. No obstante, los mecanismos
capaces de impedir el apareamiento y la recombinacién no se conocen.
Green (1990) ha sugerido que los cromosomas homélogos progenitores de
los Bs, puesto que son mis grandes y comparten un mayor nGmero de
secuencias, se aparean antes entre si que con los cromosomas Bs mAs

pequefios.

En otros casos, se ha propuesto que los cromosomas Bs pueden
originarse como consecuencia de hibridacién interespecifica (Jackson,
1960; Sapre y Deshpande, 1987). Asi, los cromosomas Bs de varias
especies de los géneros Allium (Loidl, 1982; Guillén y Ruiz Rején,
1984) Crepis (Cameron, 1934; Babcock, 1947; Maluszynska y Schweizer,

1989) presentan actividad NOR. Aunque estos cromosomas Bs con
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actividad NOR pueden haberse originado de forma independiente en cada
una de 1las especies de cada género, es también posible que el
cromosoma supernumerario con el NOR se haya originado en una especie
ancestral comGn o en una de las especies del género y haya sido

transferido a las deméds mediante hibridacién (Green, 1990).

1.2.3. LOS CROMOSOMAS Bs DE C. capillaris

Los cromosomas Bs de C. capillaris fueron descritos y estudiados
por primera vez por Rutishauser (1960) en poblaciones naturales de
Suiza. A partir de entonces son muchos los autores que han estudiado
la citogenética, la herencia y los efectos de los cromosomas Bs de
esta especie. Tanto los cromosomas Bs encontrados inicialmente en
poblaciones suizas como los que posteriormente se han encontrado en
poblaciones naturales de Gran Bretafia (Whitehouse et al., 1981)
presentan la misma morfologia. Se trata de cromosomas metacéntricos
cuyo tamafio es aproximadamente un tercio respecto al cromosoma 2, el
mids pequefio de complemento estédndar de la especie, compuesto por tres

parejas de cromosomas (2n=6).

El estudio de los cromosomas Bs de C. capillaris mediante bandeo
C pone de manifiesto la presencia de dos regiones de heterocromatina
localizadas a ambos lados del centrémero que dan lugar a la banda C
mids grande del complemento, y que constituye aproximadamente un 35Z de
la longitud del cromosoma supernumerario (Maluszynska, 1990). Sin
embargo, y a pesar de su naturaleza parcialmente heterocromitica, el
ADN de los cromosomas Bs de C. capillaris se sintetiza durante todo el
periodo S del ciclo celular mientras que, por ejemplo, en los Bs
parcialmente heterocromdticos del maiz la sintesis tiene lugar al

final del periodo S (Abraham et al., 1968).

Recientemente, Maluszynska y Schweizer (1989) han demostrado la
presencia de cistrones ribos6émicos simétricamente localizados en ambos

brazos de cromosoma B de C. capillaris, tanto mediante tincién
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argéntica como mediante hibridacién in situ con ADN ribosémico. Estos
dos datos indican que el cromosoma B tiene una organizacién
isocromosémica. El andlisis de los complejos sinaptonémicos en células
madre del polen ha puesto de manifiesto que los cromosomas Bs de C.
capillaris muestran tanto apareamientos intercromosémicos como
apareamientos entre brazos de un mismo cromosoma lo que demuestra, de

nuevo, que el B de esta especies es un isocromosoma (Jones et al.,

1989).

El cromosoma B de C. capillaris contiene aproximadamente 0.78 pg
de ADN, lo que no es mucho comparado con el genoma diploide de 1la
especie (8.69 pg) (Maluszynska, 1990), pero, sin embargo, supera el
contenido en ADN del genoma haploide de ciertas plantas superiores
tales como el de A. thaliana o el del arroz (Bennett y Smith, 1991).
En C. capillaris, el contenido de ADN por unidad de longitud del
cromosoma es menor en los cromosomas Bs (0.27 pg/um) que en los
cromosomas As (0.4 pg/um) (Maluszynska, 1990), a pesar de que los
cromosomas Bs de esta especie son parcialmente heterocromédticos. Estos
datos contrastan con los obtenidos para los cromosomas Bs
heterocromédticos o parcialmente heterocromdticos del centeno (Jones y
Rees, 1968) o del maiz (Ayonoadu y Rees, 1964) en donde la cantidad de
ADN por unidad de longitud del cromosoma es mayor en los cromosomas Bs

que en los cromosomas As.

En las poblaciones naturales de C. capillaris, el ntmero de
cromosomas Bs por planta varia entre 0 y 2. Sin embargo, el
cruzamiento artificial entre plantas con Bs ha dado lugar a plantas
con hasta 5 cromosomas Bs en sus tejidos somAdticos (Maluszynska,
1990). El nGmero de Bs se mantiene constante en las células de la
raiz, la hoja y las bréacteas (Parker et al., 1989). Sin embargo, ei
cromosoma B de C. capillaris muestra no-disyuncién somética durante
distintos estadios del desarrollo de la inflorescencia, lo que origina
variaciones en el ntGmero de cromosomas Bs entre células madres del

polen dentro de una misma flor, entre las flores de un capitulo y
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entre los capitulos de una inflorescencia (Parker et al., 1989).
Aunque el ntmero de Bs en las inflorescencias es variable, en la mayor
parte de las plantas el ntmero de Bs en las flores es superior al que
aparece en los tejidos somédticos (Rutishauser y RBthlisberger, 1966,
Whitehouse et al., 1981; Parker et al., 1989). Esto hace que la
herencia de los Bs esté fuertemente favorecida con respecto a lo que
se esperaria si los cromosomas Bs se transmitiesen de forma
mendeliana, de tal forma que la media de transmisién es de 0.90 a

través del polen y de 0.83 a través de la linea femenina (Parker et

al., 1989).



o



Objetivos 30

2. OBJETIVOS

Tanto los cromosomas Bs de C. capillaris como los de otras
especies han sido ampliamente estudiados a nivel citogenético y
poblacional. Sin embargo, hasta el momento, existen muy pocos estudios

acerca de la estructura molecular de estos cromosomas.

El objetivo fundamental del presente trabajo es hacer un
andlisis comparativo entre el ADN de los cromosomas A y B de C.
capillaris. En concreto, se pretenden resolver los siguientes

aspectos:

1. Si los cromosomas Bs de C. capillaris estédn compuestos
por secuencias de ADN especificas o si, por el contrario, poseen

secuencias similares a las que existen en los cromosomas As.

2. S8i la composicién de las regiones de heterocromatina
constitutiva o bandas C de los cromosomas A y B es la misma, o si

difieren en secuencia y/o en organizacién.

3. Puesto que los cromosomas Bs de C. capillaris poseen
ADNr, se pretende comparar los genes de ADNr de los cromosomas A y B
de C. capillaris, asi como analizar el posible origen del cromosoma B

de esta especie a partir del cromosoma NOR.

4. Analizar 1la organizacién y distribucién de otras
secuencias de ADN repetido tales como el ADN 5S y el ADN telomérico en

los cromosomas A y B de esta especie.

Ademds de iniciar una caracterizacién molecular de los Bs, 1lo
que es fundamental para aclarar el origen y evolucién de este material
genético, los resultados que se obtengan de este estudio también nos
permitirdn analizar 1la organizacién, evolucién y distribucién de

distintas familias de ADN repetido en el genoma estdndar de C.
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capillaris. En este sentido nos proponemos analizar los siguientes

aspectos:

a) La caracterizacién molecular de la heterocromatina de C.
capillaris. Ademéds, teniendo en cuenta que C. capillaris ha sido un
especie modelo para estudiar la disposicién de los cromosomas en los
nGcleos, pretendemos aclarar el papel que juega la disposicién

cromos6mica en la distribucién y evolucién del ADN heterocromético.

b) La variabilidad y distribucién del ADN ribosémico 18S +
258 y del ADN 5S en el genoma estédndar de C. capillaris.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1. MATERTAL VEGETAL

La especie objeto de estudio en este trabajo ha sido Crepis
capillaris (Compositae). AdemAs, se han utilizado varias especies del
género Crepis: C. biennis, C. setosa, C. dioscoridis, C. rubra, C.

foetida y C. zacintha.

Todo el material vegetal ha sido obtenido a partir de semillas.
Las semillas de C. capillaris fueron proporcionadas por el Dr. R.N.
Jones (University College of Wales, Aberystwyth), y proceden de
poblaciones naturales de Suiza, las de C. zacintha, por el Dr. J. Grad
(Inst. f. Systematische Botanik, Universitdt Munchen), y las del resto

de las especies fueron proporcionadas por el Jardin Boténico de Kew,

Inglaterra.

Las semillas se sembraron en macetas hasta obtener plantas
adultas. Con el fin de determinar el nGmero de cromosomas Bs de cada
planta, los meristemos apicales de las raices se trataron con 0.05Z de
colchicina durante 4 horas, se fijaron el etanol : &cido acético (3:1)
y se conservaron a 4°C. Las yemas florales de cada planta se fijaron
en etanol : A&cido acético (3:1) y se conservaron a 4°C para analizar
la meiosis. Para la obtencién de ADN genémico, las hojas de cada
planta se lavaron abundantemente con agua, se congelaron en nitrégeno

liquido y se conservaron individualizadas a -80°C.

La obtenci6én de preparaciones mit6ticas se realizé a partir de
meristemos apicales de semillas germinadas. Las semillas se germinaron
entre papel de filtro humedecido en placas de Petri durante dos a
cinco dias. Tras la germinacién, las semillas se trataron con 0.05Z de
colchicina durante 4 horas, se fijaron en alcohol:4cido acético (3:1)

Yy se conservaron en el frigorifico.
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3.2. PREPARACION DE ADN CELULAR DE PLANTAS.

La obtencién de ADN total de Crepis capillaris, asi como de las
demds especies de Crepis analizadas, se llevé a cabo a partir de hojas
siguiendo el método de Dellaporta et al. (1983). El1 ADN extraido de
esta forma se purifiﬁo adicionalmente mediante varias extracciones con
un volumen de fenol y wuna Gltima extraccién con un volumen de
cloroformo:alcohol isoamilico (24:1). Tras la purificacién, el ADN se
precipit6é con etanol, se lav6é con etanol al 70 y se disolvié en 100-

200 pl de tampén TE.

La cantidad y calidad del ADN obtenido se determiné mediante
electroforesis horizontal en geles de agarosa al 0.7Z con el uso de
marcadores de peso molecular conocido (ADN del fago.  lambda digerido
con Hind 1III). El1 ADN extraido mediante este método era de
aproximadamente 30-50 Kb, resultando adecuado a la hora de digerirlo
con distintas endonucleasas de restriccién y de utilizarlo en anédlisis
de Southern-blot. No obstante, en la mayor parte de las extracciones
realizadas, el ADN estaba contaminado con polisacdridos y resultaba
inadecuado para ciertos prop6sitos tales como reacciones de ligacién y
marcaje. Es por ello por lo que, en determinadas ocasiones, el ADN
extraido mediante el método descrito por Dellaporta et al. (1983) se
purific6é adicionalmente usando la técnica propuesta por Rogers vy

Bendich (1988).

En aquellos casos en los que se necesité6 ADN lo suficientemente
puro como para poderlo medir sin error en un espectrofotémetro a 260
nm (en la estimacién del ntmero de copias de una familia de ADN
repetido mediante dot blot, por ejemplo), el ADN obtenido mediante el
método de Dellaporta et al. (1983) se trat6 con 100 pg/ml de ARNasa y
se purificé adicionalmente con el kit "Magic PCR PrepsTM DNA
Purification System" (Promega) siguiendo las instrucciones del

fabricante.
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3.3. TECNICA DE REASOCTIACION DE ADN GENOMICO EN UNA EMULSION DE FENOL
Y FORMAMIDA (F-PERT).

Con el fin de identificar secuencias especificas del ADN de los
cromosomas Bs se llev6 a cabo la técnica de reasociacién de ADN
genémico en una emulsién de fenol propuesta por Kohne et al. (1977), y
modificada posteriormente por Casna et al. (1986). Para ello, se
utilizé el ADN extraido mediante el método de Dellaporta et al. (1983)
y purificado posteriormente mediante el método de Rogers y Bendich

(1988). Los pasos seguidos fueron:

1) 5 png de ADN de plantas de C. capillaris con 2 Bs se
digirieron con 1 unidad del enzima Mbo I por pg de ADN durante 2 horas
en las condiciones recomendadas por el fabricante (Promega). A la
digestién de restriccién se le afiadi6é ARNasa a la concentracién de 100
pg/ml con el fin de eliminar el ARN. Tras la digestién, el ADN se
purificé sucesivamente mediante extraccién con 1 vol. de fenol, 1 vol.
de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1) y una extraccién
final con cloroformo:alcohol isoamilico (24:1). Tras precipitar el ADN
con etanol, éste se lavé con etanol al 70Z y se resuspendié en 50 pl

de agua estéril.

2) 300 pg de ADN de plantas sin cromosomas Bs se trataron con
ARNasa, se purificaron mediante extraccién con fenol y
cloroformo:alcohol isoamilico al igual que el ADN de plantas con Bs, y
se precipité con etanol. El ADN se resuspendi6 en 1 ml de agua estéril
y se rompié mediante sonicacién en fragmentos de aproximadamente 600

pb.

3) 1 png de ADN de plantas con 2Bs digerido con Mbo I se mezclé
con 200 pg de ADN de plantas sin Bs previamente roto mediante
sonicaci6én. La mezcla se desnaturaliz6é a 100°C durante 10 min y se

dej6 enfriar en hielo.
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3) La reasociacién del ADN desnaturalizado se realizé en 2M de
tiocianato potédsico, 10 mM de Tris-ClH pH 8, 0.1 mM EDTA pH 8, 8% de
formamida (Merck) y 30Z de fenol (Ultrapuro, BRL) a una concentracién
final de ADN de 50 pg/ml y en un tubo de polipropileno de 30 ml. El
ADN se dej6 reasociar a temperatura ambiente durante 48 horas con una

leve agitacién para mantener el fenol en emulsién.

4) Tras la reasociacién, la fase acuosa se recuper6 mediante dos
extracciones con 1 volumen de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1),,y
el ADN se precipité con 5 vol. de etanol y se resuspendié en agua

estéril.

5) 10 pg de ADN reasociado se ligaron con 100 ng de plésmido
pUC19 previamente digerido con Bam HI. La 1ligacién se realiz6 a
temperatura ambiente en un volumen final de 50 pl con 3 U. de DNA
ligasa de T4 en las condiciones que recomienda el fabricante

(Boehringer-Mannheim).

6) El1 producto de 1la 1ligacién se wutilizé para transformar
células competentes de E. coli DH5 alfa, y los clones recombinantes se
identificaron mediante el ensayo blanco/azul en placas de LB

conteniendo IPTG y X-gal (Sambrook et al., 1989).

3.4. IDENTIFICACION, AISLAMIENTO Y CLONACION DE ADN ALTAMENTE
REPETIDO.

3.4.1. Identificaci6én y aislamiento de ADN altamente repetido

La identificacién de ADN altamente repetido en el genoma de C.
capillaris se 1llev6 a cabo mediante el andlisis de 1las bandas
resultantes tras digerir el ADN total de la planta con enzimas de
restriccién, separacién del mismo en un gel de agarosa y tincién con

bromuro de etidio.
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Las digestiones se realizaron con 5 unidades de enzima por pg de
ADN en el tampén recomendado por el fabricante (Boehringer-Mannheim o
Promega) durante 8-16 horas. Los fragmentos de restriccién obtenidos
tras la digestién se separaron mediante electroforesis en geles
horizontales de agarosa del 0.7-1.5Z en tampém TBE 0.5 X (1 X TBE:
Tris 90 mM, &cido bérico 90 mM, EDTA 1mM) conteniendo 0.5 pg/ml de
bromuro de etidio. Identificamos asi tres bandas de ADN repetido de
aproximadamente 360, 260 y 160 pb las cuales surgen después de digerir
el ADN total de C. capillaris con las enzimas de restriccién Eco RI,

Dra I y Hind III, respectivamente.

Para clonar el ADN repetido presente en estas tres bandas, 10 pg
de ADN de C. capillaris se digirieron con las enzimas Eco RI, Dra I o
Hind III en las condiciones descritas anteriormente. Los fragmentos de
restriccién resultantes se separaron en un gel de agarosa NuSieve GTG
(FMC) de bajo punto de fusién al 32 en tampén TAE (Tris 0.04M, Acido
acético 0.04 M, EDTA 1 mM) conteniendo 0.5 pg/ml de bromuro de etidio.
Tras observar el ADN en un transiluminador de luz ultravioleta, las
bandas de interés se escindieron del gel con la ayuda de un bisturi y

se colocaron en un tubo de microcentrifuga.

3.4.2. Clonacién del ADN repetido aislado de geles de agarosa

La clonacién de los fragmentos de restriccién contenidos en cada
una de las bandas de ADN repetido obtenidas del gel se llevé a cabo

con la siguiente metodologia:

1) El plasmido pUC1l9 se digirié con las enzimas Eco RI, Hind II
o Hind III en las condiciones recomendadas por el fabricante, se
purific6é mediante extraccién con cloroformo:alcohol isoamilico (24:1)

y se precipité con etanol.

2) La ligaci6én del ADN aislado del gel de agarosa al vector

pPUC19 se realiz6é siguiendo el protocolo que recomienda FMC para la
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ligacién y transformaci6én en agarosa NuSieve-GTG fundida. La reaccién
de ligacién se realiz6é en una proporcién vector:inserto de 1:5 con 1
unidad de DNA ligasa de T4 (Boehringer-Mannheim) por cada 10 pl de

volumen final en el tampén de ligacién recomendado por el fabricante.

3) La mezcla de ligacién se utilizé para transformar células
competentes de E. coli DH5 alfa obtenidas mediante el método del CaCl,
descrito por Sambrook et al. (1989), y los clones recombinantes se
detectaron en placas con medio LB conteniendo ampicilina (100‘uglml),

IPTG y X-gal (Sambrook et al., 1989).

3.4.3. Deteccién de los clones recombinantes con el fragmento de ADN

repetido de interés.

La deteccién de las bacterias recombinantes conteniendo el ADN
repetido se realiz6é mediante hibridacién en dot-blot. Para ello se

siguieron los siguientes pasos:

1) Se seleccionaron 50 colonias recombinantes y se cultivaron en
medio LB liquido durante una noche. E1 ADN plasmidico de cada uno de
los clones se aisl6é a partir de 1,5 ml de cultivo siguiendo el método

de lisis alcalina propuesto por Sambrook et al (1989).

2) E1 dot-blot del ADN plasmidico de cada uno de los clones se
realiz6é siguiendo las instrucciones recomendadas por el fabricante de
la membrana de nylon utilizada, Hybond Nt (Amersham). E1 ADN se
desnaturaliz6 en agua hirviendo durante 10 min, se enfri6 en hielo
durante 5 min y se diluy6 con un vol. de 20 X SSC (NaCl 3M, citrato
s6dico 0.3M). Una muestra de aproximadamente 50 ng de cada pléasmido
fue aplicada manualmente a la membrana y se dejé secar a temperatura
ambiente. E1 ADN se fij6 a la membrana con NaOH 0.2M durante 4 min, y
la membrana se lavé con 6 X SSC durante aproximadamente 1 min y se

dej6 secar a temperatura ambiente.



MAterial y Métodos 38

3) La deteccién de los clones recombinantes con las secuencias
de ADN repetido se realizé hibridando los plédsmidos inmovilizados
mediante dot-blot con el ADN total marcado de C. capillaris o con ADN
marcado extraido a partir de la misma banda del gel que se utilizé
para clonar (ver apartado 2.5.3). El marcaje y la hibridacién se
llevaron a cabo utilizando el kit "ECL gene detection system"

(Amersham) en las condiciones que se indican en el apartado 3.5.4.

3.5. ANALISIS DE SECUENCIAS DE ADN REPETIDO MEDIANTE HIBRIDACION EN
SOUTHERN-BLOT

Con el fin de estudiar la organizacién y distribucién de las
secuencias de ADN repetido en el genoma de C. capillaris o en el de
otras especies de Crepis el ADN se digiri6é con distintas enzimas de
restriccién, se separé mediante electroforesis en geles de agarosa y
se transfiri6é a membranas de nylon. E1 ADN fijado a la membrana se

hibridé posteriormente con distintas sondas de ADN repetido.

3.5.1. RESTRICCION DE ADN GENOMICO, ELECTROFORESIS Y TRANSFERENCIA A
MEMBRANA

Para el andlisis de ADN gendémico mediante Southern-blot, 2-5 pg
de ADN genémico se digirieron con distintas enzimas de restriccién en
las condiciones recomendadas por el fabricante. En el andlisis del ADN
telomérico, la digestién previa con la exonucleasa Bal3l se realizé a
una concentraciéﬁ de 0.5 U/ml de enzima y 10 pg/ml de ADN en el tampén

que recomiendan Richards y Ausubel (1988).

Los fragmentos de restriccién resultantes se separaron mediante
electroforesis en geles horizontales de agarosa (0.7-1.5Z) en 0.5 X
TBE conteniendo 0.5 pg/ml de bromuro de etidio. La electroforesis se
realizé en geles de 20 cm de longitud a 1.5 voltios por cm durante 12

a 16 horas. El ADN fraccionado se visualizé en un transiluminador de
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luz ultravioleta, y el gel se fotografié usando la pelicula 665 de

Polaroid.

Tras la electroforesis, 1los fragmentos de restriccién se
transfirieron a membranas de nylon Hybond Nt siguiendo el protocolo
propuesto por Sambrook et al. (1989). La fijacién del ADN a la
membrana se realizé con NaOH 0.2M durante 4 minutos tal y como
recomienda "Amersham" para el uso del kit de marcaje, hibridacién y
deteccién no radiactivo ECL. La membrana se lavé con 6 X SSC durante,l

minuto y se dej6é secar a temperatura ambiente.
3.5.2. PLASMIDOS UTILIZADOS

Los clones recombinantes utilizados como sondas para el estudio

del ADN repetido de Crepis han sido los siguientes:

PTA 71: El plasmido pTA71 contiene un fragmento de restriccién Eco RI
de 9 Kb que corresponde a una unidad completa del ADN ribosémico 18S,
5.85 y 255 de trigo (Gerlach y Bedbrook, 1979). Este clon fue
proporcionado por la Dra. M. Clark (Queen Mary and Westelfield

College, Londres).

cP5S: Se trata de un césmido que contiene un fragmento de restriccién
Eco RI de aproximadamente 20 Kb formado por unidades repetidas de ADN
55 de guisante (Ellis et al., 1988). El clon fue proporcionado por el

Dr. T.H.N. Ellis (John Innes Institute, Norwich, UK).

PAtT4: E1 plédsmido pAtT4 contiene un fragmento de restriccién Pst
I/Bam HI conteniendo secuencias de ADN telomérico de Arabidopsis
thaliana (Richards y Ausubel, 1988). El clon fue proporcionado por el

Dr. E. Richards (Cold Spring Harbor Laboratory, New York, EEUU).
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Los deméds plasmidos recombinantes han sido clonados durante el
desarrollo de este trabajo y contienen ADN repetido de Crepis

capillaris:
pCc21: Contiene un fragmento Mbo I de 58 pb rico en dinucle6tidos CA.

PCcE9: Contiene un fragmento Eco RI de 356 pb que corresponde a una
unidad de repeticién de la familia de ADN repetido Eco RI de C.

capillaris.

pCcD29: Contiene un fragmento de 259 pb correspondiente a una unidad

repetida de la familia Dra I.

pCcH32: Contiene un fragmento de restriccién Hind III de 159 pb que
corresponde a una de las unidades en tandem de la familia de ADN

repetido Hind III.

3.5.3. PURIFICACION DE PLASMIDOS Y DE FRAGMENTOS DE RESTRICCION
UTILIZADOS COMO SONDAS

Los plédsmidos conteniendo los fragmentos de ADN utilizados como
sondas se amplificaron en E. coli y se purificaron mediante 1lisis
alcalina siguiendo el protocolo propuesto por Sambrook et al. (1989),
con ciertas modificaciones que dependieron de la cantidad de cultivo

del que se partia.

En los casos en los que se utilizé el plasmido completo como
sonda (en el anélisis mediante Southern-blot de los clones
recombinantes obtenidos mediante la técnica F-PERT, por ejemplo), éste
se purificé a partir de 3 ml de cultivo utilizando el kit "Magic
MiniprepsTM DNA purification system" (Promega) y siguiendo las

indicaciones del fabricante.
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Los plasmidos se digirieron con la enzimas de restriccién
adecuadas para liberar los fragmentos de ADN utilizados como sondas, y
se separaron mediante electroforesis en geles de agarosa de bajo punto
de fusién (SeaPlaque-GTG, FMC) del 0.7-1Z en tamp6én TAE. Las bandas
correspondientes a los fragmentos de interés se cogieron del gel y se
purificaron mediante varias extracciones con fenol, una extraccién con
cloroformo: alcohol isoamilico y precipitacién con etanol (Sambrook et
al., 1989). En aquellos casos en los que los fragmentos de ADN a
recuperar eran mayores de 300 pb, éstos se purificaron con el kit
"Magic PCR PrepsTM DNA purification system" (Promega) siguiendo 1las

instrucciones del fabricante.
3.5.4. MARCAJE DE LAS SONDAS E HIBRIDACION

El marcaje de las sondas y la hibridacién se llevaron a cabo
utilizando el sistema no radioactivo "ECL, direct nucleic acid
labelling and detection system" (Amersham), y siguiendo el protocolo

proporcionado por el fabricante.

Las membranas se prehibridaron con el tampén de hibridacién
proporcionado por el fabricante conteniendo NaCl 0.5M y agente
bloqueante al 5% durante aproximadamente 1 hora a 42°C. Transcurrido
este tiempo, se afiadié la sonda previamente desnaturalizada y marcada
con la enzima peroxidasa a una concentracién de 10 ng por ml de
solucién de hibridacién. Las membranas se incubaron entonces en esta
solucién durante aproximadamente 12 horas a 42°C y en constante
agitacién. Después de la hibridacién, las membranas se lavaron dos
veces en 0.5 X SSC, SDS al 0.47 a 55°C durante 10 min y dos veces en 2
X SSC a temperatura ambiente durante 5 min. Alternativamente, los dos
primeros lavados se realizaron en urea 6 M, 0.5 X SSC, SDS al 0.4% a
42°C durante 20 min. Los sitios de hibridacién fueron entonces
detectados usando las soluciones de deteccién del kit que contienen
per6xido de hidrégeno y luminol. La membranas fueron expuestas durante

30 min a 2 horas con una pelicula autorradiogrédfica (Hyperfilm ECL,
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Amersham) capaz de impresionarse con la luz que se emite en los sitios

de hibridacién durante la reaccién de deteccién.

En aquellos casos en los que se trataba de estudiar 1la
existencia de secuencias hom6logas a los ADNs satélites de C.
capillaris en distintas especies de Crepis, y cuando estas condiciones
de hibridacién no dieron resultado, se probaron otras condiciones de
astringencia mds bajas. La hibridacién se incub6 entonces a 37°C y los
dos lavados posteriores a la hibridacién se realizaron en urea 4 M,

1.5 X SSC y 0.42 SDS a 37°C durante 20 min.

En aquellas hibridaciones en las que se utilizaron fGnicamente
los insertos de ADN repetido no fue necesario eliminar la sonda antes
de reutilizar las membranas en nuevas hibridaciones. Esto se debe a
que la peroxidasa utilizada para marcar las sondas se inactiva tras la
reacci6n de detecci6n. Sin embargo, en aquellos casos en los que se
utilizé el pldsmido entero (vector e inserto), el ADN del vector
podria interferir 1la siguiente hibridacién del filtro con otra
secuencia clonada en el mismo vector. En estos casos, la sonda se
eliminé tras incubar la membrana en una solucién hirviendo de SDS al

0.1Z y dejando que 1la temperatura de 1la soluci6én descendiera a

temperatura ambiente.

3.6. ESTIMACION DEL NUMERO DE COPIAS DE LAS FAMILIAS DE ADN REPETIDO
ECO RI, DRA I Y HIND III EN EL GENOMA DE C. capillaris

La estimacién de la cantidad de ADN que cada una de las familias
Eco RI, Dra I y Hind III suponen en el genoma de C capillaris, se
determiné comparando las intensidades de hibridaci6én de cada uno de
los elementos repetidos (Eco RI, Dra I o Hind III) con diluciones de
ADN genfémico de la planta o de los pldsmidos recombinantes conteniendo
las secuencias de ADN repetido de estas tres familias (pCcE9, pCcD29 y
PCcH32) inmovilizado en una membrana mediante dot-blot. Concretamente

se llevé a cabo de la siguiente forma:
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1) Los plasmidos pCcE9, pCcD29 y pCcH32 se amplificaron en E.
coli y se purificaron utilizando el kit "Minipreps DNA purification
system" (Promega). El1 ADN extraido de C. capillaris se purific6 con el

kit "PCR PrepsTM DNA Purification System" (Promega).

2) Cantidades conocidas de los tres plasmidos linearizados con
Bam HI, se desnaturalizaron y se aplicaron en tres filtros separados
de nylon tal y como se describe en el apartado 3.4.3. Sobre cada
filtro se aplicaron también cantidades conocidas de ADN gen6mico de C.

capillaris.

3) Los filtros se hibridaron con el inserto del pléasmido
adecuado en las condiciones de astringencia mAs altas descritas para
hibridaciones en Southern-blots (apartado 3.5.4) y wutilizando el

sistema de hibridacién y deteccién ECL.

4) Tras 1la deteccién, 1las sefiales de hibridacién de cada
concentracién de plésmido y ADN gendémico en las placas
autorradiogrdficas se midieron en un fotodensitémetro. La comparacién
de las seflales de cada pldsmido y de ADN genémico en un rango lineal
de respuesta se utilizé entonces para estimar la cantidad relativa de

cada familia en el genoma de C. capillaris.

3.7. SECUENCIACION Y ANALISIS DE LAS SECUENCIAS

Para la secuenciacién, los plédsmidos pCc2l, pCcE9, pCcD29 y
pCcH32 se amplificaron en E. coli y se purificaron mediante el sistema
"Minipreps DNA purification system" (Promega). La secuenciacién se
realiz6é segGn el método enzimdtico de Sanger et al. (1977). Las dos
cadenas de los pldsmidos pCcE9 y pCcD29 se secuenciaron utilizando el
kit de secuenciacién "Sequenase Version II" (USB) con 35S-ATP y los

"primers" universal y reverso. Para la secuenciacién de los plésmidos
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pCc21l y pCcH32 se utilizaron "primers" fluorescentes y el secuenciador
automdtico "laser fluorescent ALF DNA sequencer" de Pharmacia, vy

siguiendo las instrucciones del fabricante.

Las secuencias del ADN repetido de los plédsmidos pCcE9, pCcD29 y
pCcH32 se han depositado en la Base de datos EMBL bajo los nGmeros
212129, 212130 y Z12131, respectivamente.

Para el alineamiento y comparaci6én de las secuencias de cada uno
de los tres ADNs satélites clonados en este trabajo se utilizé el
algoritmo de Needleman y Wunsch (1970). La basqueda de homologia de
nuestras secuencias con otras presentes en la Base de datos de la EMBL

se realiz6 con el programa FASTA (Pearson y Lipman, 1988).

3.8. TECNICAS CITOGENETICAS

3.8.1. ANALISIS DEL CARIOTIPO

La determinaci6én del nGmero de cromosomas Bs en cada una de las
plantas analizadas a nivel molecular se realizé en los meristemos
apicales de las raices previamente tratados con colchicina (ver
apartado 3.1). Para ello, las raices se trataron con ClH 1N a 60°C
durante 5 min y se tifieron en una solucién de orceina acética al 22
durante aproximadamente 2 horas. Tras la tincién, los meristemos se

aplastaron sobre un portaobjetos con una gota de 4cido acético.

3.8.2. OBTENCION DE PREPARACIONES CROMOSOMICAS. TECNICA DE BANDEO C.

Para el andlisis cromosémico mediante bandeo C e hibridacién in
situ, se obtuvieron preparaciones cromosémicas de mitosis a partir de
semillas germinadas de C. capillaris siguiendo el método descrito por

Schwarzacher et al. (1980). Para las preparaciones de meiosis se
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sigui6é el mismo método pero partiendo de flores inmaduras de C.

capillaris previamente fijadas en etanol:4cido acético (3:1).

El andlisis de la heterocromatina constitutiva o bandas C de C.
capillaris se 1llev6é a cabo siguiendo 1la técnica propuesta por

Schwarzacher et al., (1980).
3.8.3. HIBRIDACION IN SITU
A) MARCAJE DE LAS SONDAS

Los fragmentos de ADN utilizados como sonda se purificaron de la
misma forma que para su utilizacién en hibridaciones en Southern-blots
(apartado 3.5.3). Para el marcaje de las sondas utilizadas para
hibridacién in situ se wutilizaron dos procedimientos. En algunos
casos, las sondas se marcaron con biotina-dATP mediante "nick
translation" wutilizando el kit "Nick translation system" de BRL vy
siguiendo las instrucciones del fabricante. Otras se marcaron con
digoxigenina-dUTP siguiendo 1las recomendaciones del kit de "random
primed" de Boehringer-Mannheim. En ambos casos y tras la reacci6n de
marcaje, el ADN se purificé de 1los nucle6étidos no incorporados

mediante precipitacién con etanol.
B) HIBRIDACION

Las hibridaciones se realizaron siguiendo el método de Leitch et

al (1991) con algunas modificaciones.

1) Las preparaciones cromosémicas se trataron con ARNasa a 100
pg/ml en 2 X SSC a 37°C durante 1 hora y se lavaron tres veces en 2 X

SSC a temperatura ambiente durante 5 min.

2) Las preparaciones se incubaron en 70Z de formamida a 70°C

durante 2 min ©para desnaturalizar el ADN cromosémico, y se
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deshidrataron répidamente sumergiendo los portaobjetos en etanol al
702 a -20°C durante 5 min y en etanol absoluto en las mismas
condiciones anteriores. Finalmente los portas se secaron a temperatura

ambiente.

3) La solucién de hibridacién conteniendo 507 de formamida, 20Z
de sulfato de dextrano, 2 X SSC, 50 pg/ml de ADN de esperma de salmén
y 2.5 pg/ml de sonda, se desnaturalizé en agua hirviendo durante 10
min y se dej6é enfriar durante al menos 5 min en hielo. Cada una de las
preparaciones cromosémicas se incub6é con 20 pl de solucién de
hibridacién a 37°C durante una noche en wuna cé&mara h@meda.
Alternativamente, en algunos experimentos el ADN cromosémico y la
sonda se desnaturalizaron al mismo tiempo. Para ello, las
preparaciones cromosémicas conteniendo la solucién de hibridacién se
cubrieron con un cubreobjetos, se sellaron con pegamento y se
incubaron en una placa a 78°C  durante 15 min. Tras 1la
desnaturalizacién las preparaciones se incubaron en una cémara hGmeda

a 37°C durante una noche.

En ciertos —casos fue necesario variar sensiblemente las

condiciones de hibridacién:

- En las hibridaciones in situ con ADN genfémico (GISH), la
concentracién de la sonda en la solucién de hibridacién fue de 10
pg/ml. Cuando se utiliz6 ADN de C. capillaris sin Bs o de otras
especies de Crepis como bloqueante, éste se rompié hasta fragmentos de
aproximadamente 200 pb autoclavdndolo durante 5 min, y se incluy6 en
la solucién de hibridacién a una concentracién de 300 pg/ml

(Schwarzacher et al., 1989).

- Las hibridaciones con el fragmento de ADN telomérico del clon
PAtT4 se llevaron a cabo en una solucién de hibridacién conteniendo

formamida al 40Z en lugar de al 50%.
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C) LAVADO DE LAS PREPARACIONES Y DETECCION DE LOS SITIOS DE
HIBRIDACION

Tras la hibridacién, los portaobjetos se lavaron siguiendo las
recomendaciones de Leitch et al. (1991). Tras eliminar el
cubreobjetos, los portaobjetos se lavaron en una solucién de formamida
al 50Z y 2 X SSC a 40°C durante 10 min. Posteriormente, las
preparaciones se lavaron dos veces en 2 X SSC a 37°C durante 5 min y

dos veces mas en 2 X SSC a temperatura ambiente durante 5 min.

En el presente trabajo, los sitios de hibridacién in situ se han
detectado de dos formas diferentes. En algunos casos la hibridacién se
detecté6 con el uso de un sistema enzimAtico que da lugar a una
reaccién colorimétrica en los sitios de hibridacién y, en otros, la
sonda se detecté mediante un sistema de fluorocromos. Las sondas
marcadas con biotina se detectaron mediante estreptavidina conjugada
con fosfatasa alcalina o mediante avidina conjugada con "Texas-red", y
las sondas marcadas con digoxigenina se detectaron con

antidigoxigenina conjugada con FITC.

1. Deteccibn de las sondas marcadas con biotina mediante

estreptavidina-fosfatasa alcalina

La detecci6tn de las sondas marcadas con Dbiotina con
estreptavidina-fosfatasa alcalina se 1llev6é a cabo siguiendo el
protocolo propuesto por Simpson et al. (1988) con ciertas
modificaciones. Los portas se lavaron en tampén TMN (Tris-ClH 0.1M pH
7.5, NaCl 0.1M, MgCly 2 mM, trit6én X-100 al 0.05Z) durante 15 min y se
incubaron en una soluci6én de albGmina de suero bovino (BSA) al 3Z en
tampén TMN. Después de lavar de nuevo en TMN durante 5 min las
preparaciones se incubaron con 50 pl de estreptavidina-fosfatasa
alcalina (BRL) diluida 1:100 en tamp6én TMN con 32 de BSA. Los portas
se lavaron de nuevo en TMN durante 15 min y dos veces en el tampén de

reaccién (Tris-ClH 0.1M pH 9.5, NaCl 0.1M, MgClp 50 mM) durante 5 min.
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Posteriormente, las preparaciones se cubrieron con 500 pl de soluci6n
de sustrato conteniendo 3.3 pl de BCIP (BRL) y 4.4 pl de NBT (BRL) por
ml de tamp6n de reaccién y se incubaron en una cémara htmeda a 37°C
durante 30 a 60 min. Finalmente, las preparaciones se lavaron con
Tris-ClH 0.1M pH 7.5 y los cromosomas se tifieron con Giemsa al 2Z. en

tampén fosfato pH 6.8.

2. Detecci6én de las sondas marcadas con biotina o digoxigenina

mediante los fluorocromos "Texas-red" 6 FITC

La deteccién de 1la biotina mediante "Texas-red" se realizé
siguiendo el protocolo propuesto por Leitch et al. (1991). Las
preparaciones se lavaron en 4 X SSC/Tween 20 al 0.2Z durante 5 min, se
incubaron con BSA al 5% en 4 X SSC/Tween durante 5 min a temperatura
ambiente. Entonces, los portas fueron incubados con 50 pl de avidina-
"Texas-red" (Vector) a una dilucién 1:500 en 4 X SSC/Tween/BSA a 37°C
durante una hora en una cédmara hGmeda y posteriormente lavados 3 X 5
min en 4 X SSC/Tween a 37°C. Las sefiales de detecci6n se amplificaron
entonces mediante biotina-antiavidina (Vector). Los portas se
bloquearon con suero normal de cabra al 5Z en 4 X SSC/Tween, se
incubaron durante 1 hora a 37°C en una dilucién 1:20 de biotina-
antiavidina y se lavaron en las mismas condiciones anteriores. Tras
incubar los portas de nuevo con avidina-Texas-red, éstos se lavaron en
4 X 8SSC/Tween en las condiciones ya descritas y se secaron a

temperatura ambiente.

La deteccién de las sondas marcadas con digoxigenina se realizé
en las mismas condiciones que se han descrito anteriormente pero con
el uso de antidigoxigenina-FITC (Boehringer-Mannheim) obtenida en
oveja a una dilucién 1:10. La sefial de hibridacién se amplificé con
anticuerpos de conejo frente a inmunoglobulinas de oveja conjugados

con FITC (Sigma) a la dilucién 1:30.
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En las hibridaciones con dos sondas diferentes, una de ellas se
marcé con digoxigenina-dUTP y la otra con biotina-dATP. Tras la
hibridacién, la deteccién simultédnea de ambas sondas se realizé en las
condiciones anteriores pero incluyendo simulténeamente
antidigoxigenina-FITC y avidina-Texas-red en las incubaciones (Leitch

et al. 1991).

Tras la detecci6én, los cromosomas se contratifieron con 2 pg/ml
de DAPI en tamp6én McIlvaine (&cido citrico 0.009 M, NaZHPO4.HZO 0.08
M, MgCl, 2.5 mM) durante 10-30 min a temperatura ambiente. Los portas
se lavaron con agua destilada y se montaron en una solucién de Tris-

ClH 0.1M pH 8, 1 mg/ml de p-fenilenediamina y 90Z de glicerol.

Las seflales de hibridacién detectadas mediante fluorocromos se
visualizaron en un microscopio de fluorescencia Zeiss con el uso de
los juegos de filtros de epifluorescencia adecuados para FITC (cédigo
09), "Texas-red" (cédigo 12), y para DAPI (c6édigo 02). Para la
visualizacién simultédnea de las sefiales detectadas con FITC y "Texas-
red" en las hibridaciones con dos sondas se utiliz6é el jugo de filtros

de paso de banda doble FITC/Rodamina/Texas-Red de Zeiss.
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4 . RESULTADOS

4.1. EXPERIENCIAS PARA DETECTAR ADN ESPECIFICO DE LOS CROMOSOMAS Bs DE

Crepis capillaris

Puesto que los cromosomas Bs se encuentran siempre ligados al
complemento estdndar de la especie que los porta, se hace bastante
dificil poder aislar y analizar el ADN que forma parte de los
cromosomas supernumerarios. No obstante, y puesto que éstos se
encuentran en las poblaciones naturales en forma de polimorfismos, si
es posible obtener por separado ADN de individuos sin Bs y ADN de
individuos con Bs. La identificacién de plantas sin cromosomas Bs y
plantas con distinto ntGmero de Bs se ha llevado a cabo en los
meristemos apicales de raices previamente tratadas con colchicina.

Detectamos asi plantas sin cromosomas Bs y plantas con 1 y 2 Bs.

Como puede observarse en la Fig. 1A, C. capillaris (2n=6) posee
un cariotipo bastante asimétrico con wuna pareja de cromosomas
submetacéntricos (1), una pareja de cromosomas subtelocéntricos (2) y
una de cromosomas telocéntricos (3). Los cromosomas Bs de esta especie
son metacéntricos y mas pequefios que el resto de cromosomas. Por
tanto, las tres parejas cromosbémicas y los cromosomas Bs son
fdcilmente identificables por su morfologia. Cada uno de los
cromosomas muestra también un patrén de bandas C caracteristico (Fig.
1B). El primer par cromosémico posee una banda C terminal en el brazo
corto, la segunda pareja muestra una pequefia banda heterocromética en
los extremos de cada brazo cromosémico y una banda intersticial en el
brazo largo, y la pareja tercera o cromosoma NOR muestra una regién
heterocromdtica asociada con el NOR en el brazo corto, una pequefia
banda C centromérica y dos bandas heterocromdticas en el brazo largo.
Sin tener en cuenta la heterocromatina asociada al NOR, las bandas C
del cariotipo de C. capillaris representan aproximadamente un 137 del

genoma haploide de la especie. Los cromosomas Bs se caracterizan por
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un bloque de heterocromatina constitutiva localizado alrededor del

centrémero (Fig. 1B).

Con el fin de identificar y aislar secuencias especificas del
ADN de los cromosomas Bs de Crepis capillaris se llevaron a cabo dos
metodologias. En primer lugar y con el objetivo de identificar ADN
repetido especifico de los Bs, se analizaron los patrones de bandas de
ADN repetido obtenidos tras digerir el ADN de plantas con cromosomas
Bs y plantas sin Bs con diferentes enzimas de restriccién y separar el
mismo en geles de agarosa. En segundo lugar, se utiliz6 la técnica F-
PERT en una hibridacién sustractiva entre el ADN de plantas con y sin
Bs con el propésito de clonar secuencias especificas de estos

cromosomas.

4.1.1 ANALISIS DEL ADN REPETIDO DE PLANTAS CON Y SIN CROMOSOMAS Bs

Con el fin de identificar secuencias de ADN repetido especificas
de 1los cromosomas Bs de C. capillaris, el ADN de plantas sin
cromosomas Bs y el ADN de plantas con 2 Bs fue digerido con un total
de 18 enzimas de restriccién (Dra I, Eco RI, Xba I, Bam HI, Pvu II,
Hind III, Mbo I, Hae III, Rsa I, Alu I, Hpa II, Msp I, Nde I, Hind II,
Sac I, Hinf I, Sau 3A y Dde I). Tras separar los fragmentos de
restriccién resultantes en geles de agarosa y tefiir el ADN con bromuro
de etidio, se observé que la mayor parte de las digestiones originaban
una patrén caracteristico de bandas de restriccién que se corresponden
con ADN repetido (Fig. 2). Sin embargo, tanto el ADN de plantas sin
cromosomas Bs como el ADN de plantas con Bs mostraron siempre el mismo
patr6én de bandas en todas las digestiones, no apareciendo ninguna
banda especifica que correspondiera al ADN repetido de los cromosomas

Bs (Fig. 2).
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4.1.2. HIBRIDACION SUSTRACTIVA ENTRE ADN DE PLANTAS CON Y SIN
CROMOSOMAS Bs MEDIANTE LA TECNICA F-PERT

Los datos descritos anteriormente indicarian que el ADN repetido
que puede existir en los cromosomas Bs es muy similar al que se
encuentra en los cromosomas estdndar. No obstante podia ocurrir que no
hubiésemos utilizado la enzimz de restriccién idénea para detectar el
ADN repetido especifico de los cromosomas Bs. Nos propusimos entonces
analizar el ADN de 1los cromosomas Bs mediante la técnica de
reasociacién de ADN en presencia de fenol y formamida (F-PERT), que
permite clonar fragmentos de ADN presentes en ciertos individuos pero
no en otros. El método conlleva una reasociacién competitiva del ADN
de ambos tipos de individuos y la subsiguiente clonaci6én de las
moléculas que hayan reasociado adecuadamente. Para ello, 1 pg de ADN
de un individuo con 2 cromosomas Bs se digiri6é con Mbo I y se mezclé
con 200 pg de ADN de un individuo sin Bs, previamente dividido en
fragmentos de aproximadamente 600 pb mediante sonicacién. La mezcla de
ADN se desnaturalizé por calor y se dejé renaturalizar durante 48
horas en presencia de fenol y formamida. Tras la renaturalizacién cabe
esperar tres tipos de fragmentos de ADN en cuanto a sus extremos: la
mayor parte de los fragmentos reasociados contendrdn extremos rotos,
otra fraccién estard formada por fragmentos hibridos en los cuales una
de las hebras tendr4d extremos rotos mientras que la otra tendra
extremos Mbo I, y la fracciénm menos frecuente estaria formada por
fragmentos con dos extremos Mbo I (Kohne et al., 1977). Puesto que las
secuencias especificas que formen parte de los cromosomas Bs solo
pueden reasociar entre si, é&stas originarian fragmentos cuyos dos
extremos serian Mbo I. Teniendo en cuenta que esta Gltima fraccién es
la Gnica que puede ser ligadz a los extremos Bam H1 de un vector, se
espera que la mayor parte de los clones recombinantes que surjan de la
clonacién del ADN reasociado contengan secuencias especificas de estos

cromosomas. Tras ligar 10 pg del ADN reasociado mediante F-PERT en

pUC19 y transformar en E. col:Z obtuvimos 105 clqﬁes fecdﬁbfnﬁﬁféSTWMvanm%w
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Para detectar la presencia de ADN altamente repetido especifico
de cromosomas Bs en alguno de lo clones, el ADN plasmidico de cada uno
de ellos se desnaturaliz6, se fijé a una membrana de nylon mediante
dot-blot y se hibridé por separado con ADN genémico marcado de
individuos con cromosomas Bs y ADN de individuos sin cromosomas Bs.
Sin embargo, ninguno de los clones mostré una hibridacién mas intensa
con el ADN de plantas con 2 Bs. Esto indicaba que ninguno de los
clones recombinantes era portador de secuencias repetidas especificas
de los cromosomas Bs, ya sea porque el ADN altamente repetido que
puedan tener estos cromosomas es bastante similar al que presentan los
cromosomas estdndar o bien porque los cromosomas Bs de esta especie
carecen de ADN altamente repetido. De igual forma, el patrén de
hibridaci6én en Southern-blot que mostré el ADN de plantas con Bs y ADN
de plantas sin Bs, cuando se hibridé con el ADN de cada uno de estos

clones, fué similar.

No obstante, uno los clones (pCc2l) originaba ciertas bandas de
hibridacién adicionales con el ADN de individuos con cromosomas Bs
(Fig. 3). Puesto que se han analizado 16 individuos (8 con Bs y 8 sin
Bs) y los fragmentos de restriccién adicionales Gnicamente aparecieron
en el ADN de plantas con Bs, es de suponer que éstos fragmentos de
restriccién surgén de la digestién del ADN de los Bs y no como
consecuencia de wun polimorfismo interindividual. Por tanto, la
secuencia presente en pCc2l debe localizarse tanto en los cromosomas
As como en los Bs. Cabe sefialar que aunque ciertas enzimas de
restriccién tales como Eco RI o Sac I originaban fragmentos de
restriccién especificos de cromosomas Bs al hibridar con pCc2l, otras
enzimas como Hind III o Dra I no lo hacian (Fig 3). Por tanto, el
hecho de no encontrar diferencias entre el ADN de plantas con Bs y ADN
de plantas sin Bs con el resto de los clones, puede deberse a que no
se haya utilizado la enzima de restricci6n idénea para detectar RFLPs
entre ambos tipos de individuos como en el caso de pCc2l, o porque la
homologia entre el ADN presente en el cromosoma B y en los cromosomas

As sea muy elevada.
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El plésmido pCc2l contiene un inserto de 58 pb rico en
dinucle6tidos CA (GATCTAACACACGCAGTACACACACACAAACACACAGACACACATAGAAAAC
GT). La comparaci6én de esta secuencia con las presentes en la bases de
datos de EMBL puso de manifiesto una gran homologia con otras regiones

ricas en CA de gran nGmero de genes animales y vegetales.

El patrén de hibridacién de pCc21 sobre ADN genémico de C.
capillaris digerido con enzimas de restriccién y transferido a un
soporte s6lido 'mediante Southern-blot es indicativo de que las
regiones ricas en dinucleé6tidos CA que muestran homologia con pCc2l se
distribuyen de forma dispersa en el genoma de esta especie. De hecho,
tras digerir el ADN total de esta especie con las enzimas Eco RI, Hind
ITI, Dra I o Sac I e hibridar con pCc21, aparece un patrén de
hibridacién formado por fragmentos de distinto tamafio a lo largo de
toda la 1linea del recorrido del ADN (Fig. 3). Ademis, todas las
digestiones mostraron ciertas bandas de hibridacién concretas, mucho
més intensas, que diferfan en tamafio de unas digestiones a otras (Fig.
3). Puesto que estas enzimas no poseen ninguna diana dentro del
insegﬁo de pCc2l, este patrén de digestién indica que las regiones
homélogas a la secuencia clonada esté4n dispersas en distintos sitios
del genoma y con diferente ntGmero de copias en cada sitio. E1 patrén
de hibridacién que mostraba pCc21 sobre ADN genémico de plantas con y
sin Bs digerido con Mbo I (enzima utilizada para generar el inserto
clonado en pCc2l) era similar aunque, comparado con los patrones de
hibridacién obtenidos tras digerir el ADN con otras enzimas, éste era
mucho menos intenso siendo, ademis, los fragmentos de restriccién
mucho més pequefios (Fig. 3). En digestiones parciales con esta misma
enzima se observa que a medida que aumenta el tiempo de digestié6n, las
bandas de hibridacién son de menor tamafio a la vez que se pierde
intensidad en la hibridacién (Fig. 3). Esto sugiere que las regiones
formadas por dinucle6tidos CA dentro del genoma de C. capillaris son
bastante pequefias, por lo que a medida que aumenta la digestién con

Mbo I se originan fragmentos de restriccién tan pequefios que se salen
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del gel durante la electroforesis y no pueden ser detectados en la

hibridacién en Southern-blot.

4.2. ANALISIS DE SECUENCIAS DE ADN ALTAMENTE REPETIDO EN EL GENOMA
ESTANDAR Y EN LOS CROMOSOMAS Bs DE Crepis capillaris.

Puesto que ninguno de los dos métodos descritos anteriormente
fue capaz de detectar ADN repetido especifico de los cromosomas Bs, y
teniendo en cuenta que tanto los cromosomas estédndar como los Bs de C.
capillaris poseen bandas de heterocromatina constitutiva (Fig. 1B),
era de esperar que al menos alguna de las secuencias de ADN altamente
repetido presentes en los cromosomas estdndar de esta especie también
lo estuviesen en la heterocromatina del cromosoma B. Nos propusimos,
entonces, identificar y clonar secuencias de ADN altamente repetido
del genoma estdndar para posteriormente analizar su organizacién vy

distribucién en los cromosomas A y B de esta especie.

Como hemos indicado anteriormente, la digestion del ADN genémico
de C. capillaris con varias ERs, la separacién de los fragmentos
resultantes en un gel de agarosa y la tincién con bromuro de etidio da
lugar a una serie de bandas discretas formadas por ADN repetido. En
concreto, ciertas enzimas de restriccién tales como Eco RI, Dra I o
Hind III originaban bandas de bajo peso molecular que seguramente se
corresponden con secuencias de ADN satélite (Fig. 2). Tras clonar el
ADN presente en las bandas que originan cada una de estas tres enzimas
de restriccién, logramos identificar tres familias de ADN altamente

repetido: la familia Eco RI, la familia Dra I y la familia Hind III.
4.2.1. LA FAMILTIA ECO RI.
A) Identificaci6én, aislamiento y clonacién.

Tras digerir el ADN genémico de C. capillaris con Eco RI,

fraccionarlo en un gel de agarosa y tefiirlo con bromuro de etidio, se



Resultados 56

observa una banda intensa de aproximadamente 360 pb (Fig. 2A). Con el
fin de analizar el ADN repetido presente en esta banda, éste fue
aislado del gel y ligado al sitio Eco RI del vector plasmidico pUC19.
De entre los clones recombinantes obtenidos tras transformar el
resultado de la ligacién en E. coli, se seleccion6é uno (pCcE9) que
mostraba una hibridacién intensa cuando se hibridaba tanto con ADN
total de la especie como con el ADN marcado obtenido a partir de la

misma banda que se utiliz6 para clonar.
B) Secuencia de nucleé6tidos.

La Fig. 4A muestra la secuencia nucleotidica del inserto de
pCcE9, asi como el mapa de restriccién derivado de la misma. Se trata
de una secuencia de 356 pb que muestra un contenido en G+C del 42Z. La
secuencia muestra ciertas regiones de homologia interna: entre los
nucle6tidos 15 y 96 y 188 y 269 aparecen dos regiones con una
homologia del 76Z (Figs. 4A y B). La secuencia muestra también
pequefias secuencias palindrémicas en las posiciones 37 a 47, 54 a 64 y
126 a 135, ademés de una secuencia invertida de 11 pb entre los
nucle6tidos 4 y 14, y 239 y 249 (Fig. 4A). La secuencia de pCcE9 no
mostré ninguna homologia significativa con otras secuencias de ADN

repetido o Gnico presentes en la base de datos de EMBL.
C) Determinaci6én del nGmero de copias y de su organizacién genémica.

La determinaci6n de 1la proporcién que esta familia de ADN
repetido representa en el genoma de C. capillaris se llev6é a cabo
mediante una experiencia en la cual distintas cantidades de ADN
plasmidico (pCcE9) y de ADN genémico de C. «capillaris fueron
inmovilizadas en una membrana de nylon, y posteriormente hibridadas
con el inserto de este mismo plédsmido previamente marcado con
peroxidasa. Tras comparar las intensidades de 1la hibridacién del
plédsmido y del ADN genémico mediante densitometria, se calculé que la

familia Eco RI constituye aproximadamente un 37 del genoma haploide de
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C. capillaris. Teniendo en cuenta que el genoma haploide de C.
capillaris contiene 4.3 pg de ADN (Maluszynska, 1990), la secuencia de
356 pb que contiene pCcE9 estaria repetida aproximadamente 3.3 x 109

veces por genoma haploide.

El estudio de la organizacién de esta familia de ADN repetido en
el genoma de C. capillaris se llevé a cabo mediante Southern-blot.
Para ello, el ADN de esta especie fue digerido con diferentes enzimas
de restriccién, fraccionado en un gel de agarosa y transferido a una
membrana de nylon. Tras hibridar con el inserto del pl&smido pCcE9
aparecia un patrén de hibridacién en escalera en el que cada peldafio
era maltiplo de unidades de aproximadamente 360 pb (Fig. 5). Este
patrén de hibridacién indica que las unidades de 360 pb que
constituyen la familia Eco RI se organizan en tédndem en el genoma de
C. capillaris. Las digestiones de ADN total estdn de acuerdo con el
mapa de restriccién obtenido a partir de la secuencia de pCcE9 (Fig.
4A). Asi, las enzimas Eco RI, Alu I, Hinf I y Rsa I, las cuales
disponen de una o dos dianas de restriccién en el monémero de pCcE9,
son capaces de cortar el ADN satélite hasta multimeros de bajo peso
molecular (patrén de digestién tipo A) (Fig. 5). Por el contrario, las
enzimas Dra I, Hae III, Nde I, Sac I y Sal I, para las cuales no
existen dianas dentro de la secuencia de pCcE9, apenas digieren el ADN
satélite, el cual permanece como ADN de alto peso molecular sin

digerir o como multimeros de alto peso molecular (Fig. 5).

Con el fin de investigar el grado de metilacién presente en esta
familia, el ADN celular de C. capillaris fue también digerido con los
isoesquizémeros Msp I y Hpa II. Estas dos enzimas reconocen la misma
diana de restricci6én 5’-CCGG-3’. Sin embargo, Hpa II no es capaz de
cortar cuando la C interna de la diana se encuentra metilada y Msp I
no corta cuando la C del extremo 5’ estd metilada (Sambrook et al.,
1989). Cuando el ADN genémico cortado con estas enzimas es hibridado
con el inserto de pCcE9, las digestiones de Msp I muestran un patrén

en escalera formado por fragmentos de aproximadamente 180 pb, en lugar



Resultados 58

de 360 pb como ocurrfa con 1las demds enzimas (Fig. 5). Esta
observacién estéd de acuerdo con la secuencia nucleotidica de pCcE9, 1la
cual muestra dos dianas equidistantes para Msp I (Fig. 4A). El patrén
en escalera puede ser debido o bien a variaciones en la secuencia
entre las distintas unidades, de forma que se pierdan una o ambas
dianas de restriccién para Mspl, o a la presencia de 5’metil-C en
algunas dianas MspI/HpalIl del satélite. Sin embargo, el satélite Eco
RI es totalmente resistente a la digestién con Hpa II incluso a una
concentracién elevada de enzima (Fig. 5). Esta Gltima observacién
indica que las citosinas internas de ambas dianas de restriccién se

encuentran metiladas en todos los miembros de la familia.

El patrén de hibridacién que muestra pCcE9 sobre el ADN de
plantas con cromosomas Bs digerido con diferentes enzimas de
restriccién fué similar al que muestra el ADN de plantas sin Bs, no
apareciendo ninguna banda de restriccién adicional en el ADN de

individuos con Bs.

D) Hibridacién in situ

La localizacién de la familia Eco RI en los cromosomas de C.
capillaris se llev6é a cabo mediante hibridacién in situ. Para ello, el
inserto de pCcE9 fue marcado con biotina-dATP mediante "nick
translation" y utilizado para hibridar preparaciones cromosémicas de
esta especie. Se observ6é asi que esta familia se localiza en tres
bandas de heterocromatina constitutiva: sobre una banda C terminal
presente en el brazo corto del primer par cromosémico y sobre dos
bandas intersticiales en cada uno de los brazos largos del segundo y
tercer par de cromosomas (Fig. 6B). El cromosoma B, sin embargo, no

mostraba ningGn signo de hibridacién (Fig. 6B).
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4.2.2. LA FAMILTA DRA I.
A) Identificaci6én, aislamiento y clonaci6n

Al digerir el ADN total de C. capillaris con Dra I, fraccionarlo
en un gel de agarosa y tefiirlo con bromuro de etidio aparecia una
banda intensa de aproximadamente 260 pb. E1 ADN de esta banda fue
extraido de la agarosa y clonado en el sitio Hind II de pUCl1l9. De
entre los clones recombinantes obtenidos se seleccion6é uno (pCcD29)
que hibridaba fuertemente con el ADN marcado obtenido a partir de la

misma banda de 260 pb.
B) Secuencia de nucleé6tidos

La secuencia del inserto de pCcD29 se muestra en la Fig. 7A. Se
trata de una secuencia de 259 pb cuyo contenido en G+C es del 42.7Z.
La secuencia muestra ciertas regiones palindrémicas entre los
nucleétidos 23 y 36, 55 y 65 y 145 y 156 (Fig. 7A) pero, al contrario
que pCcE9, no muestra ninguna repeticién interna. El alineamiento de
las secuencias de pCcE9 y pCcD29 puso de manifiesto una regi6én de
homologia entre ambos elementos. En concreto, existe una regién de 37
pb en pCcD29 que muestra un 67.52 de homologia con parte de una de las
dos repeticiones directas encontradas en pCcE9 (Fig. 7B). La basqueda
de homologia de esta secuencia con otras presentes en la base de datos

de EMBL no di6é ningGn resultado significativo.
C) Determinaci6én del nGmero de copias y de su organizacién genémica

La determinaci6én de la proporcién que esta secuencia representa
en el genoma de C. capillaris se realiz6 de la misma forma que para
pCcE9, encontrando que el 77 del genoma haploide de esta especie esté
formado por secuencias relacionadas con pCcD29. Esto supone unas 107
copias de la secuencia de 259 pb de pCcD29 en el genoma haploide de C.

capillaris.
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La organizaci6én de la familia Dra I es igual que la de la
familia Eco RI anteriormente descrita: la unidad de repeticién de 260
pb se repite en téndem formando largos clusters de ADN satélite. El
patrén en escalera obtenido tras hibridar pCcD29 con el ADN genémico
de C. capillaris cortado con enzimas de restriccién es indicativo de
este tipo de organizacién (Fig. 8). No obstante, la variacién en los
sitios de restriccién que muestran los miembros de esta familia es
mayor que la mostrada por la familia Eco RI. De hecho, la mayor parte
de las enzimas de restriccién utilizadas producen un patrén
multimérico que va desde el monémero de 260 pb a multimeros de alto
peso molecular (Fig. 8). Este patrén de hibridacién es indicativo de
una alta variacién para las dianas de restriccién de las enzimas
utilizadas entre las unidades del satélite. De igual forma, en las
digestiones originadas por Rsa I, Hae III y Hinf I superpuesta a la
escalera formada por fragmentos mGltiplos de 260 pb aparece una
escalera mds débil formada por fragmentos de tamafio diferente (Fig.
8). Ademéds, ciertas enzimas como Dra I y Alu I aunque digieren la
mayor parte del  ADN, no lo hacen totalmente (Fig. 8). Esta fltima
observaci6én indica que las unidades que presentan estas variaciones
(la pérdida de las dianas de restriccién Dra I o Alu I en este caso)
no se encuentran distribuidas al azar a lo largo del satélite sino que
se organizan en tédndem en una regién concreta del mismo. Estas
variaciones no se deben en ningGn caso a la presencia de cromosomas Bs
ya que pCcD29 mostraba siempre el mismo patrén de hibridacién tanto

con el ADN de plantas sin Bs como con el ADN de plantas con Bs.

Las digesti6n de esta familia con los isoesquizémeros Msp I y
Hpa II indicaba que, aunque existen pocas dianas para estas enzimas en
dicha familia, no obstante, Msp I detectaba ciertos sitios de
restriccién dentro del satélite dando lugar a multimeros de zlto peso
molecular mientras que el satélite era totalmente resistente a la
digesti6én con Hpa II (Fig. 8). Esto indica que las citosinas internas
de las pocas dianas 5’-CCGG-3' presentes en esta familia se encuentran

metiladas.
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D) Hibridacién in situ

La hibridacién in situ de pCCD29 sobre los cromosomas de C.
capillaris demostr6é de nuevo que dicha familia formaba parte de 1la
heterocromatina constitutiva de la especie. De hecho, la familia Dra I
se localizaba en todas las bandas C que forman parte del cariotipo de
esta especie, excepto en las asociadas al NOR (Fig. 6C). Los

cromosomas Bs no hibridaron tampoco con pCcD29 (Fig. 6C).

4.2.3. POSICION RELATIVA DE LAS FAMILIAS ECO RI Y DRA I EN LOS
CROMOSOMAS Y NUCLEOS MITOTICOS Y MEIOTICOS DE C. capillaris

Con el fin de determinar la disposicién de las familias Eco RI y
Dra I en aquellas bandas C donde la hibridacién de ambas familias
coincide, llevamos a cabo un experimento de hibridacién simultdnea con
ambas sondas (pCcE9 y pCcD29). Durante la metafase mitética, la
condensacién de los cromosomas impide que los signos de hibridacién
que muestran cada una de las familias Dra I y Eco RI se observen
separados. Sin embargo, en los nGcleos interfédsicos y profdsicos se
observa que ambas familias se localizaban en sitios diferentes (Fig.
6C), lo que indicaba que estas dos familias, aunque préximas en su
localizacién cromosémica, se organizan en clusters separados dentro de
cada banda C. La disposicién de las dos familias de ADN repetido en la
heterocromatina de cada cromosoma se muestra en la figura 6E. Como
puede observarse, la familia Eco RI tiene una posicién méds préxima al

centrémero que la familia Dra I.

Durante la interfase mitética, los distintos clusters de ambas
familias forman diferentes cromocentros que no llegan a asociarse
(Fig. 9A-C). Sin embargo la hibridacién simulténea de pCcE9 y pCcD29
sobre preparaciones de células madres del polen ha puesto de
manifiesto que, durante la primera profase meibética (Fig. 9D-F), los
cromocentros de la familia Eco RI se asocian formando un Gnico bloque

(Fig. 9E) en aproximadamente un 607 de las células analizadas (110),
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mientras que los cromocentros de la familia Dra I permanecen dispersos
en el mismo nGcleo (Fig. 9F), no llegando a asociarse en ning@in otro

estadio de la primera profase meié6tica.

4.2.4. LA FAMILTA HIND III

A) Identificacién, aislamiento y clonacién

Tras digerir el ADN total de C. capillaris con Hind III,
fraccionarlo en agarosa y tefiirlo con bromuro de etidio aparece una
banda prominente de aproximadamente 160 pb. E1 ADN presente en esta
banda fue aislado y ligado al sitio Hind III del vector pUCl9. Tras
transformar 1la mezcla de 1ligacién en E. coli, las bacterias
recombinantes portadoras del fragmento de  ADN repetido se
seleccionaron tras hibridar con el ADN obtenido a partir de la misma
banda que se us6 para clonar. Seleccionamos, asi, un clon (pCcH32)

para experimentos sucesivos.

B) Secuencia de nucleétidos

La secuencia del inserto de pCcH32 se muestra en la Fig. 10A. El
plésmido contiene un inserto de 159 pb cuyo contenido en G+C es del
40Z. La secuencia muestra dos subrepeticiones directas entre los
nucleétidos 60 y 74 y 96 y 110 con un 80Z de homologia, y dos
repeticiones inversas entre los nucleétidos 114 y 125 y 147 y 159 con
una homologia del 85Z (Fig. 10B). El alineamiento de esta secuencia
con las otras dos secuencias de ADN repetido descritas anteriormente
puso de manifiesto la presencia de una regién de homologia con el
inserto de pCcE9: ambos elementos mostraron un 68.7Z de homologia
entre dos regiones de 32 pb (Fig. 10C). En pCcH32 esta regién se
encuentra a ambos lados de la secuencia pero, asumiendo que los
elementos de la familia Hind III se organizan en té&ndem (ver mis
adelante), el final de una unidad estaria adyacente con el principio

de la siguiente.
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C) Determinaci6n del nGmero de copias y de su organizaci6én genémica

La proporcién que esta familia de ADN repetido supone en el
genoma de C. capillaris es de aproximadamente un 1.5Z. Esto supone
unas 3.6 x 10° copias de la unidad bésica de repetici6én de 159 pb en

cada genoma haploide.

Al igual que los dos ADN satélites descritos anteriormente, las
unidades repetidas que forman parte de la familia Hind III se
organizan en téndem en largos clusters. De hecho, el patrén de
hibridacién en Southern-blot de pCcH32 con ADN genémico de C.
capillaris digerido con distintas enzimas de restriccién (Fig. 11) es
indicativo de este tipo de organizacién. Las digestiones del ADN
satélite definido por Hind III est&n de acuerdo con el mapa de
restricci6n obtenido a partir de la secuencia de pCcH32 (Fig. 10A).
Asi, Hind III y Alu I, para las cuales existe una diana de restriccién
dentro de pCcH32, cortan prActicamente en todas las unidades de
repeticién originando una banda que se corresponde al monémero de 160
pb, asi como las correspondientes al dimero y al trimero (Fig. 11A).
Sin embargo, las enzimas que carecen de dianas dentro de la unidad de
pCcH32 mostraron dos patrones diferentes de digesti6én: en las
digestiones con Dra I, Hinf I, Hae III y Rsa I, aunque la mayor parte
del satélite no se digeria, aparecian una serie de bandas maltiplos de
la’ unidad de repeticién bésica (Fig. 11A). En cambio, las digestiones
con Eco RI mostraron una serie de bandas cuyos pesos moleculares no
eran maltiplos del monémero de 160 pb. Estos fragmentos generados por‘
Eco RI eran, ademds, distintos entre diferentes individuos de C.
capillaris (Fig. 11A). Este polimorfismo era independiente de 1la
presencia o no de cromosomas Bs en los individuos analizados (Fig.
11B). En el resto de las digestiones, la hibridacién en Southern-blot
de pCcH32 sobre el ADN de plantas con Bs era también similar al que

mostraba el ADN de plantas sin Bs.
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D) Hibridacién in situ

La hibridacién in situ de pCcH32 sobre los cromosomas de C.
capillaris, mostré una localizaci6én mas restringida que en el caso de
los dos ADNs satélites descritos anteriormente. En concreto, esta
familia se localiza sobre una pequefia banda paracentromérica presente
en el cromosoma NOR de esta especie, asi como en el brazo largo de
este mismo par cromosémico (Fig. 12). Ninguna regi6én del cromosoma B
hibridé tampoco con pCcH32 (Fig. 12A). La hibridacién de pCcH32 sobre
ntcleos interfésicos y profésicos demostraba que tanto las dos bandas
paracentroméricas como el brazo largo de cada uno de los homélogos de
la pareja NOR tienden a estar muy préximos (Fig. 12C). Esta asociacién
entre los dos cromosomas NOR homélogos se ha observado en

aproximadamente el 502 de las 150 células analizadas.

4.2.5. DISTRIBUCION DE LAS FAMILIAS ECO RI, DRA I Y HIND III EN EL
GENOMA DE OTRAS ESPECIES DEL GENERO CREPIS

La posible distribucién de las Familias de ADN repetido Eco RI,
Dra I y Hind III en el genoma de otras especies del género Crepis, se
realiz6 mediante Southern-blot. Se analizaron seis especies de este
género: C. biennis, C. setosa, C. dioscoridis, C. rubra, C. foetida y
C. zacintha. E1 ADN de estas especies fue digerido con las enzimas de
restriccién Eco RI o Dra I, fraccionado mediante electroforesis en un
gel de agarosa y transferido a una membrana de nylon. Al hibridar los
filtros con el inserto de pCcE9 que contiene una unidad de repeticién
de la familia Eco RI o con el de pCcD29, que contiene una unidad de
repeticién de la familia Dra I, ninguna de las especies, excepto C.
capillaris, mostraba hibridaci6én, incluso en condiciones de baja
astringencia. No obstante, cuando estos mismos filtros se utilizaron
para hibridar con pCcH32, se observ6é que la familia Hind III estaba
presente en el genoma de ciertas especies como C. biennis, C. setosa y

C. zacintha, pero no en el resto de las especies analizadas (Fig. 13).
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El monémero de la familia Hind III, pCcH32, hibridaba con el genoma de
estas especies incluso en las condiciones de astringencia més altas
descritas en Material y Métodos. Al igual que en C. capillaris, en
estas tres especies la familia Hind III estd formada por unidades de
aproximadamente 160 pb, las cuales se repiten en tédndem dentro de cada

genoma .

4.3. ANALISIS DEL ADN DE LOS CROMOSOMAS ‘Bs DE Crepis capillaris

MEDIANTE HIBRIDACION IN SITU CON ADN GENOMICO (GISH)

Con el fin de profundizar en el anédlisis molecular de los
cromosomas Bs de C. capillaris, 1llevamos a cabo una serie de
experimentos de hibridacién in situ utilizando como sonda el ADN

genémico de individuos con y sin cromosomas Bs.

En primer lugar, para comprobar si el ADN de los cromosomas
estdndar muestra homologia con el ADN de cromosomas Bs, el ADN marcado
de individuos sin Bs se utilizé para hibridar preparaciones
cromosémicas con Bs. Como puede observarse en la Fig. 14, los
cromosomas Bs muestran wuna hibridacién similar que los As. No
obstante, las regiones miAs grandes de heterocromatina constitutiva de
los cromosomas As mostraban una hibridacién més intensa con respecto a
la eucromatina, hecho que no sucedia con la banda de heterocromatina
constitutiva del cromosoma B. Esto indicaba que el ADN de los
cromosomas Bs muestra un alto grado de homologia con el ADN presente
en los cromosomas As. Ademds, el hecho de que la heterocromatina de
los Bs hibridara igual que lo hace la eucromatina podria indicar que
esta regién, aunque heterocromdtica, no es rica en ADN altamente

repetido.

Cuando el ADN marcado de individuos con 2 cromosomas Bs se
utilizé para hibridar in situ sobre preparaciones cromosémicas con Bs,

los resultados fueron similares (Fig. 14). La regi6n heterocromética
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del cromosoma B no mostré tampoco una hibridacién diferencial con
respecto a la eucromatina, aunque las regiones heterocromdticas de los
cromosomas As si 1lo hacfan. Los signos de hibridaci6n se ven
drédsticamente reducidos si el ADN marcado de individuos con 2 Bs se
mezcla con un exceso de ADN sin marcar de individuos sin Bs, y se
utiliza para hibridar preparaciones cromosémicas de plantas con Bs. De
alguna forma, el ADN de plantas sin Bs, que se afiade en exceso,
bloquea la hibridacién del ADN marcado ya sea porque hibrida sobre los
cromosomas o con el ADN marcado de plantas con Bs. Este resultado
vuelve a indicar que el cromosoma B de C. capillaris no posee

secuencias de ADN repetido especificas.

Con el fin de enriquecer la sonda en ADN repetido especifico de
C. capillaris, el ADN marcado de plantas con 2 Bs se mezcl6é con un
exceso de ADN sin marcar de otras especies de Crepis (C. rubra, C.
setosa) y se utilizé para hibridar in situ. En este caso, las
secuencias repetidas especificas de C. capillaris no son bloqueadas
por el ADN de las otras especies y, por tanto, podrian hibridar sobre
los cromosomas de esta especie. Los resultados coinciden con 1los
mostrados en la Fig. 14. Las regiones de heterocromatina constitutiva
de los cromosomas As muestraron una fuerte hibridacién. En cambio, la
heterocromatina del B adquiere de nuevo la misma hibridacién que la

eucromatina.

4.4. ANALISIS DEL ADN RIBOSOMICO EN EL GENOMA ESTANDAR Y EN LOS
CROMOSOMAS Bs DE C. capillaris

4.4.1. HIBRIDACION IN SITU

A) E1 ADN ribos6mico 18S y 25S.

Aunque la mayor parte del ADN ribosémico 18S, 5.8S y 25S de C.

capillaris se encuentra localizado en el brazo corto del tercer par

cromosémico, Maluzynska y Schweizer (1989) han demostrado
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recientemente que el cromosoma B de esta especie contiene ADN

ribosémico en las proximidades de ambos tel6meros.

En un intento global de analizar el cromosoma B de C. capillaris
desde un punto de vista molecular, se hace necesario analizar 1los
cistrones ribosémicos presentes en estos cromosomas y su relacién con
los que presenta el genoma estédndar de la especie. En primer lugar,
comprobamos si los cromosomas Bs del material que estébamos analizando
tenian o no cistrones ribos6émicos. La detecci6én de ADN ribosémico en
los cromosomas de C. capillaris se ha llevado a cabo utilizando el
inserto de ADNr de pTA71. La Fig. 15A muestra la hibridacién in situ
de pTA71 con los cromosomas de C. capillaris. En ella se puede
observar cémo el ADN ribosémico no solo hibrida con la regién terminal
del brazo corto del tercer par cromosémico sino también con la regién
terminal de cada uno de los brazos del cromosoma B. En el cromosoma 3
el ADNr de pTA71 hibrida tanto en la constriccién secundaria como con
el satélite heterocromidtico terminal asociado a la misma (Figs. 15A, D

y F).

Puesto que se ha utilizado como sonda el ADN ribosémico de una
especie evolutivamente distante de C. capillaris, es poco probable que
la hibridacién sobre los Bs se deba a las secuencias espaciadoras en
el ADNr, ya que éstas varian mucho de unas especies a otras. Por
tanto, 1la hibridacién del ADNr sobre 1los cromosomas Bs de C.
capillaris es debida a la presencia de verdaderos genes de ARN
ribosémico 185 y 25S, y no a otro tipo de secuencias de ADN repetido

relacionadas con el ADN ribosémico.

B) ADN ribos6mico 5S

La hibridacién in situ de ADN 5S en los cromosomas de C.
capillaris, se llev6 a cabo con 1la sonda heter6loga cP5S. La
hibridacién del inserto de cP5S sobre los cromosomas de C. capillaris

se muestra en la Fig. 15B. El1 ADN ribos6émico 5S se localiza sobre el
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brazo corto del tercer par cromosémico, muy préximo a los genes
ribosémicos que codifican para los ARNs ribosémicos 18S, 5.8S y 25S.
El cromosoma B, sin embargo, no mostré ningGn signo de hibridacién con

esta sonda.

La posici6én relativa del ADNr 18S y 25S con respecto a la del
ADN 55, se determiné mediante hibridacién simultdnea con las sondas
pTA71 y cP5S. Ambos tipos de ADN ribosémico aunque préximos en su
localizaci6én forman clusters separados. El1 ADNr que codifica para los
ARNs ribos6micos 18S, 5.85 y 255 tiene una posicién terminal en el
brazo corto del cromosoma 3, mientras que el cluster de ADN 5S se
localiza mAs pr6ximo al centrémero en este mismo brazo cromosémico

(Figs. 15D y F).

4.4.2. CARACTERIZACION MOLECULAR

La organizacién del ADN ribosémico en el genoma de C. capillaris
se analiz6 mediante hibridacién en Southern-blot. Para ello, el ADN de
C. capillaris se digiri6 con diferentes enzimas de restriccién y se
separ6 mediante electroforesis en un gel de agarosa. Después de
transferir el ADN a una membrana de nylon, se hibrid6é con las sondas

heterélogas pTA71 6 cPSS.

A) E1 ADN ribos6mico 18S, 5.8S y 25S.

En C. capillaris, al igual que en otras especies animales y
vegetales, el ADN que codifica para los ARNs ribosémicos 18S, 5.8S y
258 estéd formado por unidades repetidas que se organizan en t&ndem. La
digesti6n del ADN de C. capillaris con las enzimas de restriccién Eco
RI, Dra I y Bam HI pone de manifiesto la existencia de variaciones
intra e interindividuales para el tamafio de las unidades de repeticién
del ADNr. De hecho las digestiones de ADN con Dra I mostraron dos
patrones diferentes de hibridacién en Southern-blot. En algunos

individuos 1la hibridacién con pTA71 da lugar a dos bandas de
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aproximadamente 5.1 Kb y 3.9 Kb, mientras que en otros individuos
aparece una banda adicional de aproximadamente 3.7 Kb (Fig. 16A). De
igual forma, la digestién con Eco RI del ADNr de ciertos individuos da
lugar a dos fragmentos de restriccién de 5.3 y 3.7 Kb, mientras que en
otros individuos (que coinciden con los que muestran un fragmento de
restriccién adicional con Eco RI) aparece un fragmento extra de
aproximadamente 5.1 Kb (Fig. 16B). Estos patrones de digesti6én indican
que el ADNr de C. capillaris estéd formado por dos tipos de unidades
repetidas: una de aproximadamente 9 y otra de 8.8 Kb, cada una de las
cuales posee dos dianas de restriccién para las enzimas Eco RI y Dra I
(Fig. 17). De entre un total de 12 individuos analizados, 10 de ellos
mostraban ambas unidades de repeticién, mientras que el ADNr de los
dos individuos restantes estaba formado Gnicamente por unidades de 9
Kb. Esto significa que la unidad de 9 Kb se encuentra representada en
todos los individuos analizados existiendo un polimorfismo para las
unidades de 8.8 Kb. Ademds, el hecho de que los fragmentos de
restriccién originados por las unidades de 9 Kb hibriden con la misma
intensidad en todos los individuos analizados mientras que los que se
originan a partir de las unidades de 8.8 Kb muestren una intensidad de
hibridacién que varia de unos individuos a otros (Fig. 16), demuestra
que las unidades de 8.8 Kb aparecen de forma extra y en un nGmero

variable de copias entre distintos individuos.

En cambio, la digestién del ADNr con Bam H1 da lugar a un patrén
de hibridacién mds complejo (Fig. 16C) que indica la existencia de una
variacién en la secuencia entre la unidades repetidas de un mismo
individuo. Existen asi unidades que poseen cuatro dianas de
restricci6n para Bam Hl mientras que otras unidades sélo poseen tres
dianas. Esto determina que en los individuos que tienen una fnica
unidad de repeticién de 9 Kb aparezcan cinco fragmentos de restriccién
de aproximadamente 4.7, 3.5, 2.8, 1.5 y 1.2 Kb siendo los fragmentos
de 3.5 y 1.2 Kb el producto de la digestién del fragmento de 4.7 Kb en
algunas unidades de la familia (Fig. 16C). En aquellos individuos

donde ademds de las unidades de 9 Kb aparecen otras de 8.8 Kb la
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digestién con Bam Hl origina dos fragmentos de restriccién adicionales

de 3.3 y 4.5 Kb (Fig. 16C).

El mapa de restriccién para la enzimas Eco RI, Dra I y Bam HI
que se presenta en la Fig. 17 se ha obtenido a partir de digestiones
dobles con Eco RI + Bam HI, Eco RI + Dra I y Bam HI + Dra I (Figs. 16D
y E) La hibridacién se llev6é a cabo con el inserto completo de pTA71
(Fig. 16D) o con el fragmento de 3.6 Kb que se origina tras cortar
pTA71 con Eco RI + Bam HI (Fig. 16E), el cual contiene parte de los
genes 18S + 255, pero no la regién intergénica (Fig. 17). Puesto que
la longitud y la secuencia de los ARNs 18S y 25S de plantas estd muy
conservada, la longitud de los genes 185, 5.85 y 25S, asi como la
longitud de los espaciadores internos que se transcriben (ITS1 y ITS2)
que aparecen en el mapa de restriccién se han tomado del mapa de

Brassica (Delseny et al., 1990).

El grado de metilacién del ADNr de C. capillaris se analizé
digiriendo el ADN de la planta con los isoesquizémeros Msp I y Hpa II
e hibridando con el ADNr de pTA71. Los resultados se muestran en la
figura 16F. Msp I fué capaz de digerir el ADNr de esta especie dando
lugar a muchos fragmentos de restriccién de distinto tamafio, mientras
que Hpa II apenas cortaba dentro de la familia multigénica, por lo que
la mayor parte de ésta permanecia sin digerir. Estos resultados
demuestran que la mayor parte de las citosinas internas de los sitios
MspI/Hpall dentro de cada unidad de ADNr est4n metiladas. Ademés, el
patrén de hibridacién multimérico que origina Msp I podria también
indicar que muchas de las citosinas externas de estos mismos sitios de

reconocimiento también se encuentran metiladas.
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B) Comparaci6én entre el ADN ribos6mico 185 y 25S en el genoma esténdar

y en los cromosomas Bs.

Teniendo en cuenta que los cromosomas Bs de esta especie
contienen ADNr es posible pensar que el polimorfismo para las unidades
de 8.8 Kb, asi como las variaciones interindividuales para el n@mero
de copias de esta misma unidad de repetici6bn, se podrian deber a la
presencia o no de «cromosomas Bs en los distintos individuos
analizados. Puesto que se conocia el cariotipo de cada uno de los
individuos hemos podido observar que la presencia de las unidades de
8.8 Kb no estd4 correlacionada con la presencia de cromosomas Bs ya que
individuos sin cromosomas Bs también eran portadores de dicha unidad
de repeticién (Figs. 16A-C). De igual forma, puesto que ciertos
individuos sin cromosomas Bs o con un solo cromosoma B mostraban mayor
namero de copias de 8.8 Kb que otros con dos cromosomas Bs (Figs. 16A-
C), las variaciones en el nGmero de copias para esta unidad de menor
tamafio tampoco dependia del nGmero de cromosomas Bs en cada individuo.
No obstante, todas las plantas portadoras de cromosomas Bs analizadas
poseian los dos tipos de unidades de 9 y 8.8 Kb. S6lo dos de las
plantas analizadas, que no tenian Bs, carecian de las unidades de 8.8
Kb. Estos datos demostraba que la longitud de las unidades de ADNr de
los Bs de C. capillaris no muestra ninguna diferenciacién con respecto

a la que aparece en el genoma estédndar de la especie.

Por otro lado, y con el fin de analizar mAs exhaustivamente la
relaci6én entre la secuencia del ADNr de los cromosomas Bs y del genoma
estdndar de esta especie, el ADN de individuos sin cromosomas Bs y con
dos cromosomas Bs se digirié con un total de 16 enzimas de restriccién
(Eco RI, Dra I, Bam HI, Hind III, Sac I, Pvu II, Hae III, Rsa I, Dde
I, Sau3A, Mbo I, Alu I, Xba I, Nde I, Msp I and Hpa II), y se utiliz6
para hibridar en Southern-blot con el inserto de ADNr de pTA71. En la
figura 16 se muestran algunas de estas hibridaciones. Ninguna de las
enzimas de restricci6én utilizadas fué capaz de originar fragmentos de

restriccién especificos del ADNr de los cromosomas Bs, lo que indica
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que las secuencias de las unidades de ADNr que forman parte de los
cromosomas Bs deben ser muy similares a las de las unidades del genoma

estidndar.

C) E1 ADNr en otras especies de Crepis

La figura 18 muestra el andlisis del ADNr de distintas especies
del género Crepis (C. capillaris, C. biennis, C. setosa, C.
dioscoridis, C. rubra, C. foetida y C. zacintha) mediante Southern-
blot. E1 ADN de estas especies digerido con las enzimas Eco RI o Dra I
fue separado mediante electroforesis en agarosa, transferido a una
membrana de nylon e hibridado con la sonda de ADNr pTA71. Al igual que
en C. capillaris, el ADNr de todas las especies de Crepis analizadas
mostr6 dos dianas de restricci6én para Eco RI y Dra I. No obstante,
cada especie mostraba un patrén de hibridacién diferente, lo que
indica que la longitud y/o la secuencia del ADNr varia entre las
distintas especies. Asi, C. capillaris y C. biennis, por ejemplo,
mostraron los mismos fragmentos de restricci6én para Eco RI, lo que
demuestra que las unidades repetidas de ambas especies tienen la misma
longitud. Sin embargo, la digestién del ADNr de ambas especies con Dra
I pone de manifiesto 1la presencia de fragmentos de restriccién
caracteristicos en cada especie, lo que posiblemente se deba a una
heterogeneidad en la secuencia de las unidades repetidas de ADNr entre
distintas especies. Por tanto, al contrario de lo que ocurria entre el
ADNr de los cromosomas As y el de los Bs de C. capillaris, el ADNr de
las siete especies de Crepis analizadas puede diferenciarse

perfectamente usando Gnicamente estas dos enzimas de restriccién.

D) E1 ADN ribosémico 5S.

La organizacién de la familia multigénica que codifica para los
ARNs 5S en el genoma de C. capillaris, se ha llevado a cabo mediante
hibridacién en Southern-blot. La Fig. 19 muestra la hibridacién de

cP5S con el ADN de C. capillaris digerido con distintas enzimas de
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restriccién y transferido a una membrana de nylon. Este patrén de
hibridacién es completamente diferente del mostrado por pTA71 para el
ADN ribos6émico 18S, 5.8S y 25S (Fig. 16), lo que indica que ambos ADNs
ribos6micos, aunque se localizan muy préximos en el mismo par

cromosémico (Fig. 15), estén organizados en clusters separados.

Como puede observarse en la Fig. 19, el patr6n de hibridacién en
escalera que muestra el ADN de C. capillaris con el césmido cP5S
indica que el ADN ribosémico 5S de esta especie estd formado por
unidades de aproximadamente 350 pb que se repiten en tédndem formando
largos clusters. De hecho, algunas enzimas tales como Eco RI, Dra I,
Alu I, Hinf I, Sac I y Sal I, no reconocen ninguna diana dentro de las
unidades repetidas del ADN 5S, por lo que la mayor parte del mismo
permanece con la misma movilidad que el ADN sin digerir. Otras enzimas
de restriccién como Hae III y Rsa I cortan una sola vez dentro de la
mayor parte de las unidades de ADN 5S originando una banda de
aproximadamente 350 pb que se corresponde con el monémero, asi como
otras de mayor peso molecular que se corresponden con el dimero, el
trimero o el tetrdmero de la unidad de repeticién bésica. En cambio,
otras enzimas de restriccién como Nde I y Msp I muestran un tipico
patrén de hibridacién en escalera, lo que demuestra la existencia de
una variacién para las dianas de reconocimiento de Nde I y Msp I, las
cuales se distribuye al azar entre las distintas unidades de ADN 5S.
En el caso de Msp I, ademids de multimeros formados por unidades de 350
pb, aparecen otros fragmentos de restricci6n de distinto tamafio que
probablemente se deban a la presencia de dos dianas de restriccién
para Msp I en algunas unidades. El ADN ribosémico 5S, sin embargo, es
totalmente resistente a la digestién con Hpa II, lo que indica que las
citosinas internas de las dianas de reconocimiento para Msp I 6 Hpa II

(5’-CCGG-3’) se encuentran metiladas.

Ademéds de estas variaciones al azar entre las distintas
unidades del ADN 5S, la digestién de esta familia multigénica con Dra

I pone de manifiesto la existencia de variaciones que afectan a
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unidades que se agrupan en tédndem. Asi, tras cortar el ADN 5SS con Dra
I, aunque la mayor parte del mismo permanece sin digerir como una
banda de alto peso molecular, una pequefia parte del mismo se digiere
hasta fragmentos que se corresponden con el monémero (Fig. 19). Como
hemos descrito anteriormente, 1la hibridacién in situ pone de
manifiesto la existencia de un Gnico cluster de ADN ribosémico 5S, el
cual se localiza en el brazo corto del tercer par cromosémico. No
obstante, teniendo en cuenta que: a) la técnica de hibridacién in situ
es menos sensible que la de hibridacién en Southern-blot, b) el ADN 5SS
se localiza muy préximo al ADNr 18S, 5.8S y 25S en el cromosoma 3 y c)
existe una cluster adicional de genes 18S, 5.85 y 255 en los
cromosomas Bs, se podia pensar que esta variaci6én en cluster para la
dianas de reconocimiento de Dra I estaria asociada con los cromosomas
Bs. Sin embargo, el andlisis de distintas digestiones de ADN de
plantas con y sin cromosomas Bs con Dra I pone de manifiesto que esta
variacién estd4 presente tanto en las plantas con Bs como en las

plantas sin Bs.

4.5. EL ADN TELOMERICO EN LOS CROMOSOMAS A Y B DE C. capillaris.

La caracterizacién del ADN que forma parte de los telémeros de
los cromosomas A y B de C. capillaris se ha estudiado mediante
hibridacién en Southern-blot e hibridacién in situ. Para ello se ha
utilizado como sonda el pldsmido pAtT4, el cual contiene una fragmento

del ADN telomérico de Arabidopsis thaliana (Richards y Ausubel, 1988).

La Fig. 20 muestra la hibridacién in situ de los cromosomas
estédndar y Bs de C. capillaris con pAtT4. Como puede observarse, los
cromosomas As no mostraron ninguna sefial de hibridacién sobre sus
tel6émeros. En cambio, los telémeros de los cromosomas Bs mostraban una
fuerte sefial de hibridacién. El hecho de no poder detectar el ADN
telomérico de los cromosomas As pero si el de los Bs indicaba que en

los cromosomas Bs el ADN que forma parte de los tel6meros esté
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amplificado con respecto al de los cromosomas As, lo que hace que éste

pueda ser detectado mediante hibridacién in situ.

Tras analizar el ADN telomérico mediante hibridacién in situ en
6 individuos de C. capillaris con diferente nGmero de Bs (1-3) se
observé que la amplificacién que afecta a los tel6meros de los
cromosomas Bs aparecia en todos 1los individuos analizados. Sin
embargo, los cromosomas Bs de dos de los individuos tenian amplificado
Gnicamente uno de sus telémeros (Figs. 20C-D). Por tanto, aunque
morfolégicamente todos los cromosomas Bs analizados eran iguales, la
hibridacién in situ con ADN telomérico indicaba la presencia de dos
tipos de cromosomas Bs: unos que tenian amplificado el ADN de uno de
sus telémeros, y otros en los que el ADN de ambos telbémeros estaba

amplificado.

La hibridacién en Southern-blot del plédsmido pAtT4 con el ADN
aislado a partir de plantas con y sin cromosomas Bs no solo indicaba
la presencia de ADN telomérico adicional en las plantas con Bs sino
que demostraba la existencia de variaciones entre el ADN telomérico
del genoma estdndar y el de plantas con Bs. Asi, la digesti6én del ADN
de plantas con y sin Bs con la enzima Mbo I, pone de manifiesto la
existencia de varios fragmentos de restriccién (RFLPs) especificos del
ADN de plantas con Bs (Fig. 21A). De entre un total de 16 individuos
analizados (8 sin cromosomas Bs y 8 con 2 cromosomas Bs), los
individuos con cromosomas Bs mantenian el mismo polimorfismo respecto
a los individuos sin Bs. Ello indicaba que los RFLPs detectados en las
plantas con Bs se deben al ADN de los cromosomas Bs.

Para comprobar si la hibridacién que mostraba pAtT4 en el genoma
de C. capillaris era realmente debida a secuencias de los tel6meros,
el ADN de plantas con y sin cromosomas Bs se digiri6é parcialmente con
la exonucleasa Bal3l y posteriormente se corté6 completamente con Mbo
I. Despues de hibridar en Southern-blot con pAtT4, se observé que
tanto la hibridaci6n heterodispersa que mostraba el ADN de plantas sin

Bs como las bandas especificas del ADN de los cromosomas Bs disminuian
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de tamafio o bien desaparecian a medida que aumentaba el tiempo de
digesti6én con Bal3l (Fig. 21B). Esto demuestraba que la hibridacién
que muestra pAtT4 se debe Gnicamente a secuencias que se localizan en

los extremos de los cromosomas.
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Figura 1. Cariotipo de un individuo de Crepis capillaris con
un cromosoma B. A) Tincién con orceina. B) Bandeo C. La
escala representa 5 pm.
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Figura 2. Patrones de digestién del ADN de C. capillaris con
distintas enzimas de restriccién: (a) Eco RI, (b) Dra I, (c)
Xba I, (d) Mbo I. En la linea izquierda de cada gel se muestra
el ADN de un individuo sin cromosomas Bs, mientras que la linea
derecha corresponde al ADN de un individuo con dos cromosomas
B. Las puntas de flecha seflalan la banda Eco RI de 360 pb y la
banda Dra I de 260 pb utilizadas para clonar las familias de
ADN altamente repetido Eco RI y Dra I, respectivamente. Al
igual que en el resto de las figuras de hibridacién en
Southarn-blot, los ntGmeros y/o lineas a la izquierda de cada
gel seflalan el tamafio en Kb y la posicién relativa de los
marcadores de peso molecular utilizados (ADN del fago lambda
digerido con Hind III).
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Figura 3. Hibridacién en Southern-blot del inserto de pCc2l con el ADN de plantas de C.
capillaris sin cromosomas B (0) o con dos cromosomas B (2) digerido con Eco RI (Ec), Sac
I (Sc), Hind III (Hd), Dra I (Dr). Las puntas de flecha en las digestiones con Eco RI y
Sac I seflalan los fragmentos de restriccién especificos del ADN de los Bs. Las
digestiones con Mbo I se llevaron a cabo en el ADN de un individuo sin Bs y a distintos
tiempos (15-120 min).



80
Eco RI Hpall
GAATTCGATCACGGTTTGTCAATGAAATTTGTCCGGAACCATTGGTTTATGCTAGAAAAT 60
i Alul
TTCTTCCGCGATCGGGAAAAGTTGCACCGATTTTGAGCTGTCGAGTGCCACAATGTTCGC 120

Rsal Hinfl
ATCTAAACGTACGTTGTTTCAACCCATTTTTTGTTGACATAGTTTTCACTTTTGAATCGG 180
Hpall
Hinfl i
TAAATAATTTGTGAAAGAAAGTTGTCCGGAATCATGGATTTGATATACAAAACTTCTTCC 240
GTAATCGAAAAAAGTGGCACGGATTTCGATTTATTCCACCAAAACTGTTTCATGCCTAAT 300
Alul Rsal

AAACTAAAGGTAAGCTCGGTTGATGTTGTGTGCTTTGGTACACGTCTCGTTGTTTG\ 356

15  TTTGTCAATGAAATTTGTCCGGAACCATTGGTTTATGCTAGAAAATTTCT 64

Khkkk hk hhkhk hhkhhhkhkhhhd kkk * * kK kk kkkk kkkk

188 TTTGTGAAAGAAAGTTGTCCGGAATCATGGATTTGATATACAAAACTTCT 237

65  TCCGCGATCGGGAAAAGTTGCACCGATTTTGA

*kkk *kkk hhkkhk hhkk hhkdhk ** H = 76%

238 TCCGTAATCGAAAAAAGTGGCACGGATTTCGA

Figura 4. A) Secuencia de nucle6tidos del inserto del pldsmido pCcE9
(monémero de la familia de ADN repetido Eco RI). Las flechas continuas
debajo de la secuencia indican dos subrepeticiones directas de 82 pb,
mientras que las flechas discontinuas indican dos subrepeticiones inversas
dentro del monémero. Las lineas continuas por encima de la secuencia sefialan
varias regiones palindrémicas. En negrita se representan las dianas de
reconocimiento para algunas enzimas de restriccién. B) Homologia (H) entre

las dos repeticiones directas de 82 pb.




E D A HfFHa R Sc N SI

231—
9.4—
6.6—
44—
-
-

28 _
20—
-‘
-
. - -
- -
056 —

®o30 t,

Figura 5. Patrones de hibridacién en Southern-blot del
inserto del plédsmido pCcE9 (monémero de la familia Eco RI)
con el ADN de C. capillaris digerido con Eco RI (E), Dra
I (D), Alu I (A), Hinf I (Hf), Hae III (Ha), Rsa I (R),
Sac I (Sc), Nde I (N), Sal I (S1), Msp I (M) y Hpa II
(Hp).
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A
Dra 1 s
TTTAAATTTCAAAATCCGTATAGGTCCTGCAGGTCCTTTAGACGTTGTTCTCCTTCCTTC 60
R Alu 1
AAGGATCGATTGGACGGCTCAGATTTTGAACACGGAAGCTATGGTCGTTTCGTGAGATGC 120

Nde 1 Alu I
GGGCGTTGATGGTTGGCGGTAGTTACACATATGGGTCTTTTACTAGCTCAAGTCTGTTTA 180
Rsa 1

TATACAGCCAGGGCAGACAAATTCCCCTTAGAAAGGAACTAGGGTATTGAAACTGTACAA 240
ACTCCATCCAAAATGCTAT 259

B
208 GGAATCATGGAT-TTGA---TATACAAAACTTCTTCC  pCcE9

khkkk * *k Kk kkhkk k khkk Khhkkkk Kk kk%k H=67-50/o

215 GGAA-CTAGGGTATTGAAACTGTAC-AAACTCCATCC pCcD29

Figura 7. A) Secuencia de nucle6tidos del inserto del plédsmido pCcD29
(monémero de la familia Dra I). En negrita se representan las dianas de
reconocimiento . para algunas enzimas de restriccién. Las flechas sefialan
varias regiones palindrémicas dentro de la secuencia. B) Porcentaje de
homologia (H) entre una regién de las secuencias del monémero de la familia
Eco RI (pCcE9) y el de la familia Dra I (pCcD29).
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Figura 8. Patrones de hibridacién en Southern-blot del
inserto del plédsmido pCcD29 (monémero de la familia Dra I)
con el ADN de C. capillaris digerido con Eco RI (E), Dra
I (D), Alu I (A), Hinf I (Hf), Hae III (Ha), Rsa I (R),
Sac I (Sc), Nde I (N), Sal I (S1), Msp I (M) y Hpa II
(Hp).
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Figura 9. Hibridacién simultédnea de las familias Eco RI (B y E) y Dra I (C y F) con los
nGcleos mitéticos (B y C) y meibticos (E y F) de C. capillaris. El monémero de la
fémilia Dra I (pCcE9) y el de la familia Dra I (pCcD29) se marcaron con biotina y
digoxigenina respectivamente. Tras hibridar sobre preparaciones mitéticas y meibticas,
las sefilales de hibridacién de pCcE9 se detectaron con avidina-Texas-Red y las de pCcD29
con antidigoxigenin-FITC. En A y D se muestra la tincién con DAPI de la célula mitética
presente en B y C o de las meibéticas presentes en E y F, respectivamente. La escala
representa 10 um.
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GGTTTATGCATTCTAAAGTAATCAAGAACAAGAACCATCCCGAAGTTCCAACCGTTGTC& 60

TTCAAACCCTAGTTCGTATCTAAGAGAAGCCTAATATTCAAATCCATGTTGCGAGGCTTC 120

Hind III
Alu I

GTTTGAGGTCATGCGAACCTAACCAATCAAACTAAGCTT 159
B
60 ATTCAAACCCTAGTT
kkhkkkkkk k% *kkk H_—_ 800/0
96 ATTCAAATCCATGTT
147 TCAAACTAAGCTT
kkkkkk khkkk * H__. 850/0
34* TCAAACGAAGCCT

295 CCTAAT-AAACTAAAGGTAAGCTCGGTTGATG pCcE9
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143 CC-AATCAAACTAA------ GCTTGGTTTATG pCcH32

Figura 10. A) Secuencia de nucleétidos del inserto de PCcH32 (monémero de la
familia de ADN repetido Hind III). La flechas sefialan varia subrepeticiones
dentro de la secuencia. Las dianas de alguna enzimas de restriccién se
representan en negrita. B) Homologia (H) entre las subrepeticiones internas
mostradas en A. C) Homologia (H) entre una regién de las secuencias del
monémero de la familia Eco RI (pCcE9) y el de la familia Hind III (pCcH32)
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Figura 11. A. Patrones de hibridacién en Southern-blot del inserto de
pCcH32 (monémero de la familia Hind III) con el ADN de C. capillaris
digerido con Hind III (Hd), Dra I (D), Alu I (A), Hinf I (Hf), Hae III
(Ha) y Rsa I (Rs). B. Hibridacién en Southern blot de pCcH32 con el
ADN de varios individuos de C. capillaris sin cromosomas Bs (0) o con
dos Bs (2) digerido con Eco RI.
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Figura 12. A) Cariotipo de C. capillaris mostrando la hibridacién in situ
del inserto de pCcH32 (monémero de la familia Hind III). B-C) Tincién con
DAPTI (B) e hibridacién in situ con pCcH32 (C) de la misma profase
mitética de C. capillaris. El inserto del pldsmido pCcH32 se marcé con
digoxigenina y se utilizé para hibridar preparaciones cromosémicas
mitéticas de C. capillaris. Las sefiales de hibridacién se detectaron con
antidigoxigenina-FITC y los cromosomas se tifieron con DAPI. La escala
representa 5 um.
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Figura 13. Hibridacién en Southern-blot del monémero de la
familia Hind III (pCcH32) con el ADN de distintas especies del
género Crepis digerido con Dra I. C. capillaris (Cc), C.
biennis (Cb), C. setosa (Cs), C. dioscoridis (Cd), C. rubra
(Cr), C. foetida (Cf) y C. zacintha (Cz).
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Figura 14. A) Hibridacién in situ de los cromosomas mitéticos
de C. capillaris con ADN genbémico de una planta sin cromosomas
Bs. B) Tincién con DAPI de estos mismos cromosomas. E1 ADN
genémico de la planta se marcé con biotina y se utilizé para
hibridar preparaciones cromosémicas con cromosomas B. Las
seflales de la hibridacién se detectaron con avidina-Texas-Red
y los cromosomas se tifiieron con DAPI. Obsérvese que 1los
cromosomas Bs (flecha) hibridan de la misma forma que los As,
y que las seflales de hibridacién mAs intensas que se observan
en la heterocromatina de los As (cabezas de flecha) no aparecen
en la heterocromatina paracentromérica del B.
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Figura 18. Hibridacién en Southern-blot del inserto de pTA71 (ADNr) con el ADN de

distintas especies de Crepis digerido con Eco RI (A)
C. biennis (Cb), C. setosa (Cs), C. dioscoridis (Cd),
C. zacintha (Cz).

oDra I (B). C. capillaris (Cc),
C. rubra (Cr), C. foetida (Cf),
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Figura 19. Hibridacién en Southern-blot del inserto del
pldsmido cP5S (ADN 5S) con el ADN de C. capillaris
digerido con Eco RI (E), Dra I (D), Alu I (A), Hinf I
(Hf), Hae III (Ha), Rsa I (R), Sac I (Sc), Nde I (N), Sal
I (S1), Msp I (M) y Hpa II (Hp).
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Figura 20. Hibridaci6én in situ del ADN telomérico de pAtT4
con los cromosomas A y B de C. capillaris. B) Metafase
mitética de un individuos con los dos telémeros del B
amplificados, y D) de un individuo en el que los Bs solo
tienen amplificado uno de sus telémeros. A y C) Tincién con
DAPI de las células B y D, respectivamente. Las flechas
seflalan la hibridacién del ADN telomérico sobre 1los
cromosomas B.



97

2Bs
0 5 15 30

44—

23—
20—

0.56—

Figura 21. A) Hibridacién en Southern del inserto de pAtT4 con el ADN
de plantas de C. capillaris sin cromosomas B (0) o con dos cromosomas
B (2) digerido con Mbo (Mb). Las flechas sefialan los fragmentos de
restriccién especificos del ADN de plantas con Bs. B) El ADN de
plantas con y sin cromosomas B se digirié a distintos tiempos (0-30
min) con la exonucleasa Bal 31 antes de ser digerido completamente con
Mbo I. Obsérvese como los fragmentos de restricién detectados por
PAtT4 tanto en el ADN de plantas sin Bs como en el de plantas con Bs
disminuyen de tamafio o desaparecen a medida que aumenta el tiempo de
digestién con la exonucleasa.
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5. DISCUSION

5.1. EL ADN SATELITE DE Crepis capillaris

En el presente trabajo se han clonado y analizado tres
secuencias de ADN altamente repetido del genoma de C. capillaris que
presentan caracteristicas tipicas de ADN satélite (Brutlag, 1980;

Singer, 1982) tales como:

a) La tres familias analizadas (familia Eco RI, Dra I y Hind

5 6

ITII) estdn formadas por unidades que se repiten del orden de 107-10

en el genoma haploide de C. capillaris.

b) El patr6én de hibridacién en Southern-blot mostrado por cada
una de las familias indica que estdn constituidas por wunidades de

pequefio tamafio que se repiten en tédndem formando grandes clusters.

c) Al igual que la mayor parte del ADN satélite descrito en
otras especies, estas familias se localizan principalmente en las
regiones de heterocromatina constitutiva de C. <capillaris. Las
familias Eco RI, Dra I y Hind III constituyen aproximadamente el 11.5Z
del genoma haploide de C. capillaris. ZEsto significa que la
heterocromatina constitutiva de C. capillaris, que representa
aproximadamente el 137 del genoma haploide de 1la especie, esté
mayoritariamente formada por estas tres familias de ADN altamente

repetido.

5.1.1. SECUENCIA DE NUCLEOTIDOS DE LOS ADNs SATELITE DE Crepis

capillaris

La longitud de los monémeros de cada uno de los tres ADNs
satélite de C. capillaris (357 pb en el caso del monémero Eco RI, y

259 y 159 pb para los monémeros Dra I y Hind III, respectivamente)




Discusién 99

estd de acuerto con el tamafio de las unidades repetidas de otros ADNs
satélites de plantas, entre los que existen unidades que oscilan entre
150 y 500 pb (Lapitan, 1992). El contenido en G+C de las repeticiones
de los tres ADNs satélite es muy similar: 422 para el monémero Eco RI,
y 42.7Z y 402 para los monbémeros Dra I y Hind III respectivamente,
siendo comparable al contenido medio en G+C del ADN genémico de C.

capillaris (36.7%Z) (Sacristan y Dobrigkeit, 1973).

La secuenciacién de una de las unidades de cada satélite nos ha
permitido analizar las repeticiones internas dentro de cada monémero,
asi como el grado de conservacién entre las secuencias de distintos
ADNs satélite dentro de una misma especie o entre el ADN satélite de

especies diferentes.

A) Subrepeticiones internas dentro de la unidad de repeticién del

satélite.

Tal y como puede observarse en las Figs. 4 y 10, tanto la
secuencia del monémero de la familia Eco RI como el de la familia Hind
IIT muestran subrepeticiones dentro de la unidad bAdsica de repeticién.
En concreto, el monémero de la familia EcoRI, pCcE9, posee dos
repeticiones directas de 82 pb con una homologia entre ellas del 76Z,
mientras que el de 1la familia Hind III, pCcH32, posee varias
subrepeticiones de menor tamafio. Estas subrepeticiones internas dentro
la. unidad bésica de repeticién sugieren que las unidades de Llos
satélites Eco RI y Hind III pueden haberse originado a partir de
unidades repetidas més cortas, las cuales han ido divergiendo como
consecuencia de cambios puntuales, inserciones y deleciones. La
presencia de subunidades repetidas es muy comGn en el caso de los ADNs
satélites animales (Singer, 1982), y asimismo se han encontrado
también en algunos satélites de plantas (Grellet et al., 1986;
Vershinin et al., 1990; Sibson et al., 1991; Schmidt y Metzlaff,
1991).
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En algunos casos, cada unidad del satélite estéd formada por
subrepeticiones que también se repiten en téandem (Singer, 1982;
Grellet et al., 1986; Sibson et al., 1991). Este tipo de organizacién
indica que el satélite ha sufrido varias rondas de amplificacién y
divergencia, de forma que cada cierto periodo de tiempo, un grupo de
unidades repetidas se amplifican dando lugar a copias en téndem
idénticas, las cuales divergen entre cada periodo de amplificacién
(Singer, 1982). SegGtn este modelo, las divergencias entre las
subrepeticiones de las unidades de un satélite reflejarian el periodo
de tiempo entre una amplificacién y la siguiente. No obstante, las
unidades del satélite también pueden divergir como consecuencia de
largas inserciones o deleciones tal y como se ha demostrado en el
satélite de centeno definido por unidades de 180 pb (Bedbrook et al.,
1980) o en el satélite de Cucumis sativus (Ganal et al., 1986; Ganal y
Hemleben, 1988). El hecho de que las subrepeticiones internas dentro
de las unidades de los satélites Eco RI y Hind III de C. capillaris no
aparezcan en téndem indicaria que las unidades de estos satélites no
solo han divergido como consecuencia de cambios puntuales sino también
mediante deleciones y/o inserciones de otras secuencias no

relacionadas con el satélite.

Por otro lado, la unidad badsica del satélite Dra I, al igual que
ocurre con las unidades de otros ADNs satélite (Martinez-Zapater et
al., 1986; Barnes et &al., 1985), carece de repeticiones internas.
Estos ADNs satélite podrian ser mAs antiguos o tener una funcién
distinta que aquellos que presentan subrepeticiones internas en la

unidad de repeticién (Brutlag, 1980).

B) Grado de conservacién del ADN satélite entre distintas especies.

En otros casos se han detectado pequefias regiones de homologia
entre ADNs satélite de especies evolutivamente lejanas (Brutlag, 1980;
Grellet et al., 1986). Sin embargo, las secuencias de ADN satélite de

C. capillaris no han mostrado ninguna homologia con otras secuencias
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de ADN repetido o Gnico presentes en la base de datos de EMBL. Esto no
es nada sorprendente si pensamos que el ADN repetido, y en especial el
ADN satélite, es una de las regiones del genoma que evolucionan més
rdpidamente siendo normalmente caracteristico de una especie o de un
grupo de especies muy relacionadas (Singer,' 1982). De hecho, los
satélites Eco RI y Dra I son especificos de C. capillaris no
apareciendo tampoco en otras especies del género Crepis. En cambio, el
satélite Hind III se encuentra presente en el genoma de ciertas
especies del género tales como C. biennis, C. setosa y C. zacintha,
pero no en el de C. dioscoridis, C. rubra o C. foetida. Las secuencias
homélogas ADN satélite Hind III existentes en el genoma de estas tres
especies se organizan de igual forma que el genoma de C. capillaris, a
la vez que conservan una alta homologia (la unidad repetida de pCcH32
es capaz de hibridar sobre el genoma de estas tres especies incluso en
condiciones de alta astringencia). Estos datos sugieren que la familia
Hind III se ha amplificado en un ancestral comGn a estas cuatro
especies y que, por tanto, C. capillaris, C. biennis, C. setosa y C.
zacintha, aunque.se han clasificado en secciones diferentes dentro del
género (Babcock, 1947), y poseen nGmeros cromosémicos y cantidades de
ADN muy diferentes (Jones y Brown, 1976), estdn evolutivamente més
préximas entre si que con el resto de las especies analizadas. Por
otro lado, la ausencia de las familias Eco RI y Dra I en el genoma de
estas mismas especies indicaria que son familias mis jévenes y que se

han amplificado Gnicamente en el genoma de C. capillaris.

Aunque los distintos ADNs satélite detectados en C. capillaris
no mostraron homologia con otras secuencias repetidas de animales o
plantas, comparten entre si pequefias regiones homélogas. En concreto,
pCcE9 y pCcD29 comparten una regi6én de 37 pb con un 677 de homologia
(Fig. 7B), y pCcE9 y pCcH32 muestran un 787 de homologia en una regién
de 32 pb (Fig. 10C). Estas homologias podrian indicar que los tres
satélites de C. capillaris derivan de una secuencia comdn, la cual ha
ido divergiendo de forma independiente en cada uno de los satélites.

Por otro lado, la proximidad de estos satélites en ciertas regiones
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cromosémicas (pCcE9 y pCcD29 se localizan en las mismas bandas C de
algunos cromosomas y pCcE9 y pCcH32 se localizan juntos en brazo largo
del tercer par cromosémico) hace pensar que estos tres ADNs satélite
derivan unos de otros. De hecho, la evolucién del ADN satélite
mediante ciclos alternantes de mutacién, y amplificacién y delecién
puede hacer divergir un determinado satélite hasta originar dos
satélites relacionados (Singer, 1982; Ganal et al., 1986; Ganal y

Hemleben, 1988).
5.1.2. ORGANIZACION GENOMICA
A) Las familias Eco RI y Dra I

El patr6n de hibridacién en escalera que muestran las familias
Eco RI y Dra I (Figs. 5 y 8) indica claramente que los miembros que
las forman se organizan en tédndem formando largos clusters en el
genoma de C. capillaris. Este patrén de digesti6én pone de manifiesto
también la existencia de variaciones en los sitios de restricci6n, y
por tanto en la secuencia de nucleétidos entre las distintas unidades
que componen cada uno de los satélites. No obstante, la familia Dra I
muestra un mayor.grado de variacién. De hecho, en este Gltimo satélite
algunas enzimas originan un patrén de hibridacién en escalera formado
por unidades que oscilan entre 260 pb (correspondiente al monémero)
hasta wunidades de alto peso molecular (Fig. 8). Este patrén de
hibridacién multimérico se debe a una gran variacién para los sitios
de restriccién de distintas enzimas, los cuales se distribuyen al azar
entre los distintos miembros del satélite (Brutlag, 1980; Singer,
1982; Flavell, 1982a). Ademés, en ciertas digestiones aparecen
fragmentos de restriccién que no son mGltiplos de la unidad béasica de
repeticién de la familia Dra I (Fig. 8). Estos fragmentos podrian
deberse a variaciones en los sitios de restriccién para estas enzimas,
de forma que algunas unidades tenga dos o més dianas de restriccién o
a variaciones en la longitud de las unidades de repetici6én del

satélite. Ademds, en las digestiones con Alu I y Dra I, aunque la
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mayor parte del satélite Dra I se digiere en multimeros de bajo peso
molecular, una parte del mismo permanece como ADN de alto peso
molecular (Fig. 8). Esto indica que la pérdida de las dianas de
restriccién para Alu I o Dra I en alguna unidades no se produce al

azar sino que afecta a unidades que se agrupan en téndem.

Sin embargo, solamente se detectaron <ciertas variaciones
aleatorias para sitios de restriccién entre los miembros del satélite
Eco RI. Algunas enzimas digieren la mayor parte del satélite dando
lugar a multimeros de bajo peso molecular (patrén de digestién tipo A)
(Hérz y Zachau, 1977; Singer, 1982), mientras que otras apenas
digieren dentro del satélite y por tanto originan multimeros de alto

peso molecular (patrén de digestién tipo B).

Esta mayor variacién entre las unidades que forman el satélite
Dra I podria indicar que esta familia es mAs antigua que la familia
Eco RI y por tanto ha ido acumulando mayor divergencia entre sus
unidades. Por otro lado, sabemos que las distintas unidades de ADN
satélite evolucionan de forma concertada, es decir, existen una serie
de mecanismos como intercambios desiguales o conversién génica capaces
de homogeneizar la secuencia de los miembros de un ADN satélite
(Dover, 1982). Por tanto, estas diferencias en el grado de
conservacién de las wunidades de ambos satélites podrian reflejar
también diferencias en la tasa de homogeneizacién de ambas familias de

ADN repetido.

B) La Familia Hind III

Los resultados obtenidos en la hibridacién en Southern-blot con
el monémero de pCcH32 (Fig. 11) indican que la familia Hind III puede
tener dos formas diferentes de organizacién. Como en los otros dos
ADNs satélites, las digestiones con algunas endonucleasas demuestran

que las unidades repetidas de la familia Hind III se organizan en
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tdndem pero no todas son idénticas. Los patrones de hibridacién en
escalera observados tras digerir el ADN con Dra I, Rsa I o Hinf I son
indicativos de estas variaciones entre los miembros de la familia. Sin
embargo, el patrén de digestién observado con Eco RI, enzima que no
posee dianas de restriccién déntro del monémero de pCcH32, es inusual
en el caso de ADNs satélite formados por unidades que se agrupan en
largos tédndemes. En estas digestiones, la mayor parte del satélite
permanece sin digerir (Fig. 11A), como se esperaria si éste se
organizara Gnicamente en largos clusters. Sin embargo, los fragmentos
de restriccién que aparecen con Eco RI, y que no son mdltiplos de la
unidad bésica de repeticién (Fig. 11B), se deben seguramente a los dos
aspectos siguientes. Primero, parte del ADN satélite Hind III estaria
formado por clusters con un nGmero variable de unidades repetidas de
160 pb, las cuales se encontrarian dispersas en el genoma. Segundo,
flanqueando estos clusters debe de existir una secuencia repetida con
sitios de restricci6én para Eco RI. Si estos clusters dispersos se
organizaran junto a secuencias de copia Gnica, se esperaria que las
enzimas que cortan en las secuencias que flanquean los clusters
originen fragmentos de restriccién con longitud muy variable, lo que
daria lugar a un patrén de hibridacién heterodisperso formado por
fragmentos de muy distinto tamafio. Sin embargo, el hecho de que Eco RI
origine fragmentos de restriccién discretos est4 de acuerdo con la
presencia de sitios Eco RI en una secuencia repetida comGn localizada
a ambos lados de cada cluster. Este tipo de organizacién se ha
encontrado también en una familia de ADN repetido de Xenopus laevis
formada por unidades de 388 pb que se agrupan en tédndem formando

pequefios clusters de tamafio variable (Lam y Carroll, 1983).

Por tanto, aunque 1la mayor parte de las unidades de este
satélite se organizan en tédndem formando largos clusters, otras
formarian agrupaciones en tédndem de menor tamafio que estarian
dispersas en distintos sitios del genoma. Estas dos formas de
organizacién podrian estar en relacién con la localizacién cromosémica

de esta familia. De hecho, aunque la mayor parte del satélite se
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localiza en la heterocromatina paracentromérica del tercer par
cromosémico, la hibridacién in situ muestra también la presencia de
unidades del satélite dispersas por el brazo largo de este mismo

cromosoma (Fig. 12).

Este tipo de organizacién es bastante inusual puesto que,
normalmente, el ADN satélite se organiza en largos clusters asociados
con la heterocromatina (John, 1988). En algunos casos excepcionales,
se han encontrado secuencias repetidas en tédndem que se encuentran
dispersas por todo el genoma o en un cromosoma concreto tal y como
ocurre en algunos ADNs satélite de anfibios (Batistoni et al., 1986;
Vignali et al., 1991 ). Sin embargo, nunca se han encontrado familias
de ADN repetido en téndem, que estén a la vez organizadas en clusters

dentro de la heterocromatina y dispersas en otros sitios cromosémicos.

Teniendo en cuenta que la familia Hind III, como otras familias
de ADN heterocromdtico, se organiza en tédndem en la heterocromatina
paracentromérica del cromosoma NOR, es probable que los miembros de
esta familia se hayan amplificado en la regién heterocromidtica y
posteriormente se hayan distribuido a lo largo de cromosoma NOR
mediante mecanismos tales como los intercambios desiguales. La
acumulacién preferencial de clusters dispersos de ADN repetido en
tdndem en el cromosoma 1 de algunas especies de Triturus se ha
explicado también como consecuencia de intercambios desiguales
(Macgregor et al., 1983; Sims et al., 1984; Vignali et al., 1991).
Este mecanismo seria también capaz de aumentar o disminuir el nGmero
de unidades dentro de un cluster originando el polimorfismo que hemos
observado para la longitud de los fragmentos de restriccién originados

por Eco RI en distintos individuos de C. capillaris (Fig. 11B).

La amplificacién de ADN satélite de los centrémeros o los
tel6meros seguida de una dispersi6n progresiva de las secuencias a
otras regiones del genoma, es un mecanismo que han propuesto Macgregor

y Sessions (1986a, b) para explicar la evolucién del ADN satélite en
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el género Triturus. En este mismo sentido, Anderson et al. (1981)
propusieron que el ADN disperso puede tener su origen en la
amplificacién y dispersién de bloques de ADN repetido organizado en
tédndem. De acuerdo con estos modelos, la familia Hind III estaria en
un estadio temprano de expansién y dispersi6én en el genoma de C.
capillaris, por lo que todavia es posible observar ambos tipos de

organizacién.

5.1.3 DISTRIBUCION CROMOSOMICA DEL ADN SATELITE

En C. capillaris, al igual que ocurre en muchas especies
animales y vegetales (John, 1988), la heterocromatina constitutiva se
localiza en 1los cromosomas siguiendo el modelo de "distribucién
equilocal de la heterocromatina" propuesto por Heitz (1935); es decir,
las bandas C de cromosomas no homélogos se localizan a una distancia
similar respecto del centrémero (Figs. 6A y 6E). No obstante, algunas
de las bandas C tienen una posicién mAs cercana al centrémero que

otras.

El andlisis de la distribucién del ADN satélite de C. capillaris
mediante hibridacién in situ indica que mientras la familia Eco RI se
distribuye sobre las bandas de heterocromatina C méds préximas al
centrémero, la familia Dra I se distribuye en todas las bandas C del
cariotipo (proximales y distales), excepto en las asociadas a los NORs
(Fig. 6E). La familia Hind III, en cambio, tiene una distribucién
mucho més especifica localizdndose Gnicamente en el tercer par

cromosémico o cromosoma NOR (Fig. 12).

Esta distribucién especifica de cada familia en el genoma puede
reflejar los mecanismos por los cuales el ADN repetido se ha
amplificado y distribuido entre los distintos cromosomas de una
especie (Flavell, 1982b; Schweizer y Loidl, 1987). Teniendo en cuenta

que la heterocromatina constitutiva se localiza principalmente en los
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centrémeros y en los tel6meros de los cromosomas, Schweizer y Loidl
(1987) han propuesto que los centrémeros y los telbémeros de 1los
cromosomas son sitios en donde se produce la amplificacién y posterior
dispersi6n de secuencias heterocromédticas entre regiones equilocales.
Esta transferencia de material heterocromdtico entre regiones
equilocales se verfa facilitada si los centrémeros de los cromosomas
se mantienen polarizados durante la interfase (orientacién Rabl; Rabl,
1885), de forma que las regiones equilocales de distintos cromosomas
hom6logos se mantengan lo suficientemente pré6ximas para intercambiar
secuencias repetidas. De acuerdo con esta hip6tesis y teniendo en
cuenta que los cromosomas de C. capillaris mantienen una orientacién
Rabl durante la interfase mit6ética (Oud et al., 1989), es de esperar
que la composicién de las bandas C equilocales sea mids similar que las
de bandas C no equilocales. Nuestros datos demuestran efectivamente
que las bandas C equilocales estédn compuestas por las mismas familias
de ADN repetido. De hecho, las bandas terminales del cromosoma 2 y las
bandas intersticiales que son equilocales con respecto a las primeras
Gnicamente hibridan con la familia Dra I (Fig. 6E). En cambio, la
banda C terminal de la primera pareja y las bandas intersticiales que
son equilocales con ella, hibridan tanto con la familia Dra I como con

la Eco RI (Fig. 6E)

Nuestros datos estdn parcialmente de acuerdo con las
observaciones de John (1988) quien ha sefialado que las bandas C
proximales normalmente difieren en composicién con respecto a las
bandas C terminales. En C. capillaris ambos tipos de bandas son
diferentes. De hecho, mientras que las bandas C mAs préximas al
centrémero estén formadas por los satélites Eco RI y Dra I, las bandas
C mis distales al centrémero Gnicamente hibridan con la familia Dra I.
No obstante, y a diferencia de lo que ocurre en algunas especies de
cetdceos (Arnason et al., 1978) o en el saltamontes Atractomorpha
similis (John et al., 1986), en el caso de C. capillaris las bandas C
distales y proximales no se han diferenciado totalmente puesto que al

menos en las bandas proximales coexisten ambas familias.
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La familia Hind III se localiza fGnicamente sobre uno de los
cromosomas del cariotipo, el cromosoma NOR. De hecho, el monémero de
la familia Hind 111, pCcH32, hibrida sobre una banda (o]
paracentromérica en el cromosoma NOR, asi como a lo largo del brazo
largo de este mismo par cromosémico. Dada la proximidad fisica de esta
familia con el ADN ribosémico, podriamos pensar que ambas familias de
ADN repetido estdn relacionadas. De hecho, dentro del espaciador
intergénico del ADNr existen pequefias secuencias repetidas en téndem,
las cuales en algunas especies se han amplificado dando lugar a
satélites independientes de la unidad de repetici6én del ADNr (Unfried
et al., 1991). Sin embargo, los patrones de hibridacién en Southern-
blot que muestran ambas familias de ADN repetido (la familia de ADNr y
la familia Hind III) son completamente diferentes (Figs. 11 y 16).
Ademés, nuestros datos de hibridacién in situ indican que estas dos
familias, aunque préximas en el cromosoma NOR, se organizan en
clusters separados. En concreto, mientras que el ADNr hibrida sobre la
constriccién secundaria y sobre el satélite terminal del cromosoma NOR
(Fig. 15), 1la familia Hind III 1lo hace »sobre la heterocromatina
paracentromérica (Fig. 12). Por tanto, el ADN satélite Hind III

constituye una familia de ADN repetido especifica del cromosoma NOR.

Schweizer y Loidl (1987) han propuesto que, dada la funcién que
realizan algunos cromosomas especiales tales como los cromosomas
sexuales o los cromosomas NORs, o 1la disposicién especial que
mantienen estos cromosomas en los nficleos interfdsicos, el ADN
repetido de éstos puede evolucionar diferencialmente con respecto al
que presentan el resto de los cromosomas. Sin embargo, son pocos los
casos en los que se ha demostrado la presencia de ADN repetido
especifico en 1los cromosomas NORs. Asi, Barnes et al. (1985)
observaron que el ADN satélite que hibrida con todas las bandas C
teloméricas de A. cepa no hibrida, sin embargo, con los tel6meros de
los cromosomas NORs. Los cromosomas NORs humanos comparten también una

subfamilia del ADN satélite alfa centromérico, asi como otras familias
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de ADN repetido (Jorgensen et al., 1987; Kurnit et al., 1986). En el
caso de plantas, son muy pocos los casos en los que se ha demostrado
la asociacién especifica de una familia de ADN altamente repetido con
un Gnico cromosoma (Bauwens et al., 1991), y en ningGn caso se han
detectado secuencias repetidas especificas del cromosoma NOR. No
obstante, el andlisis de las bandas C de plantas mediante distintos
fluorocromos ha puesto de manifiesto que mientras que las distintas
bandas C de wuna especie pueden ser ricas en G+C o A+T, la
heterocromatina asociada a los NORs es, en la mayoria de los casos,
rica en G+C ya que reacciona siempre positivamente con el fluorocromo
CMA3 (Schweizer, 1980). Estas regiones de heterocromatina CMA+
asociadas al NOR pueden ser debidas a ADN ribosémico que permanece
inactivo en forma de heterocromatina (Flavell, 1986b) o tratarse de
ADN satélite rico en G+C (Schweizer, 1980). En C. capillaris, la banda
C terminal asociada con el NOR y que reacciona de forma positiva con
CMA3 (Maluszynska, 1990) hibrida ®Gnicamente con ADNr (Fig. 15). Sin
embargo, la banda C centromérica préxima al NOR  hibrida

especificamente con el ADN satélite Hind III (Fig. 12).

La asociacién de los cromosomas NOR al mismo nucleolo puede
hacer que éstos mantengan una disposicién especifica en el nacleo
interfésico, lo que favoreceria la diferenciacién de la
heterocromatina del cromosoma NOR. En el caso de C. capillaris, esta
diferenciacién solo ha afectado a la heterocromatina paracentromérica
mas cercana al NOR, donde se localiza mayoritariamente la familia Hind
ITI. En cambio, las dos bandas C intersticiales localizadas en el
brazo largo de este mismo cromosoma tiene una composicién similar al

del resto de la heterocromatina del cariotipo (Fig. 6).
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5.1.4. DISPOSICION DEL ADN SATELITE EN LOS NUCLEOS INTERFASICOS

Como hemos indicado anteriormente, aunque existen variaciones
entre las wunidades de 1los tres ADNs satélite aislados de C.
capillaris, éstas se mantienen bastante homogéneas. Es decir, las
distintas secuencias de un mismo ADN satélite (incluso aquellas que se
encuentran localizadas en distintos sitios cromos6émicos) evolucionan
de manera concertada. Esta evoluci6én concertada entre los miembros de
una familia de ADN repetido localizada en distintos cromosomas no
hom6logos implica la amplificacién y distribuci6én de una secuencia en
distintos cromosomas como ya hemos indicado, pero también la actuacién
de ciertos mecanismos tales como intercambios desiguales o conversién
génica capaces de homogeneizar la secuencia de los distintos miembros
de la familia (Dover, 1982). Estos mecanismos de homogeneizaci6n
requieren que las secuencias implicadas sean capaces de interactuar
fisicamente durante algGn estadio del ciclo celular (Flavell, 1982b;
Schweizer y Loidl, 1987). Por tanto, la homogeneizacién de una familia
de ADN repetido localizada en varios cromosomas estard4 relacionada con

la disposicién de estos cromosomas en los nGcleos interfésicos.

La disposicién de 1los cromosomas de C. capillaris durante
metafase, asi como la asociacién entre cromosomas homélogos, ha sido
estudiada por varios autores. No obstante los datos obtenidos hasta el
momento son contradictorios. Ferrer y Lacadena (1977) encontraron que
los cromosomas 1 y 2 de C. capillaris tienden a asociarse durante
metafase, y Oud et al. (1989) han observado que las tres parejas del
cariotipo y en especial la pareja NOR muestra una preferencia para
asociarse durante profase, metafase y anafase mit6tica. Sin embargo,
Rawlins y Shaw (1988) no encontraron ninguna evidencia que demostrara
una disposicién particular de los cromosomas, asi como ninguna

asociacién entre cromosomas homélogos.

Nuestros datos de hibridacién in situ con la secuencia de ADN

especifica del cromosoma NOR (pCcH32) demuestran que al menos la
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pareja NOR de C. capillaris tiende a asociarse con una alta frecuencia
(50Z) en 1los nficleos mitéticos (Fig. 12). Es posible que los dos
cromosomas NORs estén asociados debido a que comparten un mismo
nucleolo. De hecho, en los ntcleos de las células meristemAdticas de C.
capillaris se observa normalmente un solo nucleolo (Nanninga et al.,
1992). Esta asociacién de los cromosomas NORs podria facilitar 1la
homogeneizacién de 1la familia definida por pCcH32, a la vez que
determinar las diferencias entre la heterocromatina cercana al NOR y

el resto de la heterocromatina del cariotipo.

Las familias Eco RI y Dra I, en cambio, no han mostrado ninguna
evidencia de asociacién en los nGcleos mitéticos. Los clusters de
ambos ADNs satélites se distribuyen en el nacleo formando diferentes
cromocentros (Fig. 9). Ademds, los cromocentros que organizan ambas
familias de ADN repetido ocupan sitios diferentes dentro del naGcleo,
lo que demuestra que en aquellas bandas C donde hibridan tanto el
satélite Eco RI como el Dra I, las secuencias de éstos no estén
entremezcladas sino que se organizan en clusters completamente
separados (Figs. 9A-C). Sin embargo, la hibridacién simulténea de
ambas familias (Eco RI y Dra I) en los nGcleos de las células madres
del polen, ha puesto de manifiesto que mientras los clusters de la
familia Eco RI tienden a asociarse durante los estadios de leptotene-
zygotene para formar un gran cromocentro, los clusters de la familia
Dra I no se asocian en ninguna etapa de la profase meiética (Figs. 9D-
F). Si 1los mecanismos responsables de la homogeneizaci6én del ADN
heterocromdtico acttian principalmente en los nficleos mei6éticos como
han sugerido Schwarzacher et al. (1884) y Schweizer y Loidl (1987),
esta asociacién diferencial de las familias Eco RI y Dra I durante la
profase meiética, podria explicar la mayor heterogeneidad existente
entre las secuencias de las unidades del satélite Dra I respecto del
satélite Eco RI. En este sentido, Jantsch et al. (1990) han demostrado
que las wunidades del ADN repetido que forman parte de la
heterocromatina centromérica de los cromosomas acrocéntricos de Sus

scrofa, la cual se mantiene asociada durante la primeros estadios de
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la meiosis, son mAs homogéneas que las que se localizan en la
heterocromatina centromérica de los cromosomas metacéntricos, la cual

no se asocia durante la meiosis.

Aunque, la heterocromatina de algunas especies suele asociarse
durante la primera profase mei6ética (John, 1988), sin embargo, se
desconocen los factores que afectan dicha asociaci6én entre cromosomas
no hom6logos. La polarizacién de los telémeros de cromosomas no
hom6logos ("bouquet polarisation") podria explicar la asociaci6én de la
heterocromatina cercana a los tel6meros en algunas especies
(Schwarzacher et al., 1984; Jamilena et al., 1990; Jantsch, 1990). No
obstante, en C. capillaris, la asociacién de 1los clusters de la
familia Eco RI afecta tanto a bandas C terminales como a bandas C
intersticiales. AdemAs, aunque la familia Dra I se localiza muy
préxima a la familia Eco RI en algunas bandas C, sin embargo, los
clusters de la primera familia no se asocian. Por tanto, es posible
que la asociacién de 1la heterocromatina durante la meiosis no
solamente se deba a factores fisicos que mantengan una estructura
espacial determinada en el nGcleo, sino que también pueda depender del
ADN repetido que forma parte de la misma, de forma que la asociacién

solamente ocurra entre regiones de ADN satélite muy homogéneas.

5.2. EL ADN RIBOSOMICO DE Crepis capillaris

5.2.1. EL ADN RIBOSOMICO 18S, 5.8S Y 25S

Nuestros datos de hibridacién in situ utilizando como sonda el
ADN ribos6émico 18S, 5.8S y 25S de trigo (pTA71) coinciden con los
obtenidos por Maluszynska y Schweizer (1989), aunque estos autores
utilizaron como sonda el ADNr de Curbubita pepo. En el genoma esténdar
de C. capillaris, el ADNr se localiza en la regi6én terminal del brazo
corto del tercer par cromosémico, tanto a nivel de la constricci6n

secundaria como sobre el satélite heterocromdtico terminal asociado a
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la misma (Fig. 15). Sin embargo, la tincién con plata de los
cromosomas de C. capillaris solo pone de manifiesto la presencia de un
NOR en la constriccién secundaria de este cromosoma (Maluszynska y
Schweizer, 1989). Si tenemos en cuenta que la tincién con plata
Gnicamente tifie el ADNr transcripcionalmente activo (Miller et al.,
1976), cabe pensar que los cistrones ribos6micos que se localizan en
el satélite heterocromdtico terminal se encuentran inactivos. La
presencia de ADNr heterocromédtico en las proximidades del NOR ha sido
demostrada también en maiz (Givens y Phillips, 1976). Flavell (1986b)
ha propuesto que dado el exceso de genes para el ARNr existentes en
plantas, la mayof parte de ellos se encuentran inactivos en forma de
heterocromatina en las proximidades del NOR. Esto explicaria 1la
tincién especifica de estas regiones heterocrométicas asociadas al NOR
con el fluorocromo CMA3 en la mayor parte de las especies (Schweizer,

1980)

Sin embargo, en otros casos se ha demostrado que la
heterocromatina asociada al NOR puede estar formada por otras
secuencias de ADN repetido. Asi, en los cromosomas acrocéntricos
humanos el satélite heterocromdtico terminal asociado a la
constriccién secundaria (donde se localiza el NOR) estd formado por
secuencias repetidas de ADN satélite beta (Waye y Willard, 1989),
mientras que la heterocromatina paracentromérica préxima al NOR
hibrida con secuencias repetidas de ADN satélite alfa (Jorgensen et
al., 1987). En C. capillaris, aunque la banda heterocromitica terminal
asociada al NOR hibrida con ADNr, en cambio la heterocromatina
paracentromérica cercana al NOR estd formada por una familia

especifica de ADN satélite, la Familia Hind III (Fig. 12).

Mediante hibridacién in situ hemos detectado también la
presencia de ADNr en los cromosomas Bs de C. capillaris (Fig. 15).
Dado que la sonda de ADNr utilizada por Maluzynska y Schweizer (1989)
y la utilizada por nosotros han sido diferentes, es poco probable que

la sefial de hibridacién con ADNr en los cromosomas Bs se deba a los
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espaciadores intergénicos de los genes ribosémicos, ya que estas
regiones son muy variables entre diférentes especies de plantas
(Rogers y Bendich, 1987). Por tanto, esta hibridacién refleja la
presencia de verdaderos genes de ADNr en los cromosomas accesorios de
esta especie. No obstante, la actividad transcripcional de estos genes
en los cromosomas Bs no estd muy clara. Utilizando material procedente
de poblaciones suizas, Maluzynska y Schweizer (1989) observaron que el
ADNr de los Bs reacciona positivamente a la tincién con plata, lo que
indicaria que los genes ribos6micos de 1los Bs son activos. Sin
embargo, en plantas procedentes de poblaciones naturales de Gran
Bretafia, aunque se sabe que los Bs poseen también genes de ADNr, éstos

no presentan actividad NOR (Jones et al., 1989).

Los resultados obtenidos en las hibridaciones ADN genémico de
distintos individuos de C. capillaris con la sonda de ADNr heteréloga
pTA71 demuestran que el ADNr 18S, 5.85S y 25S de esta especie se
organiza en unidades repetidas de 8.8 y 9 Kb. La heterogeneidad en el
tamafio de las unidades del ADNr es una caracteristica comGn de los
ADNs ribos6micos de animales (Long y Dawid, 1980) y plantas (Rogers y
Bendich, 1987). En aquellos casos donde se ha llevado a cabo un
andlisis detallado, se ha observado que esta variabilidad esté
asociada con variaciones en el nGmero de subrepeticiones internas
dentro del espaciador intergénico (IGS). La longitud de estas unidades
repetidas internas oscila entre 100 y 300 pb, y su secuencia es
especifica de cada especie (Appels y Dvorak, 1982; Ellis et al., 1984;
Yakura et al., 1984; Saghai-Marrof et al., 1984; McMullen et al.,
1986; Hemleben et al., 1986; Tremousaygue et al., 1988). En C.
capillaris las diferencias en el tamafio de las unidades de ADNr se
deben también a variaciones en el tamafio del IGS. De hecho, los
fragmentos de restriccién polimérficos que surgen tras digerir las
unidades de 9 y 8.8 Kb (5.1 y 5.3 Kb en las digestiones con Eco RI,
3.7 y 3.9 Kb en las digestiones con Dra I y los fragmentos de 4.7 y
3.5 Kby 4.5 y 3.3 Kb en la digestiones con Bam HI) se localizan en el

IGS (Fig. 17). Ademéds, si tenemos en cuenta que la variacién en la
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longitud de ambas unidades es de aproximadamente 200 pb, es posible
pensar que estas dos wunidades de ADNr se originan también como
consecuencia de variaciones en el ntmero de subrepeticiones existentes

en el IGS.

En algunas especies, las diferentes unidades de ADNr definidas
por su longitud se localizan en diferentes NORs (Saghai-Moroof et al.,
1984; Ellis et al., 1984; Appels et al., 1986; Delseny et al., 1990).
No obstante, se han encontrado variaciones en la 1longitud de las
unidades de ADN dentro de un mismo NOR en el hombre y ratén (Krystal
et al., 198l1), en Vicia faba (Rogers y Bendich, 1987) y en maiz
(Rocheford et al., 1990). En el genoma esténdar de C. capillaris solo
existe un cluster de ADNr en el tercer par cromosémico, por lo que las
dos unidades de ADNr de 8.8 y 9 Kb detectadas en individuos sin Bs

deben localizarse en este tGnico locus.

La distribucién de estas dos unidades de ADNr entre las
diferentes plantas estudiadas no es la misma. Asi, mientras diez de
los individuos estudiados poseian los dos tipos de unidades repetidas,
dos de ellos mostraron Gnicamente la unidad de 9 Kb. Ademés, el nGmero
de copias para las unidades de 8.8 Kb variaba de unos individuos a
otros (Fig. 16). Estas variaciones en el nGmero de unidades de 8.8 Kb
no tienen relacién con la presencia o ausencia de cromosomas Bs en los
individuos analizados, ya que plantas sin cromosomas Bs también
mostraban variaciones en el nGmero de unidades de 8.8 Kb. Por tanto,
aunque ciertas variaciones en el nGmero de copias de ADNr puedan estar
causadas en algunos individuos por la presencia de cromosomas Bs con
ADNr, dentro del NOR del tercer par cromosémico también existen
diferencias para el ntmero de unidades de 8.8 Kb. Esta distribucién
desigual de las distintas unidades de ADNr entre diferentes individuos
de una especie también se ha detectado en Vicia faba (Rogers et al.,
1986) y en Clematis fremontii (Learn y Schaal, 1987). Sin embargo, en
otras plantas tales como la cebada (Saghai-Maroof et al., 1984), el

trigo (Appels y Dvorak, 1982) o Cucurbita maxima (Kelly et al., 1990)
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las distintas unidades de ADNr se distribuyen de forma homogénea entre
los individuos de una misma variedad aunque esta distribucién difiere

de unas variedades a otras.

La presencia de estas dos unidades de ADNr en el tercer par
cromosémico de C. capillaris podria tener dos explicaciones
diferentes. Las repeticiones de 8.8 y 9 Kb se han podido originar en
el NOR del tercer par cromosémico a través de intercambios desiguales
entre la subrepeticiones internas del IGS. Una vez que aparece la
unidad de repeticién nueva dentro del clusters, mecanismos tales como
intercambios desiguales o conversién génica pueden hacer que estas
unidades fluctuen en nGmero hasta que una de ellas llegue a fijarse
dentro de la poblacién (Dover, 1986). No obstante, el hecho que las
variaciones en el ntGmero de copias afecten en mayor grado a las
unidades de 8.8 Kb que a las de 9 Kb podria indicar que existen otros
mecanismos no estocdsticos implicados en la organizacién y evolucién
de las distintas unidades de ADNr en C. capillaris. Por otro lado, se
ha observado que las unidades de 8.8 Kb aparecen en todos 1los
individuos con cromosomas Bs analizados, mientras que los dos Gnicos
individuos que Gnicamente presentan la unidad de 9 Kb no poseen
cromosomas Bs. Estos datos podrian indicar que las unidades de 8.8 Kb
se han podido originar en el ADNr de los cromosomas Bs y
posteriormente se han transferido al NOR del cromosoma 3 mediante
recombinacién entre ambas zonas. La existencia de variaciones en la
longitud de las unidades de ADNr dentro de un mismo NOR en el guisante
(Ellis et al., '1984) y en humanos (Arnheim et al., 1980) se ha
explicado también como consecuencia de intercambios de ADNr entre

distintos NORs con unidades de ADNr diferentes en su longitud.

Ademés de estas variaciones en la longitud de las unidades,
todos los individuos analizados mostraron dos unidades diferentes de
ADNr en cuanto a las dianas de restriccién para Bam HI. Asi, algunas
unidades de ADNr poseen 3 dianas para Bam HI, mientras que otras

poseen un sitio adicional Bam HI en la regién que codifica para el ARN
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258 (Fig. 17). Esta variacién afecta tanto a las unidades de 8.8 Kb
como a las de 9 Kb. Variaciones que afectan a este sitio de
restriccién Bam HI en el gen 25S se han detectado también en el ADNr
de centeno, cebada y trigo (Gerlach y Bedbrook, 1979; Appels et al.,
1980), en el ADNr de Allium cepa y Scilla peruviana (Maggini vy
Carmona, 1981; Carmona et al., 1984), en el ADNr de Allium
sphaerocephalon (Garrido Ramos et al., 1992) y en distintas especies
de 1la tribu Cynareae (Compositae) (Tucci y Maggini, 1986). Esta
variabilidad puede deberse a cambios en la secuencia de unas unidades
con respecto a otras, pero es mAs probable que se deban a 1la
metilacién de 1la citosina interna de la diana Bam HI (Gerlach vy

Bedbrook, 1979).

El patr6n de digestién del ADNr de C. capillaris con Msp I y Hpa
IT indica que las citosinas internas de la mayor parte de los sitios
CCGG dentro del ADNr se encuentran metiladas. De hecho, mientras que
Msp I digiere el ADNr originando fragmentos de restriccién de muy
distinto tamafio, Hpa II apenas corta dentro de las unidades de ADNr
originando un patrén de digestién en el que la mayor parte del ADNr
permanece sin digerir y la otra parte del mismo se corta originando
fragmentos de restriccién de alto peso molecular (Fig. 16). El gran
namero de fragmentos de restriccién originados por Msp I indicaria
también que parte de las unidades son total o parcialmente resistentes
a la digestién con Msp I, lo que podria deberse a una metilacién en la
citosina externa de los sitios de reconocimiento CCGG. Similares
niveles de metilacién se han encontrado en el ADNr de trigo y guisante
(Watson et al., 1987; Flavell et al., 1988). Si como se ha sugerido
(Flavell et al., 1988) 1la expresién de los genes de ARNr esté
relacionada con la desmetilacién de ciertos residuos de citosina
especificos en el ADNr, el patrén de digestién del ADNr de C.
capillaris con Hpa II indicaria que la mayor parte de los genes de
ARNr de esta especie se encuentran inactivos. Esto estaria de acuerdo

con nuestros datos de hibridacién in situ, los cuales demuestran que
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parte del ADNr de C. capillaris aparece inactivado en forma de

heterocromatina en el satélite terminal asociado al NOR (Fig. 15).
5.2.2. EL ADN RIBOSOMICO 5S

El ADN 5S de C. capillaris mantiene una localizacién préxima al
ADNr en el tercer par cromosémico. La hibridacién in situ demuestra
que el ADN 5S se localiza entre la constriccién secundaria (ocupada
por ADNr) y el centrémero (Fig. 15). Esta localizaci6én del ADN 5S
cercana al centrémero es poco frecuente en plantas habiéndose
encontrado Gnicamente en tomate (Lapitan et al., 1991). En otras
plantas como cebada, trigo, centeno, maiz o guisante, el ADN 5S
muestra una localizacién telomérica o subtelomérica (Appels et al.,
1980; Mascia et al., 1981; Ellis et al., 1988). Por otro lado, la
presencia de ADN 5S en el cromosoma NOR se ha encontrado también en
algunas especies de cereales tales como centeno, trigo y cebada
(Appels et al., 1980). En centeno, al igual que ocurre en C.

capillaris, el ADN 5S aparece localizado en las proximidades del NOR,

en el cromosoma 1R (Reddy y Appels, 1989; Braum y Appels, 1991). Sin

embargo, en la mayor parte de las especies los genes que codifican
para el ARN 5S poseen una localizacién cromosémica distinta de los que
codifican para el ARN 18S, 5.8S y 25S (Mascia et al., 1981; Ellis et
al., 1988; Lapitan et al., 1991).

Los patrones de hibridacién en Southern-blot obtenidos tras
hibridar el ADN genémico de C. capillaris digerido con distintas
enzimas de restriccién con las sondas pTA71 y cP5S son completamente
diferentes (Figs. 16 y 19). Esto indica que el ADNr y el ADN 5S de C.
capillaris, aunque muy préximos en su localizacién cromosémica, se
organizan en diferentes unidades repetidas que se agrupan formando
clusters separados. Unicamente en algunos eucariotas inferiores tales
como la levadura (Rubin y Sulston, 1973) o en Dictyostelium (Maizels,
1976), los genes de ARN 5S estdn ligados a las unidades repetidas de
ADNr 18S, 5.8S y 25S.
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A la vista de las hibridaciones de ADN genémico con la sonda de
ADN 55 de guisante se puede concluir que el ADN 5S de C. capillaris
estd formado por unidades repetidas en tédndem de aproximadamente 350
pb. El tamafio de las unidades de repeticién es comparable con el

obtenido en otras especies de plantas (Lapitan et al., 1991).

Aunque no se han detectado variaciones en el tamafio de las
unidades de repetici6n, sin embargo, el andlisis del ADN ribosémico 58S
pone de manifiesto ciertas variaciones entre las secuencias de las
distintas unidades de la familia. De hecho, el patrén de hibridacién
en Southern-blot del ADN genémico de C. capillaris digerido con
diferentes enzimas de restriccién e hibridado con la sonda heter6loga
cP55 recuerda los patrones en escalera obtenidos con el ADN satélite.
No obstante, el nivel de variacién que muestra el ADN 5S es menor que
el detectado en el ADN satélite. Rsa I y Nde I detectan una variacién
aleatoria entre las unidades del t&ndem originando una patrén de
digestién de tipo A o B (H®rz y Zachau, 1977). El resto de las enzimas
o bien no cortan el ADN 5S, o como en el caso de Hae III lo digieren
en unidades que corresponden al monémero (Fig. 19). Resultados
similares se han obtenido con el ADN 5S de otras plantas (Ellis et
al., 1988; Gottlob-Mchugh et al., 1990; Lapitan et al., 1991). Ademé4s
de esta variacién aleatoria, las digestiones con Dra I ponen de
manifiesto una variacién que afecta a unidades agrupadas en téndem.
Asi, aunque 1la mayoria de 1las wunidades carecen de sitios de
reconocimiento para esta enzima, parte del ADN 5SS se digiere en
fragmentos correspondientes con el monémero (Fig. 19). Estas
variaciones son independientes de la presencia o ausencia de

cromosomas Bs en los individuos analizados.

Los resultados obtenidos tras digerir el ADN con la enzimas Msp
I y Hpa II e hibridar con cP5S sugieren que las citosinas de 1los
sitios CCGG dentro del ADN 5S estén bastante metiladas. Hpa II no fue

capaz de digerir dentro del ADN 5S, mientras que la digestién con Msp
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I originaba un patrén en escalera en el que la mayor parte de los
fragmentos eran maltiplos del monémero de 350 pb. Msp I originaba
también otros fragmentos que no son maltiplos de la unidad de 350 pb.
Estos Gltimos fragmentos seguramente se deben a la existencia de més
de una diana Msp I en los moné6meros de ADN 5S. Estos datos indicarian
que las citosinas internas de todos los sitios CCGG se encuentran
metiladas (se cortan con Msp I pero no con Hpa II), mientras que la
metilacién de las citosinas internas varia de unos sitios a otros
originando el patrén de digestién que se observa con Msp I. Similares
niveles de metilacién se han encontrado dentro del ADN 5S de Glycine
max (GottlobMchugh et al., 1990), el guisante (Ellis et al., 1988) y
en el lino (Goldsbrough et al., 1982)

5.3. ANALISIS COMPARATIVO DEL ADN DE LOS CROMOSOMAS A Y B: ORIGEN Y
EVOLUCION DE LOS CROMOSOMAS Bs DE C. capillaris

En el presente trabajo se ha tratado de determinar la existencia
de secuencias de ADN especificas de 1los cromosomas Bs de C.
capillaris. En primer lugar, y con el propésito de identificar
secuencias repetidas en estos cromosomas, se comparé el ADN de plantas
con y sin cromosomas Bs digerido con diferentes enzimas de restriccién
y separado mediante electroforesis en geles de agarosa. Cada enzima de
restricci6én originaba una serie de bandas especificas, las cuales
contienen secuencias de ADN repetido (Flavell, 1982a). Sin embargo, el
ADN de plantas con Bs y plantas sin Bs mostraron siempre el mismo
patrén de bandas (Fig. 2). Puesto que se han utilizado un total de 18
enzimas de restriccién, estos datos podrian indicar que si los
cromosomas Bs de C. capillaris poseen secuencias de ADN repetido,
éstas deben ser muy similares a las que existen en el genoma esténdar
de la especie. No obstante es también probable que no se haya
utilizado la enzima de restricci6én idénea para poner de manifiesto el

ADN repetido especifico de estos cromosomas. En este sentido cabe
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seflalar que en centeno, aunque Lima de Faria et al. (1983) observaron
que el patr6n de bandas de ADN repetido que mostraba el ADN de plantas
con y sin Bs tras ser digerido con cuatro enzimas de restriccién era
similar, posteriormente, Sandery et al. (1990) han puesto de
manifiesto que la digestién con Dra I del ADN de plantas con Bs
origina una banda de de 1.1 Kb que se corresponde con ADN repetido

especifico de los Bs.

Sin embargo, en el caso de C. capillaris, esta Gltima hipétesis
es menos probable, ya que se han utilizado un gran ntmero de enzimas
de restriccién. Ademds los intentos por clonar ADN especifico de los
cromosomas Bs de esta especie mediante la técnica de hibridacién
substractiva F-PERT han sido también negativos. En este sentido,
nuestros resultados coinciden con los obtenidos por John et al.
(1991). Utilizando la misma técnica (F-PERT), estos autores lograron
identificar una familia de ADN repetido especifica de los cromosomas
Bs de Brachycome dichromosomatica, pero no lograron identificar ningtGn
clon con ADN repetido especifico de los Bs de C. capillaris. Tras
hibridar el ADN de los clones recombinantes obtenidos mediante F-PERT
con ADN total de C. capillaris, nosotros tampoco hemos logrado
identificar ninguna secuencia repetida especifica de los cromosomas
Bs. Ademds, cuando el ADN de estos clones se utiliz6é para hibridar en
Southern-blot con el ADN de plantas con Bs y ADN de plantas sin Bs,
solo uno de los clones (pCc2l) mostré ciertos fragmentos de
restriccién Sac I o Eco RI especificos del ADN de los Bs (Fig. 3).
Estos datos indicarian en principio que el ADN de los Bs y en especial
el ADN repetido que puedan tener estos cromosomas debe ser muy similar

al que se encuentra en los cromosomas normales de la especie.

Puesto que el <clon pCc2l contiene wuna secuencia rica en
dinucle6tidos CA, es posible pensar que esta secuencia es capaz de
hibridar con otras regiones ricas en CA presentes tanto en el genoma
estédndar como en los Bs de C. capillaris. Otros experimentos de

hibridacién con sondas sintéticas de (GT)p/(CA), han demostrado que
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esta secuencia se encuentra ampliamente distribuida en el genoma de
muchos eucariotas (Hamada et al., 1982; Rogers, 1983; Hui jser et al.,
1987; Condit vy Hubbeil, 1991; Lbnn et al., 1992). Estas y otras
secuencias simples de ADN repetido o "microsatélites" muestran las
caracteristicas tipicas de los "minisatélites" humanos (Jeffreys et
al., 1985). Estdn formadas por motivos cortos que se organizan en
tdndem formando pequefios clusters, y muestran un alto nivel de
variabilidad interindividual cuando se wutilizan como sonda en
hibridaciones en Southern-blot (Tautz, 1989; Weising et al., 1992).
Cuando el ADN de C. capillaris se digiere con enzimas de restriccién y
se utiliza para hibridar en Southern-blot con la secuencia rica en CA
de pCc2l se observa un patrén de hibridacién formado por fragmentos de
longitud muy variable a lo largo de todo el recorrido del gel. Este
patr6én de hibridacién indica que, al igual que ocurre en el genoma de
animales (Hamada et al., 1982), 1las regiones ricas en CA se
distribuyen al azar en el genoma de esta especie. Sin embargo, las
bandas de hibridacién discretas que aparecen en estas mismas
digestiones sugieren la existencia de regiones homélogas a los lados
de cada cluster de (CA),. Las digestiones parciales de ADN de C.
capillaris con Mﬁo I (Fig. 3) indican ademds que la longitud de estas
regiones CA en el genoma de C. capillaris deben ser bastante pequefias.
En aquellos casos en donde se han secuenciado varias regiones ricas en
CA del genoma de algunas plantas tales como Piper reticulatum y Virola
sebifera se ha observado que estas regiones son también bastante

pequefias oscilando entre 16-22 pb (Condit y Hubbell, 1991).

Recientemente, se ha puesto de manifiesto que las sondas
sintéticas de (TG)p, o (AC), son capaces de detectar variaciones
interindividuales en hibridaciones en Southern-blot con ADN genémico
de plantas (Lonn et al., 1992; Weising et al., 1992). Sin embargo, en
C. capillaris la secuencia de pCc2l Gnicamente pone de manifiesto
ciertas variaciones entre las regiones ricas en CA de los cromosomas A
y B, pero no entre diferentes individuos. Esta diferenciaci6n de las

regiones CA entre los cromosomas A y B puede estar asociada a una
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variacién en la longitud o a diferencias en la organizacién de estas
regiones en ambos tipos de cromosomas. Por otro lado, es posible que
la secuéncia clonada en pCc2l forme parte de un elemento de ADN
disperso de mayor tamafio que haya sufrido alguna diferenciacién de

unos cromosomas a otros.

Si los cromosomas Bs de C. capillaris carecen de ADN repetido
especifico como hemos indicado anteriormente, cabria esperar que
alguna de las tres familias que mayoritariamente forman parte de la
heterocromatina constitutiva de los cromosomas As de C. capillaris (la
familia Eco RI, Dra I y Hind III) también se encuentren en la
heterocromatina paracentromérica de los Bs. Sin embargo, nuestros
datos de hibridacién in situ demuestran claramente que los Bs no
hibridan con ninguna de estas familias. Estos datos contrastan con los
obtenidos en otras especies en donde la hibridacién in situ con sondas
de ADN satélite ha puesto de manifiesto que la heterocromatina de los
cromosomas A y B puede estar formada por las mismas familias de ADN
satélite. Asi, en el maiz, la heterocromatina de los knobs de los
cromosomas As y la heterocromatina paracentromérica del B comparten
una misma familia de ADN satélite (Peacock et al., 1981). Lo mismo
ocurre con algunas de la regiones heterocromdticas de los cromosomas A
y B de Glosina (Amos y Dover, 1981) o de Atractomorpha similis (John
et al., 1986). Sin embargo, en estos casos, otras regiones de
heterocromatina tanto de los As como de los Bs no hibridan con dichos
ADNs satélites, lo que indicaria que estas regiones heterocrométicas
estdn formadas por una o varias familias diferentes de ADN repetido.
Sin embargo, la heterocromatina de los cromosomas As de C. capillaris
estd mayoritariamente formada por los ADNs satélite Eco RI, Dra I o
Hind TIII. Por tanto, la ausencia de estas tres familias en la
heterocromatina de los cromosomas Bs, y los datos mencionados antes,
podrian indicar que el cromosoma B de C. capillaris carece o posee muy
pocas secuencias de ADN satélite. En algunos sistemas con cromosomas
Bs donde se ha llevado a cabo una andlisis molecular detallado de 1la

heterocromatina, todavia no se ha determinado el ADN repetido que
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forma parte de las bandas C de los Bs. Asi, en el centeno, el cDNA
obtenido a partir del ADN altamente repetido de plantas sin Bs hibrida
con la heterocromatina de los cromosomas As pero no con la de los Bs
(Appels et al., 1978). Ademis, ninguna de las secuencias repetidas
aisladas de los cromosomas As del centeno, hibrida con el cromosoma B
de esta especie (Jones y Flavell, 1982). Hasta el momento, solo se ha
detectado una secuencia de ADN repetido especifica de 1los Bs del
centeno (Sandery et al., 1990), pero se desconoce su localizacién

cromosémica.

Por otro lado, los resultados obtenidos mediante hibridacién in
situ con ADN genémico (GISH) de plantas con y sin cromosomas Bs
confirman: a) que el ADN del los cromosomas Bs es muy similar al que
se encuentra en los cromosomas normales; y b) que los cromosomas Bs de
C. capillaris carecen de ADN altamente repetido. De hecho, cuando el
ADN de plantas sin Bs se utiliza para hibridar in situ se observa que
los cromosomas A y B muestran la misma sefilal de hibridacién. Teniendo
en cuenta que las condiciones de hibridacién utilizadas permiten 1la
hibridacién entre secuencias con al menos un 802 de homologia
(Schwarzacher et al., 1989), la hibridacién in situ del cromosoma B
con ADN de plantas sin Bs confirma la similitud entre el ADN de los Bs
y el que se encuentra en los cromosomas As. Ademds, cuando el ADN
marcado de plantas con Bs se bloqueé con una gran cantidad de ADN sin
marcar de plantas sin Bs las sefiales de la hibridacién tanto en los As
como en los Bs eran muy pobres. El hecho de que el ADN de individuos
sin Bs sea capaz de bloquear la hibridacién de todo el ADN procedente
de plantas con Bs, volvia a indicar la homologia entre el ADN de ambos

tipos de cromosomas.

Ademés, puesto que en las sondas de ADN genémico las secuencias
de ADN altamente repetido se encuentran en mayor proporcién que las de
ADN de secuencia Gnica, es de esperar que las regiones
heterocromdticas (ricas en secuencias repetidas) hibriden de forma mAs

intensa que las regiones eucromidticas. De hecho, tanto en la
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hibridaciones en las que se utiliz6 como sonda el ADN de plantas sin
Bs como en las que se wutiliz6é ADN de plantas con Bs, la
heterocromatina de los cromosomas As, la cual sabemos que estéd formada
por ADN altamente repetido, hibridaba de forma méAs intensa que la
eucromatina. Sin embargo, la hetérocromatina paracentromérica de los
Bs no mostr6 ninguna diferencia respecto de la eucromatina. Ademés, si
el ADN de plantas con Bs se enriquecia en secuencias repetidas
especificas de C. capillaris (bloquedndolo con un exceso de ADN de
otras especies del género Crepis) y se hibridaba in situ sobre
cromosomas de C. capillaris con Bs, los resultados eran similares. La
heterocromatina de los As hibridaba fuertemente con la sonda pero la
heterocromatina del B mostraba la misma hibridacién que 1la
eucromatina. Por tanto, todos los datos parecen indicar que la
heterocromatina de los cromosomas Bs de esta especie no estéd

especialmente enriquecida en secuencias de ADN altamente repetido.

Esta conclusién puede ser bastante extrafia si tenemos en cuenta
que la heterocromamina constitutiva estd4 formada mayoritariamente por
secuencias de ADN altamente repetido (John, 1988). Aunque, por
ejemplo, en algunas bandas C del genoma humano no se ha detectado atGn
ninguna secuencia de ADN repetido, se desconoce si esta ausencia es
real o si por el contrario se debe a un desconocimiento del ADN
repetido que forma parte de las mismas (Sumner, 1990). Sin embargo, en
el caso de C. capillaris, todos los datos parecen indicar que la
heterocromatina de los cromosomas Bs carece de ADN altamente repetido.
Es posible pensar que la cromatina que forma parte de la regién
paracentromérica del B de C. capillaris ha sufrido un cambio en su
organizacién, de forma que, aunque carece de secuencia repetidas,
muestra un patrén de organizacién similar a la heterocromatina. En
este sentido, cabe destacar que los cromosomas Bs de C. capillaris,
aunque aparentemente heterocromdticos en casi un tercio de su
longitud, carecen de algunas de las caracteristicas tipicas de la
otros cromosomas Bs heterocrométicos. Asi, la sintesis del ADN de los

Bs de C. capillaris ocurre durante todo el periodo S, mientras que en
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otros Bs parcial o totalmente heterocromdticos como los del maiz, esta
sintesis tiene lugar durante la Gltima mitad de periodo S (Abraham et
al., 1968). Ademéds, y a pesar de que los Bs de C. capillaris muestran
una banda grandebde heterocromatina, su contenido de ADN por unidad de
longitud es menor que en los cromosomas As (Maluszynska, 1990). En
cambio, en los Bs heterocromAticos de otras especies tales como el
centeno o el maiz, la cantidad de ADN por unidad de longitud es mayor
en los Bs que en los As (Ayonoadu y Rees, 1964; Jones y Rees, 1968).
Todos estos hechos sugieren que 1la cromatina de los Bs de C.
capillaris posee una conformaci6én especial, posiblemente eucromAtica y
sin DNA altamente repetido en su origen pero heterocromatinizada
constitutivamente, al menos en la regi6én pericentromérica. Previamente
se ha sugerido que la inactivaci6én de otras regiones cromosémicas
puede ser consecuencia de un proceso de heterocromatinizacién. Tal es
el caso de los centromeros adicionales en los cromosomas dicéntricos
(Earnshaw y Migeon, 1985) o la inactivacién (variegacién) que sufren
aquellos genes que se han translocado cerca de la heterocromatina
centromérica de Drosophila (2Zhimulev et al., 1986). Por tanto, la
heterocromatinizacién puede ser wun mecanismo capaz de cambiar
rédpidamente la organizacién del ADN de los Bs impidiendo de esta forma
el apareamiento de los Bs con los cromosomas As de los que se
originaron y suprimiendo la actividad génica en estos cromosomas
(Jones y Rees, 1982). Ademds, si este proceso es capaz de ajustar la
dosis génica en los individuos con Bs, no seria necesario una
diferenciacién y degeneracién de las secuencias del B tal y como ha
propuesto Green (1990). De hecho, en C. capillaris, el ADN de los
cromosomas Bs mantiene una gran homologia con el que presenta el

genoma éstandar del cual posiblemente se originé.

A la vista de estos resultados es posible pensar que los
cromosomas Bs de C. capillaris se han originado a partir de una regién

de uno de los cromosomas As pobre en secuencias de ADN repetido. La
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satélite. Esto podria excluir a la regién pericentromérica del tercer
par cromosémico o cromosoma NOR, ya que esta regi6én estéd formada por
una familia de ADN repetido especifica (la familia Hind III), la cual
no muestra ninguna homologia con la regi6én pericentromérica del B
(Fig. 12). Pero, precisamente, Maluszynska y Schweizer (1989) han
propuesto que, dado que el cromosoma B de C. capillaris contiene
secuencias de ADN ribos6émico, éste podria haberse originado a partir
del brazo corto del cromosoma NOR. Sin embargo, el hecho de que el ADN
ribos6émico 5S se localize en el brazo corto del tercer par cromosémico
entre el ADN ribos6émico 18S + 25S y el centrbémero pero no en los
cromosomas Bs (Fig. 15), pone seriamente en duda la hip6tesis de que
los Bs de esta especie se hayan originado completamente a partir del
brazo corto del tercer par cromosémico, al menos de una forma simple.
De hecho, si los cromosomas B proceden de esta regién, el ADN
ribos6émico 5S deberia haberse delecionado posteriormente. Asimismo, de
la regi6n pericentromérica del B se deberian haber eliminado las
secuencias de la familia Hind III, que como hemos visto anteriormente
se localizan en la regién centromérica del cromosoma NOR. Asi las
cosas, parece mds factible que 1la regién pericentromérica del B
proceda de otro cromosoma. De hecho, nuestros anédlisis ponen de
manifiesto que la regién pericentromérica de los cromosomas primero y
segundo de C. capillaris estdn desprovistos de ADN altamentente

repetido como ocurre con el cromosoma B.

Si los Bs no se han originado a partir del cromosoma NOR cabria
preguntarnos como han llegado los genes de ADNr a los cromosomas
supernumerarios de esta especie. La transposicién de genes de ADNr
desde el cromosoma NOR a los cromosomas Bs podria ser un mecanismo
capaz de explicar este hecho. Este mecanismo ha sido utilizado por
otros autores para explicar las variaciones intra e interindividuales
en el nGmero de loci de ADNr en otras especies de plantas (Schubert y
Wobus, 1985). Por otro lado, Green (1990) ha sefialado la posibilidad
de que en géneros de plantas como Crepis o Allium donde se ha

detectado la presencia de cromosomas Bs con actividad nucleolar en
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varias especies, los Bs pueden haberse originado en una de las
especies y posteriormente se han transferido a las demAs mediante
hibridacién. Para distinguir entre estas dos hipétesis, hemos llevado
a cabo un andlisis comparativo de los genes 18S y 25S en plantas con y
sin cromosomas Bs. Si los cromosomas Bs de C. capillaris proceden de
otras especies del género por hibridacién, se esperaria que el ADNr de
los Bs esté diferenciado respecto al que existe en el genoma normal de
la planta, ya que el ADNr muestra variacién interespecifica (Rogers y
Bendich, 1987). De hecho, nuestros datos de hibridacién en Southern-
blot con ADNr en distintas especies del género Crepis demuestran la
existencia de wvariaciones interespecificas en las dianas de
restriccién, asi como en la longitud de los genes ribosémicos (Fig.

18).

Después de digerir el ADN de plantas con y sin Bs con 16 enzimas
de restriccién diferentes e hibridarlo en Southern-blot con ADNr, no
hemos detectado ninguna diferencia entre el ADNr del genoma esténdar y
del cromosoma B. Esta similitud en el ADNr de ambos tipos de
cromosomas estaria de acuerdo con la hipétesis de que el ADNr de los
Bs de C. capillaris procede del propio genoma de la especie. Si como
hemos indicado anteriormente, todos los datos parecen indicar que el
cromosoma B no se ha originado a partir del tercer par cromosémico o
cromosoma NOR, la transposicién o translocacién de ADNr entre el
genoma normal y los Bs podria ser un mecanismo capaz de explicar la

presencia de ADNr en estos cromosomas.

Por Gltimo, cabe sefialar que el andlisis del ADN telomérico en
plantas con y sin Bs ha puesto de manifiesto algunas diferencias entre
los tel6meros de los cromosomas A y B de C. capillaris. En primer
lugar, los telb6meros de los cromosomas Bs de C. capillaris estén
amplificados con respecto a los que existen en los cromosomas estandar
(Fig. 20). De hecho, la hibridacién in situ con la sonda ADN
telomérico de Arabidopsis thaliana muestra una gran sefial de

hibridacién en los telémeros de los Bs pero no en la de los cromosomas
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As. La ausencia de hibridacién en los telbémeros de los As no puede
deberse a diferencias en la secuencia entre el ADN telomérico de C.
capillaris y el de Arabidopsis, ya que en Southern-blot el ADN
telomérico de Arabidopsis hibrida tanto con el ADN de plantas con Bs
como con el de plantas sin Bs (Fig. 21). Ademis, las digestiones del
ADN de plantas con y sin Bs con la exonucleasa Bal 31 demuestran que
la hibridaci6én que proporciona la sonda telomérica de Arabidopsis es
debida Gnicamente a secuencia teloméricas (Fig. 21). Esta ausencia de
hibridacién en los tel6meros de los As seguramente se debe a que la
longitud del ADN telomérico en los cromosomas estdndar es mucho menor
que en los cromosomas Bs y, por tanto, no puede ser detectado mediante
la técnica de hibridacién in situ utilizada. Variaciones en la
longitud del ADN telomérico entre distintos cromosomas se ha detectado
también mediante hibridacién in situ en centeno y cebada (Schwarzacher

y Heslop-Harrison, 1991; Wang et al., 1991).

El hecho de que ambos tel6meros del B se encuentren amplificados
viene a confirmar todos los datos que habian indicado que el B de C.
capillaris es un isocromosoma. La localizaci6én simétrica del ADNr y de
la heterocromatina a ambos lados del centrémero (Maluszynska y
Schweizer, 1989; Figs. 1 y 15 ), asi como el apareamiento que sufren
los brazos del B durante la meiosis (Jones et al., 1989) demuestran
también su naturaleza isocromosémica. Esto indica que durante su
evoluci6én, los cromosomas Bs de esta especie han podido pasar por una
etapa como un fragmento telocéntrico que posteriormente mediante
misdivisién ha dédo lugar a un isocromosoma metacéntrico. SegGn estos
datos, la ausencia de hibridacién en uno de los telémeros de los Bs en
algunos de los individuos estudiados (Fig. 20C-D) indicaria que 1la
mayor parte del ADN telomérico se ha delecionado en uno de los brazos
del B. El andlisis del ADN telomérico mediante electroforesis de pulso
ha puesto de manifiesto la existencia de un alto grado de polimorfismo
para la longitud de los clusters de ADN telomérico tanto en animales
como en plantas (Kipling y Cookee, 1990; Broun et al., 1992). Todos

los datos parecen indicar que los telémeros eucari6éticos son
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estructuras dinémicas cuya longitud se mantiene gracias a un balance
entre los mecanismos que eliminan ADN telomérico tales como la
replicacién incompleta de los telémeros y aquellos que elongan el
telémero (replicacién de novo mediante la telomerasa o fenémenos de

recombinancién).

Ademés de esta variaci6n en el tamafio de los telbémeros, nuestros
datos de hibridacién en Southern-blot ponen de manifiesto la
existencia de fragmentos de restriccién especificos asociados con los
cromosomas Bs (Fig. 21), lo que indicaria que la secuencia del ADN
telomérico de los Bs muestra ciertas diferencias respecto de la que
existe en los As. Podriamos pensar que estos fragmentos de restriccién
proceden de regiones no teloméricas del B. Sin embargo, la digestién
con Bal 31 del ADN de plantas con Bs demuestra que dichos fragmentos
surgen de la digestién de los extremos del cromosoma, ya que a medida
que aumentamos la digestién con la exonucleasa estos fragmentos de
restriccién desaparecen (Fig. 21). Si tenemos en cuenta que los Bs se
han originado posiblemente a partir de un fragmento o fragmentos de
uno o varios de los cromosomas estdndar como consecuencia de una o
varias roturas cromosémica, es de esperar que los telémeros de los Bs
se hayan sintetizado de novo tras su origen. En este sentido, cabe
seflalar que la adquisicién de una nuevo telémero como consecuencia de
reordenaciones cromos6émicas puede también originar polimorfismos
dentro del ADN telomérico. Asi, en Plasmodium falciparum, la sintesis
de ADN telomérico en varios sitios de rotura cromosémica estudiados es
heterogénea, es decir la secuencia de las repeticiones teloméricas que
se sintetizan de novo son diferentes en cada uno de los sitios (Scherf
y Mattei, 1992). Por tanto, es posible que en la sintesis de ADN
telomérico en los Bs se haya producido a partir de repeticiones
teloméricas distintas de las que existen en los cromosomas esténdar.
Teniendo en cuenta estas diferencias entre el ADN telomérico de los
cromosomas A y B de C. capillaris, estamos intentando clonar estos
fragmentos de restriccién especificos del B y comparar su secuencia

con el ADN telomérico de los cromosomas As.
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En resumen, nuestros resultados indican que el origen vy
evolucién de los cromosomas Bs es un proceso bastante complejo. Todos
los datos parecen indicar de momento que los cromosomas Bs proceden
del genoma estédndar. Sin embargo, en su origen pueden intervenir mAs
de un cromosoma tal y como ocurre con los Bs de C. capillaris en los
que el ADN ribos6émico del B procede del cromosoma NOR, mientras que la
regién paracentromérica y el ADN telomérico seguramente tienen un
origen cromosémico diferente. Ademds, durante su evolucién no solo
pueden ocurrir ciertos cambios a nivel del centrémero tales como
misdivisién, sino también a nivel del tel6mero (amplificaci6n vy
diferenciacién), asi como determinados fen6émenos capaces de cambiar la
organizacién de parte de la cromatina del B, de forma que regiones
eucromédticas sin ADN altamente repetido puedan llegar a
heterocromatinizarse de forma constitutiva. Las hip6tesis que proponen
una diferenciacién e incluso una degeneracién del ADN de los Bs no se
han confirmado en el caso de C. capillaris. De hecho, nosotros hemos
encontrado que el B de C. capilaris solamente se ha diferenciado
parcialmente de los cromosomas Bs en algunas secuencias tales como las
regiones ricas en CA o el ADN telomérico. Si, en general, el origen y
evolucién de todos los cromosomas Bs es tan complejo como el de C.
capillaris, entonces es fédcil explicar porqué no se ha determinado aGn
el origen de ninguno de estos cromosomas, incluso en aquellos casos en
donde se ha llevado a cabo un andlisis a nivel molecular del B, tal
como ocurre en los casos del maiz (Peacock et al., 1981), centeno
(Sandery et al., 1990), Glosina (Amos y Dover, 1981), Brachycome
dichromosomatica (John et al., 1991) o Nasonia vitripennis (Nur et

al., 1988; Eickbush et &l., 1992).
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6. CONCLUSIONES

PRIMERA: Los resultados obtenidos mediante la técnica
hibridaci6én sustractiva F-PERT, asi como los obtenidos mediante
hibridacién in situ con ADN genémico (GISH) demuestran que el ADN que
forma parte de los cromosomas Bs de C. capillaris es muy similar al
ADN de los cromosomas As. Solamente uno de los clones recombinantes
obtenidos mediante F-PERT, el cual contiene una secuencia rica en CA
que hibrida tanto con el ADN de plantas con Bs como con el de plantas
sin Bs, fué capaz de poner de manifiesto ciertas diferencias entre las

regiones ricas en CA de los cromosomas A y B de C. capillaris.

SEGUNDA: Se confirma la hip6tesis enunciada por algunos autores
de que los cromosomas B pueden tener una organizacién distinta a la de
los cromosomas esténdar. De hecho, en C. capillaris, ninguna de las
tres familias de ADN satélite que hibridan con la heterocromatina
constitutiva de 1los cromosomas As, ha mostrado homologia con 1la
heterocromatina de los Bs. Estos datos y los obtenidos mediante
hibridacién in situ con ADN genémico de plantas con y sin Bs indican
que la regi6én paracentromérica del cromosoma B de C. capillaris,
aunque heterocromédtica, carece de ADN altamente repetido. Por tanto,
es posible que ~la heterocromatinizacién sea un proceso capaz de
cambiar rapidamente la conformacién de parte de la cromatina de los
cromosomas Bs impidiendo el apareamiento entre los cromosomas A y B, y

suprimiendo la actividad génica en estos cromosomas.

TERCERA: Aunque se confirma que los cromosomas Bs de C.
capillaris poseen cistrones de ADN ribosémico 185 + 258, sin embargo,
la ausencia en el cromosoma B de algunos marcadores tales como el ADN
5S y la familia de ADN repetido Hind III, que se localizan préximos al

ADNr en el cromosoma NOR, pone seriamente en duda la hip6tesis de que
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el cromosoma B de c. capillaris se haya originado Gnicamente a partir

de la regio6n cromos6mica pré6xima al NOR del tercer par cromosémico.

CUARTA: La comparacién del ADN ribosémico 185 + 255 de plantas
sin cromosomas Bs y Plantas con Bs mediante hibridacién en Southern-

blot no ha puesto de manifiesto ninguna diferencia entre el ADNr de

los cromosomas A y B de C. capillaris. Puesto que hemos comprobado 1la

existencia de variaciones entre el ADNr de las distintas especies del
género Crepis analizadas,

B de cC.

se puede concluir que el ADNr del cromosoma

capillaris procede del pPropio genoma de la especie.

QUINTA: La longitud de los telémeros de los cromosomas Bs de C.
capillaris es relativamente mucho mayor que la de los cromosomas As.

El hecho de que los dos telémeros del B se encuentren amplificados
confirma de nuevo que el cromosoma B de (. capillaris es un
isocromosoma. Entre el ADN telomérico de los cromosomas A Yy B existe

también ciertas diferencias en 1la secuencia, las cuales se han puesto

de manifiesto como fragmentos de restriccién especificos en el ADN
telomérico de plantas con Bs.

c:

Teniendo en cuenta que el cromosoma B de
capillaris ha debido originarse como consecuencia de una rotura

cromosémica, se podria pensar que la sintesis de novo del ADN

telomérico en 1los extremos del B se ha producido a partir de

repeticiones teloméricas distintas a las que existen en los As.

SEXTA: La heterocromatina constitutiva de . capillaris esté4

mayoritariamente formada por tres familias de ADN altamente repetido o

ADN satélite, cada uno de los cuales se organiza en unidades repetidas

de pequefio tamafio.
de

El anédlisis de 1la secuencia de uno de los monémeros
cada familia ha puesto de manifiesto 1la existencia de pequefias

regiones de homologia entre las familias, 1lo que indicaria que estos

satélites han podido originarse a partir de una Gnica secuencia o

haber evolucionado unos a partir de otros. Dos de estos ADNs satélites
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(la familia Eco RI y la familia Dra I) son propios de la especie. En
cambio, el satélite Hind III muestra homologia con el genoma de
algunas especies del género analizadas, lo que indicaria que éste

Gltimo satélite es mAs antiguo que los dos anteriores.

SEPTIMA: Las unidades de las tres familias de ADN
heterocromdtico aisladas de C. capillaris se organizan en téndem
formando largos clusters de ADN homogéneo. No obstante, tanto los
datos de hibridacién en Southern-blot como los de hibridacién in situ
indican que la familia Hind III puede tener varias formas de
organizacién genémica. En concreto, la mayor parte de las unidades de
esta familia se organizarian en tédndem formando grandes clusters en la
heterocromatina paracentromérica del cromosoma NOR, pero también
formando pequefios clusters de tamafio variable, los cuales se
distribuyen de forma dispersa a lo largo del brazo largo de este par

cromosémico.

NOVENA: Las tres familias de ADN satélite muestran una
distribucién particular en la heterocromatina de C. capillaris: La
familia Eco RI se distribuye sobre las bandas C mAs pré6ximas al
centrémero, la familia Dra I se localiza en todas las bandas C del
cariotipo excepto en las asociadas al NOR, y la familia Hind III esté
especificamente localizada en el cromosoma NOR, tanto en la banda C
paracentromérica como a lo largo de todo el brazo largo de este par
cromosémico. Teniendo en cuenta que las bandas C mAs equilocales
respecto al centroméro estdn formadas por las mismas familias de ADN
repetido, es posible pensar que la amplificacién y distribucién del
ADN satélite estd condicionada por una disposicién espacial de los
cromosomas en los nficleos mitéticos que mantenga préximas a las

regiones equilocales.
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DECIMA: Se demuestra por primera vez la asociacién especifica de
una familia de ADN repetido con los cromosomas NORs. Este hecho puede
estar relacionado cén la disposicién espacial de estos cromosomas en
los nGcleos interfdsicos, ya que al menos en C. capillaris la
hibridacién in situ con la familia de ADN repetido Hind III demuestra
que los dos cromosomas NORs hom6élogos muestran una disposicién
espacial muy cercana en aproximadamente un 50Z de 1los ndGcleos

interfdsicos y profésicos.

UNDECIMA: La hibridacién in situ simulténea con la familia de
ADN repetido Eco RI y Dra I sobre los nGcleos meiéticos ha puesto de
manifiesto que, mientras los clusters de la familia Eco RI tienden a
asociarse en aproximadamente un 60Z de las células en leptotene-
zygotene, los de la familia Dra I no se asocian durante ningan estadio
de la primera profase mei6tica. Teniendo en cuenta que la homogeneidad
entre las unidades de la familia Eco RI es mayor que entre las de la
familia Dral, es posible que la asociacién de la heterocromatina
durante la primera profase meética conlleve una mayor homogenizacién

de las unidades de ADN repetido que forman parte de la misma.

DUODECIMA: El1 ADN ribosémico 18S + 25S de C. capillaris se
localiza en la constriccién secundaria o NOR del tercer par
cromosémico, asi como en el satélite heterocromético terminal asociado
a la constriccién secundaria, lo que demuestra que en C. capillaris la
heterocromatina asociada al NOR estéd formada por ADNr y no por otro

tipo de ADN repetido.

DECIMOTERCERA: El1 ADN ribosémico 185 + 25S de C. capillaris se
organiza en unidades repetidas en tédndem de 9 y/o 8.8 Kb. Mientras las
unidades de 9 Kb aparecen en todos los individuos analizados, las de

8.8 Kb varian en ntmero de unos individuos a otros. Este polimorfismo
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es independiente del nGmero de cromosomas Bs del individuo, 1lo que
indica que ambas unidades de repetici6én coexisten dentro del fnico
locus de ADNr del genoma éstandar de la especie. La variacién en el
tamafio de la unidades de ADNr estd4 causada por una variacién en el
tamafio del espaciador intergénico, el cual es probable que surja como
consecuencia de variaciones en el nGmero de subrepeticiones dentro de

dicho espaciador.

DECIMOCUARTA. El ADN ribos6mico 5S de C. capillaris se organiza
en unidades repetidas en té&dndem de aproximadamente 350 pb, las cuales
se localizan entre la constricci6én secundaria y el centrémero del
tercer par cromosémico o cromosoma NOR. Aunque préximas en su
localizacién cromosémica, la familia de ADN ribos6émico 18S + 25S y ADN

55 se organizan en unidades completamente separadas.
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