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Resumen.
En este estudio se sugiere que la presencia de microsatélites puede estar relacionada al
aumento en las tasas de diversidad genética del genoma mitocondrial vegetal de los pastos.
La distribucion de estas secuencias a través del genoma no ocurre de manera aleatoria, pues
¢éstos suelen ser mas abundantes en regiones intergénicas, que en regiones codificantes.
Estos elementos pueden generarse dentro del genoma a través del deslizamiento de las
hebras de DNA -y posteriores errores en el apareamiento de las hebras durante la
replicacion del material genético-, o ser adquiridos a través de transferencia horizontal, ya
sea de otros compartimentos celulares o incluso de especies sexualmente incompatibles.
Los microsatélites se encuentran presentes en una gran cantidad de grupos taxondomicos, y
pueden ser retenidos durante largos periodos evolutivos. Ademds, se encontrd una
correlacion positiva entre el nimero de microsatélites y el tamafio del genoma mitocondrial.
Los resultados obtenidos a partir de la reconstruccion de caracteres ancestrales
sugiere que el aumento de las tasas de mutacion no ocurre inmediatamente después de ser
adquirido el microsatélite, haciendo que el aumento en la diversidad sea un fenomeno

posterior a la insercion del mismo.



Introduccion.

Caracteristicas principales del genoma mitocondrial de las plantas

Las mitocondrias son las estructuras celulares encargadas de las funciones de o6xido-
reduccion para la produccion de energia de los organismos (Gualberto ef al., 2014). La
teoria del origen monofilético de las mitocondrias postula un evento endosimbiotico en el
cual una a-proteobacteria y el ancestro comun de los eucariontes coevolucionaron (Gray,
2012). La asociacion de este complejo se ha mantenido a lo largo de la historia evolutiva,
llevando a la divergencia de los genomas mitocondriales de los eucariontes a través del
tiempo (Kitazaki & Kubo, 2010; Gray, 2012).

En particular, la evolucion del genoma mitocondrial -o mitogenoma- de las plantas
ha sido diferente de la de los demaés eucariontes, tanto a nivel de secuencia como estructural
(Palmer & Herbon, 1998). A lo largo de su historia evolutiva, estos genomas han llevado a
cabo modificaciones en su contenido a través de diferentes procesos como la pérdida o
ganancia de genes por medio de transferencias del y hacia el nucleo, eventos de duplicacion,
y re-arreglos gendmicos, entre otros (Fauron ef al., 1995; Cupp & Nielsen, 2014).

Generalmente, el genoma mitocondrial de las plantas es representado como una sola
estructura de forma circular, similar a los genomas bacterianos, llamada cromosoma
maestro (Kubo & Newton,2008; Sloan et al., 2012; Sloan, 2013). Esta estructura presenta
caracteristicas unicas que la distinguen de otros genomas; por ejemplo, el tamafio de los
genomas mitocondriales muestra gran variacion entre distintos grupos de plantas y
presentan una gran cantidad de reacomodos estructurales a través de eventos de

recombinacion homéloga (Fauron ef al., 1995).


http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/jeb.12468/full

Con respecto a la variacion del genoma mitocondrial, el rango puede ir desde 66 a
2,000 kilobases (kb; Sloan et al., 2012; Skippington et al. 2015; Guo et al., 2016) llegando
en algunos casos a ser mas grandes que algunos genomas bacterianos. Sin embargo, a pesar
del gran tamafo que pueden alcanzar, los genomas mitocondriales vegetales no parecen
albergar un nimero mayor de genes que otros genomas mitocondriales con un tamafo
menor (Gualberto, 2014; Skippington ef al., 2016). El genoma mitocondrial vegetal esta
conformado por secuencias codificantes, separadas por regiones intergénicas que pueden
llegar a abarcar hasta el 90% del mismo (Alverson et al., 2010, Gualberto et al., 2014). Por
ejemplo, el genoma mitocondrial completo de Arabidopsis thaliana (376Kb) s6lo posee 14
genes mas que el genoma mitocondrial humano y es 20 veces mas extenso que éste (16.6
kb) (Palmer, 2000).

Por otro lado, el tamafio del genoma mitocondrial vegetal parece variar a lo largo de
tiempo, ya que puede llegar a presentar contracciones o expansiones en periodos de tiempo
evolutivamente cortos (Guo ef al., 2016). Algunas de las expansiones mas significativas
podemos encontrarlas en la calabaza, Cucurbita pepo (Alverson et al., 2010), o en
representantes del género Silene (Sloan et al., 2012). Estas expansiones se deben
principalmente a eventos de duplicacion y a la adquisicion de DNA de origen exdgeno a
través de la asimilacion de secuencias provenientes del ntcleo o del cloroplasto (Palmer et
al., 2000, Kubo & Newton, 2008; Alverson et al., 2010), o por acumulaciéon de secuencias
repetidas en las regiones intergénicas o incluso en intrones. (Alverson et al, 2010,
Jaramillo-Correa ef al., 2013). También se tiene evidencia de la exportacion de genes del
mitogenoma hacia el genoma nuclear, lo cual participaria en eventos de contraccion

(Skippington et al., 2016).



Otra caracteristica de los genomas mitocondriales vegetales son sus bajas tasas de
mutacion. Los estimados de éstas para distintas regiones del genoma mitocondrial vegetal
suelen ser bajas, llegando a ser de 50 a 100 veces menores que la de genomas
mitocondriales de animales, e incluso alin mas bajos que en genes nucleares de plantas y
animales. (Laroche et al., 1997; Palmer et al., 2000; Galtier, 2011). Como ejemplo de lo
anterior, Wolfe y colaboradores (1987) encontraron que las tasas de sustitucion sindnimas
en los genomas mitocondrial y del cloroplasto de las plantas es de 0.2 - 0.1 x 10*-9 y 0.1 -
0.3 x 10”9 respectivamente, mientras que los valores de sustituciéon en los genomas
mitocondrial y nuclear de los primates son 21.8 - 43.7 x 109 y 09 - 1.9 x 10"-9,
respectivamente. Esta caracteristica es compartida entre mitogenomas de varios grupos de
plantas, como angiospermas y gimnospermas, suponiéndose entonces como un caracter
primitivo en la evolucidn estos genomas (Richardson ef al., 2013) Para explicar las bajas
tasas de evolucion dentro del genoma mitocondrial se utiliza la hipotesis de la carga
mutacional. Esta se basa en la idea de que los elementos no codificantes imponen un costo
selectivo asociado al posible aumento de mutaciones que puedan alterar la funcidon del
genoma. Cuando una mutacion surge en una poblacion, puede llegar a fijarse por procesos
de deriva génica si los tamafios efectivos son pequefios. Esto sugiere que elementos no
codificantes pueden imponer un costo selectivo asociado al posible aumento de las
mutaciones, por lo cual genomas de gran tamafio suelen presentar bajas tasas de mutacion.
(Charlesworth & Barton, 2004; Sloan et al., 2012). Sin embargo, existen linajes especificos
de plantas que muestran tasas elevadas de sustitucion nucleotidica, poniéndolas a la par de
genomas mitocondriales de evolucion répida, como los de los animales (Palmer ef al., 2000;
Sloan et al., 2012; Skippington et al., 2016). Por ejemplo, los géneros Plantago y

Pelargonium presentan tasas de sustituciéon en su genoma mitocondrial que exceden el



valor de la tasa de mutacion del cloroplasto y del genoma nuclear en distintos taxa (Cho et
al., 2004; Parkinson et al., 2005). Los mecanismos que llevan a un aumento de estas tasas

de mutacion en taxa especificos aiin son desconocidos.



Secuencias repetidas dentro del genoma mitocondrial de las plantas

Dentro de las regiones intergénicas de los mitogenomas vegetales se pueden encontrar
secuencias repetidas (Kubo & Newton, 2008; Galtier, 2011), las cuales pueden llevar a
cabo eventos de recombinacion entre si, haciendo que la estructura mitocondrial de las
plantas sea multipartita -es decir, que el cromosoma maestro puede transformarse en
moléculas subgenomicas luego de estos eventos de recombinacion (Kubo & Newton, 2008;
Kitaazaki & Kubo, 2010; Sloan et al., 2012; Gualberto, 2014; Guo et al., 2016)-, por lo que
el genoma puede ser visto como una mezcla de estructuras alternativas originadas a partir
de redes interactivas de secuencias repetidas altamente recombinantes (Marachel & Brisson,
2010; Sloan et al., 2013; Gualberto, 2014). Estos procesos de recombinacion son los
responsables del alto grado de polimorfismo estructural que presentan los mitogenomas de
las plantas, haciendo de ellos entidades altamente dinamicas (Palmer et al., 2000; Galtier,
2011). Este proceso de recombinaciéon es conservado entre linajes, y hace dificil su
representacion fisica (Sloan et al., 2012; Gualberto, 2014).

Las secuencias repetidas involucradas en los eventos de recombinacion pueden ser
de longitud larga (aproximadamente 1 6 2 kb), o corta (de 50 a 600 pares de bases). La
recombinacion a través las primeras ocurre de manera mas frecuente (Maréchal & Brisson,
2010), y crea un equilibrio dindmico donde diferentes versiones del genoma mitocondrial
existen en mezclas equimolares con estructuras intercambiables entre si (Davila et al.,
2011). Los eventos de recombinacion a través de secuencias cortas ocurren con menor
frecuencia, pero ayudan a mantener versiones modificadas del genoma mitocondrial a bajas
concentraciones (estas versiones modificadas reciben el nombre de sublimones;
Woloszynska, 2009). Los eventos de recombinacion asociados a secuencias cortas pueden

generar inversiones en las secuencias intermedias, alterando el orden de los genes (Palmer



et al., 2000; Kubo & Newton, 2008), asi como duplicaciones o deleciones de segmentos
especificos en la secuencia (Kubo & Newton, 2008; Sloan et al., 2012). Estas secuencias
tienen una mayor abundancia en el genoma mitocondrial. Por ejemplo, en la calabaza,
(Cucurbita pepo), las secuencias repetidas mas abundantes son aquellas que presentan una

longitud de 19 a 40 nucledtidos (Alverson ef al., 2010).



Los microsatélites

Existe un grupo particular de secuencias repetidas conformadas por unidades especificas de
nucledtidos que se suceden en tandem (esto es, una después de la otra) un numero
determinado de veces. A estas unidades conformadoras del arreglo en tandem se les conoce
como unidades de repeticidon, y a este tipo de arreglos se les conoce como Elementos
Repetidos en tdndem de Longitud Variable (VNTR por sus siglas en inglés). Estos
elementos pueden dividirse en dos categorias en funcién del tamafio de la unidad de
repeticion: microsatélites, cuyo elemento de repeticion va de 1 a 6 nucledtidos y
minisatélites, cuyo elemento de repeticion puede llegar a tener més de 100 nucledtidos
(Buschiazzo & Gemmel, 2006). Ambos se distribuyen por todo el genoma, tanto en
regiones codificantes como en regiones no codificantes, llegando algunos a tener
implicaciones en desordenes genéticos y en la regulacion de la expresion génica
(Buschiazzo y Gemmel, 2006). Con respecto a su historia evolutiva, los microsatélites estan
presentes tanto en angiospermas como en gimnospermas (Jaramillo-Correa et al., 2013;
Gou et al., 2016), y generalmente los mismos loci estdn compartidos entre organismos
filogenéticamente emparentados (Ishii ef al., 2006).

Con el advenimiento de la tecnologia del DNA replicante, los andlisis que utilizan
este tipo de marcadores se han popularizado (Wang et al., 2009). Estos pueden ser
amplificados a través del disefio de cebadores (primers, en inglés), que se sitian en las
regiones flanqueantes (Schotterer, 2000), y generalmente muestran altos niveles de
variabilidad entre individuos, poblaciones o especies (Wang et al., 2009). La gran
abundancia y variabilidad de estos marcadores es responsable en parte del incremento del
tamafio en los genomas, particularmente el de las mitocondrias vegetales (Lilli & Havey,

2001; Hetch et al., 2011).



Los microsatélites pueden originarse a través de mutaciones puntuales en la
secuencia (formacion de novo) o ser adquiridos a través de elementos moviles (Schétterer,
2000, Buschiazzo & Gemmel, 2006). Una vez formados, estas secuencias pueden llevar a
cabo eventos de deslizamiento de las hebras, lo que les permite ganar o perder unidades de
repeticion, expandiendo o contrayendo la longitud del arreglo a tasas elevadas (Schlotterer,
2000; Buschiazzo & Gemmel, 2006).

Los microsatélites no crecen de manera indefinida, generalmente alcanzan una
longitud méxima a través de la introduccion de sustituciones nucleotidicas dentro del
arreglo de repeticiones (Buschiazzo & Gemmel, 2006). Estas interrupciones son criticas en
el proceso evolutivo de los microsatélites. Generalmente se dan a través de sustituciones
dentro del arreglo de unidades de repeticion, o a través de inserciones y deleciones de corto
tamafio (Buschiazzo & Gemmel, 2006). Al ocurrir estas interrupciones, disminuye la tasa
de crecimiento por deslizamiento, lo que eventualmente genera la ruptura del patron de
repeticion y deja a la secuencia con un niimero de unidades de repeticion insuficientes para
llevar a cabo el proceso de deslizamiento. El fragmento se asemeja entonces en estructura a
aquellas de las cuales fueron formados los microsatélites originalmente. Es en este punto en
el que se completa su “ciclo de vida” y nuevos microsatélites pueden ser originados
(Buschiazzo y Gemmel, 2006).

Dado que una secuencia repetida puede formarse en casi cualquier parte del genoma,
la posicion de los microsatélites puede influenciar su proceso mutacional, contribuyendo a
su variabilidad. Por ejemplo, si los microsatélites juegan papeles dentro de la dindmica
gendmica como reguladores de la expresion, transcripcion o funcidon de las proteinas, estos
estarian eventualmente sometidos a presiones selectivas. Esto genera que algunos

microsatélites que estan situados en regiones conservadas presenten bajas tasas de mutacion



puntual y sean retenidos después de la divergencia de los linajes (Buschiazzo & Gemmell,
2006).

Por ejemplo, en especies como el maiz se ha sugerido la presencia de microsatélites
en relacion con la disrupcién de la maquinaria celular encargada de los procesos de
respiracion (Rajendrakumar ef al., 2006). Esta disrupcion se ha asociado a la formacion del
fenotipo que da lugar a la esterilidad masculina en plantas (CMS por sus siglas en inglés,
Rajendrakumar et al., 2006). Estos no s6lo exhiben mayores tasas de sustitucion, sino que
también mayores tasas de recombinacion (Darrecq et al, 2011), las cuales estan
intimamente ligadas a la presencia de regiones repetitivas en el genoma.

Por otro lado, en regiones no codificantes del genoma mitocondrial vegetal los
microsatélites suelen presentar una mayor variabilidad. En el caso particular de organismos
del género Triticum y especies emparentadas filogenéticamente, el nimero de alelos de los
microsatélites presentes en las regiones no codificantes es mayor comparado con el numero
de alelos en regiones codificantes del genoma mitocondrial vegetal (Ishii et al., 2006). A su
vez, estos microsatélites han sido retenidos entre clados especificos (Ishii et al., 2006).

La retencidon de secuencias repetidas a través de largos periodos de tiempo no es
exclusiva de las angiospermas. En gimnospermas, diferentes poblaciones de Pinus
banksiana comparten un fragmento repetido en tindem con una unidad de repeticion de 32
nucleotidos en el intrén 1 del gen nad 7. Esta region es altamente variable y muestra una
elevada estructura geografica entre poblaciones (Godbout ef al., 2005). Este minisatélite
estd ademds presente en otras cuatro especies: P. contorta var. Latifolia, P. resinosa,
P.sylvestris y P. strobus.

En resumen, los microsatélites se encuentran asociados a distintos procesos

modificadores de la arquitectura del mitogenoma, ya sea a través de eventos de insercion o
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delecion de nucleotidos (Sloan et al., 2012) o por medio de eventos de recombinacidon poco
frecuentes (Marechdl & Brisson, 2010) y éstos pueden ser retenidos por largos intervalos de
tiempo (Guo et al., 2016) y compartidos entre linajes emparentados (Ishii et al., 2006;
Godbout et al., 2005).

Todas estas caracteristicas podrian generar alteraciones en las tasas de mutacion en
aquellas regiones circumvecinas de los lugares donde se encuentran. De hecho, algunos
estudios indican que estas tasas tienden a aumentar en regiones que albergan gran cantidad
de microsatélites; por ejemplo, se ha demostrado que en el genoma nuclear de los bovinos
existe un aumento en las tasas de mutacién en las primeras bases de las regiones
flanqueantes de los microsatélites, y esta variacion fue asociada a posibles eventos de
reparacion del DNA, asi como de recombinaciéon homologa y replicacion (Brodehe &
Ellegreen, 1999). Por otro lado, en plantas se demostré que en el mitogenoma de las
coniferas hay un aumento de las tasas de mutacién en una region intronica rica en
microsatélites, en comparacion con regiones codificantes del mismo genoma (Jaramillo-
Correa et al., 2013). Sin embargo no es claro si el efecto sobre las tasas de mutacion de los
microsatélites es homogéneo a lo largo de los genomas. Por ejemplo, no se sabe si esto
ocurre de igual manea en intensidad en regiones intergénicas, intrones o exones de genes
codificantes, o si el tamafio de las repeticiones tiene un impacto especifico en la variacion
de las tasas en regiones cortas del genoma o si estos efectos se mantienen entre especies
emparentadas o son especie-especificos. Dadas estas caracteristicas, se vuelve de interés la
forma y el modo en que los microsatélites han ido evolucionando, y el impacto que éstos
han tenido en sus regiones flanqueantes dentro del genoma mitocondrial de las plantas. En

esta tesis se busca evaluar el efecto de la presencia de microsatélites en los genomas
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mitocondriales de las plantas, sobre las tasas de mutacion de las regiones vecinas en un

contexto filogenético, utilizando los pastos como modelo de estudio.
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Modelo de estudio: las gramineas.

Las gramineas -0 pastos- son un grupo de monocotiledéoneas muy diverso, caracterizado por
su estructura floral en forma de espiga (Freeling, 2001). Agrupados en la familia Poaceae,
¢éstos representan un grupo taxondmico que incluye mas de 10,000 especies ampliamente
distribuidas por todo el globo (Gaut, 2002; Eckardt, 2008; Hochbach et al., 2015). Algunos
organismos dentro del grupo de los pastos como el trigo (7riticum sp.), el maiz (Zea sp.), el
centeno (Secale sp.), la cebada (Hordeum sp.) y la avena (4vena sp.) han sido domesticados
para el consumo humano y constituyen mas del 60% de la produccion agricola mundial
total (Goff et al., 2002, Eckardt, 2008; Hochbach et al., 2015). Evolutivamente, los pastos
han sido agrupados en dos clados principales, conocidos por sus acrénimos como clado
BEP (compuesto por las subfamilias Bambusoideae, Ehrhartoideae y Pooideae) y el clado
PACMAD (compuesto por las subfamilias Panicoideae, Arundinoideae, Chloridoideae,
Micrairoideae, Aristidoideae y Danthonioideae). Los grupos mds cercanamente
emparentados a los pastos son las subfamilias Anomochlooideae, Pharoideae y Puelioideae
(Edwards et al., 2011).

La familia de los pastos es fascinante debido a su grado de variacidon genética, y
ecoldgica, asi como por sus niveles de ploidia y niimeros cromosoémicos variables. Por
ejemplo, Triticum aestivum tiene un genoma hexaploide de 17 gigabases, mientras que Zea
mays, un genoma diploide de 2.5 gigabases (Eckardt, 2008). Se ha propuesto que los pastos
han evolucionado a partir de un ancestro comin con un numero bdasico de cinco
cromosomas nucleares, los cuales han llevado a cabo diversos eventos de fusion,
duplicacién y translocacion para generar estados intermedios, permitiendo los diferentes

niveles de ploidia en los cromosomas (Salse et al., 2008). A pesar de presentar diferencias
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en el nimero cromosdmico, parece que éste no esta relacionado con el orden y ntimero de
genes en el genoma (Freeling, 2001).

El genoma mitocondrial de los pastos comparte las caracteristicas generales del de
otros grupos de angiospermas, como una baja tasa de sustitucion y un bajo nivel de sintenia
(Hisano et al., 2016), producto de constantes rearreglos gendmicos (Oldenburg ef al., 2013);
sin embargo, bajo ciertas condiciones éste puede evolucionar de manera acelerada. Por
ejemplo, bajo condiciones alopldsmicas. Esta condicion se da cuando el citoplasma de una
especie es reemplazado por la de otra especie, rompiendo asi la interaccidon entre el ntcleo
y el citoplasma, los cuales han coevolucionado juntos, generando con ello nuevos fenotipos
(Noyszewski et al., 2014). La condicién aloplasmica de ciertas variedades de trigo y
especies emparentadas presentan una mayor aceleracion en las tasas de recombinacion,
formando nuevos genomas mitocondriales con una expresion génica alterada (Noyszewski
et al., 2014). En el genoma mitocondrial de los pastos, como en otros mitogenomas
vegetales también existen elementos repetidos asociados a eventos de recombinacion
(Levings & Brown, 1989; Oldenburg ef al., 2013; Hisano et al., 2014). En particular,
algunos microsatélites han sido retenidos a lo largo de la divergencia de los clados, como
en el caso de la avena y especies emparentadas (Ishii ez al., 2006). En los mitogenomas de
pastos, los microsatélites suelen estar confinados principalmente a regiones intergénicas
(Rajendrakumar et al., 2006; Alverson et al., 2010), aunque pueden existir también en
regiones intronicas (Jaramillo-Correa ef al., 2013).

Dadas las caracteristicas de los microsatélites descritas previamente, es de interés
conocer si estas regiones se asocian a variaciones en las tasas de evolucion. Es de esperarse
que si los microsatélites estan relacionados con la dinamica mitocondrial, entonces las tasas

de mutacion seran diferentes entre las regiones que contienen microsatélites y las que estan
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desprovistas de ellos. La importancia de las gramineas ha permitido tener una buena
representacion de genomas mitocondriales secuenciados hasta la fecha en las bases de datos
publicas (Eckardt, 2008), lo que permite una oportunidad Uinica para medir la variacion de

estas tasas de evolucion.
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Evaluacion de la diversidad genética

Para evaluar el impacto en las tasas de mutacion por la presencia de microsatélites, es
conveniente hablar sobre el modo en que se estudia la diversidad genética. El estudio de las
poblaciones naturales ha mostrado que la cantidad de variacion a nivel molecular es
sustancial, y una manera de conocer esta variacion es analizando por separado segmentos
codificantes, intrones, regiones flanqueantes o intergénicas (Nei, 1987). Cuando se dispone
de un conjunto de secuencias de DNA de ciertos organismos de interés es normal que éstas
sean diferentes unas de otras, por lo que existen varias maneras de medir la cantidad de
polimorfismos presentes en el DNA. Una medida es determinando el nimero de diferencias
que presentan entre secuencias, o lo que es lo mismo, el nimero de sitios segregantes por
secuencia (Nei, 1987; Yang 2006). Sin embargo, esta medida dependiente del tamafo de
muestreo, y las especies de donde provengan las secuencias tienen que estar cercanamente
emparentadas para representar una medida no sesgada de la variacion del DNA (Nei, 1987;
Yang, 2006). Otra forma de estimar variacion es calculando el numero promedio de
diferencias nucleotidicas (por ejemplo, sustituciones) entre pares de secuencias. A esta
medida se le conoce como diversidad nucleotidica, y es definida por la siguiente ecuacion:
m= inxﬁrij
ij
(Nei, 1987, Tajima 1998)

Donde X; y X; son respectivamente las frecuencias de las secuencias i y j en una

muestra de secuencias, y m; es el nimero de diferencias nucleotidias por sitio entre dichas

secuencias.
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En una poblacion panmitica, m es simplemente la heterocigosidad en las secuencias
nucleotidicas y puede ser estimada de la siguiente manera:
]
T = —
= nc
(Nei, 1987. Sin embargo, se recomienda revisar Tajima, 1998).

Donde n. es el numero total de comparaciones entre las secuencias.

También es posible conocer la variaciéon dentro de una poblacion, obteniendo la
diversidad haplotipica a partir de una coleccion de secuencias de DNA. El numero de
haplotipos en un conjunto de secuencias puede ser un indicador de la variacion, y se espera
que éste sea grande cuando la cantidad de polimorfismos presentes en una poblacion
natural es alta. Al igual que con el nimero de sitios segregantes, este valor es dependiente
el tamafio de muestreo, y la comparacion entre diferentes poblaciones podria tener sesgos si
las muestras no tienen el mismo tamano (Nei, 1987). Una vez que los diferentes haplotipos
han sido identificados, puede calcularse la diversidad haplotipica, que también es una

medida equivalente a la heterocigocidad, y sefiala la diversidad que hay entre y dentro de

las poblaciones. La diversidad haplotipica puede calcularse de la siguiente manera:

_ 2n(1- Exi*)
- Zn—-1

(Nei, 1987).
Donde n es el nimero de individuos muestreados, y X es la frecuencia de los

distintos haplotipos(7).
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Por otro lado, para estimar la divergencia en un conjunto de secuencias de DNA es
necesario tomar en cuenta el nimero de polimorfismos presentes en dicha coleccion y
calcular la distancia media de todas las secuencias a partir de una secuencia (o grupo de
secuencias) que sirva como referencia (Shankarappa et al, 1999; Deng et al., 2010).
Suponiendo que existe un niimero determinado de haplotipos en una region particular del
genoma entre el conjunto X y el conjunto Y de secuencias de DNA, es posible conocer la

divergencia promedio entre los haplotipos de X'y Y de la siguiente manera:

(Nei, 1987)

Donde x’ y y’ son las frecuencias de los haplotipos entre las poblaciones y dj; el
nimero de sustituciones nucleotidicas entre el haplotipo 1 de X y el haplotipo j de Y. El
significado de esta ecuacion es que, en presencia de secuencias polimorficas, la divergencia
promedio entre los alelos de las poblaciones estd en relacidon con el tiempo de divergencia
entre ellas (Nei, 1987).

El hecho de que las secuencias diverjan unas de otras se debe principalmente a la
tasa de mutaciéon a la que ocurren dichos cambios a través del tiempo. Esto hace posible
examinar la variacion entre muestras de DNA y compararlas con la distribucion esperada
bajo la teoria neutral (Tajima, 1998). Bajo esta teoria, es posible estimar la tasa de mutacion

poblacional a partir de la diversidad nucleotidica observada de una poblacion (Watterson,

1975).

18



Cuando una poblacién se encuentra en equilibrio y las mutaciones son

selectivamente neutrales, la proporcién de sitios polimorficos esta dada por:

8 =4Neu
(Watterson et al., 1975)
Donde Ne es el tamafio efectivo poblacional y x es la tasa de mutacion de la
poblacion por generacion (Watterson, 1975). Cuando se presume que no hay

recombinacion es posible estimar esta tasa de cambio utilizando la siguiente formula:

6=Pn/Al
(Neti, 1987; Tajima, 1998)

Donde Pn es el nimero de sitios polimorficos por nucledtido y 4 =1 + % + 1/3
+ ... + (n-1)"', lo que corresponde al nimero armonico del numero total de las secuencias
menos uno (Nei, 1987; Tajima, 1998).

El estudio de la diversidad a nivel molecular permite conocer el modo en el que los
organismos han divergido. Para ello, es posible emplear herramientas para inferir su
historia evolutiva. La reconstruccion filogenética es la herramienta que permite la
representacion de las relaciones genealdgicas entre las especies, genes, poblaciones o
individuos a través de la representacion grafica de un conjunto de vértices (nodos) y aristas
(ramas) interconectados, (Yang ef al., 2006). La inferencia de las relaciones puede llevarse
a cabo a través de diferentes métodos como la reconstrucciéon por parsimonia, maxima
verosimilitud o probabilidad bayesiana (Yang & Rannala, 2012). Utilizando estas

herramientas para conocer el modo y la forma en la que los organismos han divergido y/o
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estan relacionados unos con otros, es posible inferir el momento en el que ocurrieron los

cambios en la secuencia de DNA y el impacto de dichos cambios.
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Justificacion

Esta tesis busca ampliar el conocimiento actual sobre el modo de evolucién del genoma
mitocondrial de las plantas a través de la evaluacion, bajo un contexto filogenético, de la
posible relacion entre microsatélites sobre la variacion de las tasas de mutacion en sus
regiones vecinas. La presencia de dicha variacion asociada a los microsatélites dentro del
genoma mitocondrial podria sugerir una revision a la hipotesis de la carga mutacional, la
cual esperar que exista una correlacion negativa entre el tamafio del genoma mitocondrial y

la variacion nucleotidica. (Lynch et al., 2006; Skippington et al., 2015).
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Hipotesis

Ho. Si las secuencias de microsatélites estan relacionadas con la dindmica evolutiva
del genoma mitocondrial vegetal de los pastos en sus regiones adyacentes, a través de un
aumento en la variacidbn nucleotidica, entonces la diversidad entre regiones con

microsatélites seran diferentes de las secuencias desprovistas de microsatélites.

Ha. Si las secuencias de microsatélites no mantienen ningun tipo de relacion con la
dindmica evolutiva del genoma mitocondrial, entonces las tasas de diversidad en regiones
vecinas a microsatélites no presentaran diferencias significativas, al ser comparadas con

aquellas regiones desprovistas de ellos.
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Objetivos

Objetivo general.

Comparar la diversidad nucleotidica de secuencias portadoras de microsatélites con
aquellas secuencias desprovistas de ellos, y reconstruir su historia evolutiva en una
filogenia de la familia Poaceae.

Objetivos especificos:

1) Hacer una busqueda de los microsatélites presentes en los genomas
mitocondriales de pastos disponibles.

2) Comparar la diversidad entre regiones que contengan microsatélites con
respecto a secuencias desprovistas de éstos, utilizando diversos indices de
diversidad nucleotidica.

3) Evaluar el modo en que han evolucionado el niumero de repeticiones de los
microsatélites, a través de una reconstruccion de estados ancestrales en la

historia evolutiva del grupo de los pastos.
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Métodos.

Busqueda de los microsatélites.

Se llevo a cabo una busqueda exhaustiva de genomas mitocondriales completos disponibles
para gramineas en la base de datos del centro nacional de informacion de biotecnologia
(NCBI) hasta marzo de 2017 a través del buscador de genomas completos del NCBI. Se
descargaron todas las secuencias disponibles y se sometieron al algoritmo Repeat Finder
(Okonechnikov et al., 2012) para identificar el nimero, posiciéon y secuencia de todos los
microsatélites presentes en estos genomas. Como criterio de discriminacién, no se
consideraron como microsatélites aquellas que tuvieran menos de cuatro unidades de
repeticion (para microsatélites mononucledtidos o dinucle6tidos) o cuyas repeticiones
tuvieran una longitud total menor a 12 pb (para trinucléotodos, tetrnucledtidos,
pentanucledtidos y hexanucledtidos). Este criterio es similar al utilizado en otros estudios
(Subramanian et al. 2002), y busca evitar la eleccion de elementos formados al azar. Con
los genomas encontrados (mostrados en la tabla M.1) se cubrieron las subfamilias Pooideae,
Bambusoideae y Ehrhartoideace del clado BEP, y las subfamilia Panicoideae del clado
PACMAD.

Se seleccionaron en total 20 regiones con microsatélites que cumplieron con el criterio
de discriminacidén y que estuvieron conservadas entre las especies. Estas secuencias se
sometieron al algoritmo BLAST (Altschul et al., 1990) para encontrar similitudes con
regiones homologas en otras especies de plantas en la base de datos del NCBI. Se busco
que las secuencias presentaran una cobertura del 100%, con respecto a las especies de
pastos depositadas, y que no mostraran coincidencias con regiones del cloroplasto o del

nucleo que sugirieran algln tipo de transferencia horizontal (desde o hacia la mitocondria).
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que fueron aquellas con el mayor nimero de coincidencias en las busquedas realizadas.

Mitogenomas descargados de la pagina del centro nacional de

informacion de biotecnologia (NCBI).

Genoma mitocondrial Subfamilia Cédigo de acceso
en GeneBank
Aegilops speltoides Pooideae AP013107.1
Bambusa oldhamii Bambusoideae EU365401.1
Eerro?alal?aus Bambusoideae JQ235167.1
rimosivaginus
Hordeum vulgare Pooideae AP017301.1
Lolium perenne Pooideae JX999996.1
Oryza sativa (indica) Ehrhartoideaee JNg61112.1
Oryza sativa (japonica) Ehrhartoideaee BA000029.3
Oryza rufipogon Ehrhartoideaee AP012528.1
Sorghum bicolor Panicoideae DQ984518.1
Tripsacum dactyloides Panicoideae DQ984517.1
Triticum aestivum Pooideae AP008982.1
Triticum timopheevii Pooideae AP013106.1
Zea mays (CMS-C) Panicoideae DQ645536.1
Zea mays (CMS-S) Panicoideae DQ490951.2
Zea mays (CMS-T) Panicoideae DQ490953.1
Zea luxurians (Teocinte Panicoideae DQ645537.1
anual)
Zea mays (NA) Panicoideae DQ490952.1
Zea mays (NB) Panicoideae AY506529.1
Zea mays (parviglumis) Panicoideae DQ645539.1
Zea perennis (Teocinile Panicoideae DQ645538.1
perenne )

Finalmente se escogieron tres regiones candidatas (dos regiones intergénicas y un intron),

Tabla M.1 genomas mitocondriales completos disponibles para gramineas
en la base de datos del centro nacional de informacion de biotecnologia
(NCBI) hasta marzo de 2017.
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/549067759?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=24&RID=D8TTXTTC013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/164422210?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=35&RID=D8TTXTTC013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/372861926?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=22&RID=D8TTXTTC013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1064496328?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=32&RID=D8TTXTTC013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/472833546?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=20&RID=D8TTXTTC013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/353685281?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=60&RID=D8TTXTTC013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/47118326?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=49&RID=D8TTXTTC013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/528540458?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=58&RID=D8TTXTTC013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/114309646?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=29&RID=D8TTXTTC013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/114432085?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D8TTXTTC013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/78675232?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=27&RID=D8TTXTTC013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/549067723?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=25&RID=D8TTXTTC013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/102579626?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=D8TTXTTC013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/119710194?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=D8TTXTTC013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/93116122?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=D8TTXTTC013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/110287586?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=19&RID=D8TTXTTC013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/93116077?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=D8TTXTTC013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/102567891?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=12&RID=D8TTXTTC013

Estas fueron: parte del intrén 3 del gen nadh? y las regiones entre los genes trnY y
rps4, y nadh4 y atp4. Las dos primeras presentaron un microsatélite dinucledtido,
compuesto por las repeticiones (AG)n y (CT)a respectivamente. La tercera mostré un
microsatélite pentanucledtido, con unidades de repeticion (ATAGT).. Estas regiones de
interés fueron caracterizadas a partir de los genomas mitrocondriales de Tripsacum
dactyloides, Lolium perenne y Zea luxurians respectivamente. Para cumplir con los fines
comparativos se escogieron otras 3 regiones altamente conservadas dentro del genoma
mitocondrial de las gramineas y que estuvieran desprovistas de microsatélites en todas las
secuencias analizadas (dos regiones intergénicas entre los genes #nN-Cp - trnD y trnS-a -
L-b, asi como un segmento del intron 2 del gen nadhl) y en otras especies de plantas. Esto
ultimo se determind nuevamente a través de un BLAST utilizando los criterios descritos

anteriormente.
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Reconstruccion filogenética

Las relaciones filogenéticas fueron establecidas a partir de una matriz concatenada de tres
marcadores cloroplasticos: los genes rbcL (region larga de la ribulosa 1,5-bifosfato
carboxilasa/oxidasa), nadhF (NADH deshidrogenasa subunidad F) y la region comprendida
entre los genes matK (maturasa-k) con la regién intronica del gen #rnK (RNA de
transferencia para lisina). Estos tres marcadores han sido utilizados ampliamente para
realizar las reconstrucciones filogenéticas en plantas, incluyendo a los pastos (Hilu et al.,
1999; Guissani et al., 2001; Edwards et al., 2011). El alineamiento de las secuencias fue
obtenido y modificado a partir de Edwards ef al. (2011). La reconstruccion filogenética fue
llevada a cabo a través de inferencia bayesiana en el programa MrBayes version 3.1.2
(Huelsenbeck & Ronquist, 2001). Primero se utilizo el programa JModeltest (Darriba ef al.,
2012) para encontrar el modelo de sustitucion nucleotidica que mejor se ajustaba a los datos
de cada gen. Este se escogié a través del criterio de informacion de Akaike (Posada &
Buckley, 2004). Para esto, la matriz fue particionada en los tres genes, para los cuales se
encontraron los siguientes modelos: TVM+G, para el gen matK-trnK, el modelo TPM3+G
para el gen rbcL y el modelo TrN+G para el gen nadhF. Para tener el mayor grado de
aproximacion al modelo durante la reconstruccion filogenética en MrBayes, se escogioé un
modelo GTR+G, con los valores de los parametros para cada modelo calculado con
JModeltest. La reconstruccion filogenética fue llevada a cabo utilizando dos corridas
independientes de 4 cadenas de Markov-Monte Carlo con acoplamiento de Metrdpolis de
10 millones de generaciones cada una, muestreando cada 10,000 arboles, luego de descartar
los primeros 10,000 como "burn in". Los arboles muestreados se utilizaron para construir la

probabilidad posterior y determinar el soporte de cada rama.
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Colecta, extraccion y amplificacion.

Con el fin de evaluar la presencia de microsatélites y su impacto en regiones vecinas en un
contexto filogenético mas amplio, se colectaron 20 especies de pastos en la Ciudad de

Meéxico (Tabla M.2) para la amplificacion y el analisis de las regiones de interés.

Se llevo a cabo la extraccion de DNA utilizando el protocolo de Vazquez-Lobo (1996),
a partir de tejido foliar de los especimenes colectados. Para la amplificacion de las regiones
de interés se desarrollaron cebadores especificos utilizando la funcion Prime3 del programa
Ugene (Okonechnikov et al., 2012). Para las regiones con microsatélites, se especificd que
los cebadores tuvieran una astringencia perfecta a 200 pares de bases rio arriba y rio abajo
del arreglo de repeticiones. Para las regiones sin microsatélite se disenaron los cebadores a
los extremos de las regiones de interés. En ambos casos se buscé que los cebadores no
formaran dimeros entre si. Los primers y la temperatura de alineamiento se muestra en la
tabla M.3. La reaccion en cadena de la polimerasa se realiz6 en un termociclador ABI
(Applied Biosystems) en un volumen final de 12 pL que contenia 1.25 pL de buffer de
reaccion 5Xgreen GoTaq a pH 8.5 (Promega corporation©), 0.375 ul de MgCl, con una
concentracion de 25mM, 0.5 pl de DNA total de las muestras colectadas, con un rango de
concentracion de 0.5 a 20 ng/mL; 0.5 uL de cada primer, a una concentracion de 10pM y
0.25 pl de desoxydinucledtidos a 10 mM cada uno. Las condiciones de la reaccion se
muestran en la Tabla M.4. Los productos de la amplificacion fueron corroborados con una
electroforesis en gel de agarosa con una concentracion al 1.5 % g/mL. En ningln caso se

observaron productos inespecificos.
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Listado de especies colectadas

Especie Subfamilia Zona de muestreo
Lolium perenne Pooideae ;gz 1109,’52,1 ,’ ’\I;I]
Bromus Carinatus Pooideae 91990 113,55,,\1;1/
Pennisetum villosum Panicoideae 91990 11 8’262 ,\I;I,
Eragrostis mexicana Chloridoideae ;g: 1119,’1 Z?,’ ’I“\;
Melinis repens Panicoideae 5321109,’53,2,”\1)\/\1
Eleusine indica Chloridoideae ;go 1109, 55,6, \I;
Chloris virgata Chloridoideae ;g: 1119,’0? ?,’ ’I\;
Sporobolus sp Chloridoideae ;g: 1119,’0;?,’ ’I“\;
Paspalum pubiflorum Panicoideae ;g: 1109,’13,1 ,’ ’I“\;
Setaria parviflora Panicoideae 5321119,’3%;5,”1\;
Digitaria velutina Panicoideae 5320258,;1,3:’1\;
Poa annua Pooideac 19°28' 437N
99°05°34” W
Cynodon dactylon Chloridoideae 5320258,;1,3,”1\;
Eleusine multiflora Chloridoideae 5300258,31,3, \I;
Cortaderia selloana Danthonioideae 5300258,31,3, \I;;
Bambusa sp. Bambusoideae 91 99: 11 3 :;f””\l;l/
Zea mays Panicoideae 9199: 11 g,’g g ,’,’\I;I,
Arundo donax Arundinoideae 91990 11 3’ g g , ,\I;I,
Pennisetum clandestinum Panicoideae 91990 11 3’ g g , ,\I;I,
Digitaria setigera Panicoideae 5320258,’32,1 ,’ ’I“\;

Tabla M.2 Especies colectadas de pastos en varios puntos de la Ciudad de México. Se
trat6 de cubrir la presencia de otras familias que no estuvieran representadas en las

bases de datos de mitogenomas completos.

29


https://es.wikipedia.org/wiki/Pooideae
https://en.wikipedia.org/wiki/Panicoideae
https://es.wikipedia.org/wiki/Chloridoideae
https://es.wikipedia.org/wiki/Panicoideae
https://es.wikipedia.org/wiki/Chloridoideae
https://es.wikipedia.org/wiki/Chloridoideae
https://es.wikipedia.org/wiki/Chloridoideae
https://es.wikipedia.org/wiki/Chloridoideae
https://es.wikipedia.org/wiki/Panicoideae
https://es.wikipedia.org/wiki/Panicoideae
https://es.wikipedia.org/wiki/Panicoideae
https://es.wikipedia.org/wiki/Panicoideae
https://es.wikipedia.org/wiki/Chloridoideae
https://es.wikipedia.org/wiki/Chloridoideae
https://es.wikipedia.org/wiki/Danthonioideae
https://es.wikipedia.org/wiki/Bambusoideae
https://es.wikipedia.org/wiki/Panicoideae
https://es.wikipedia.org/wiki/Arundinoideae
https://es.wikipedia.org/wiki/Panicoideae
https://es.wikipedia.org/wiki/Panicoideae

Cebadores utilizados para amplificar las regiones de interés.

Temperatura de

Nombre del Cebador Cebador ) ) Region que
alineamiento
cebador “Foreward” “Reverse” ¢0) amplifica.
F:5°-
R: 5°- region intergénica
TTCGAATTGAT
TrN-Cp - TrnD GCACGATCTTC 60 entre los genes
AGTTATAGCTT
CTCTTCCTG-3’ TraN-Cp y TrnD
TTCTG-3
F5’-
R:5°-
intrén 2 del gen GAACCACACG Region del intron
CGCCTTGTGAG 60
nadl TGCAAGTTTCC 2 del gen nadl
3 CACGTTT-3’
R:5°-
F: 5°- region intergénica
CACTTGCCTAA
TrnS-a - TrnL-b. GGGCGAAATT 60 entre los genes
AGTCTCTTTTC
ACGTGAGAG-3’ TrnS-a'y TrnL-b.
TTC-3’
F:5-
R:5’- region intronica
Intrén 3 del gen GAGTGTTCGTT
TCGCACTGCTC 60 numero 3 del gen
nad2 ATAGGGGATA
TTTCTCTCA-3’ nad?2
GGA-3’
F: 5’- R: 5°- Region
ATGCTTCCTCA | CTTTGTTACCA intergénica entre
nad4 - atp4 60
GTCAATCAGC GAGCTGGATC los genes nad4'y
A-3 G-3’ atp4

Tabla M.3 Cebadores utilizados para la amplificacion de las regiones de interés.
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Condiciones de amplificacion de las regiones de

intereés.

Etapas del ciclo de Tiempo
Temperatura
PCR (min: seg)
Desnaturalizacion 95° 5:00
Desnaturalizacion* 95° 0:45
Alineamiento* 60°c 0:45
Extension* 72° 1:00
Extension final 72°¢c 10:00
Conservacion 04°c o0

Tabla M.4 condiciones de la reaccion de la polimerasa en cadena para las
regiones de interés.
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Los productos de las reacciones de PCR fueron secuenciados con el método Sanger en
el servicio de Macrogen, Corea (10F, 254 Beotkkot-ro Geumcheon-gu, Seoul, 08511, Rep.
of Korea). Las secuencias fueron alineadas utilizando el programa Mesquite (Maddisson &
Maddisson, 2011) utilizando el algoritmo MAFFT (Katoh & Standley, 2013). Estas fueron
posteriormente revisadas de manera visual y corregidas cuando era necesario. Con las
secuencias alineadas se construyeron un total de 6 matrices de datos correspondientes a
cada una a las regiones de interés. Las matrices fueron completadas a través de la adicion
de secuencias de pastos depositadas en las bases de datos publicas, para las regiones de

interés, lo que nos permitié tener la mayor cubertura taxondmica posible.
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Analisis de la diversidad nucleotidica.

Para cada una de las regiones de interés se estimaron el nimero total de mutaciones, el
nimero de haplotipos y el nimero promedio de diferencias nucleotidicas entre pares de
secuencias (7) (Nei, 1987). Con este ultimo estimador se determind la tasa de mutacion a
partir del numero de sitios segregantes (6) (Watterson ef al., 1974). Por otro lado, también
se calculd el indice de divergencia entre las secuencias (D) (Nei, 1987), asi como el indice
de insercion y delecion (/) utilizando como outgroup dos organismos de la familia Arecaeae
(Phoenix dactylifera y Cocus nucifera), grupo hermano del clado de las poales. Todos los
calculos se llevaron a cabo usando el programa DnaSP V.5 (Librado & Rozas, 2009).
Utilizando este mismo programa se realizaron simulaciones coalescentes, basadas en un
modelo de sitios infinitos y un tamafio poblacional constante (Hudson, 1990), con el fin de
evaluar su distribucion estadistica dentro de un limite de confianza del 95%. En el caso
particular de las regiones con microsatélites, la estimacion de los indices de diversidad se
llevé a cabo de forma independiente en cada region flanqueante (rio arriba y rio abajo), de
manera similar al de los microsatélites encontrados en el cuarto intrén del gen nadhS para

diversas especies del género Abies (Jaramillo-Correa et al., 2013).
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Reconstruccion de caracteres ancestrales

La reconstruccion de los estados ancestrales se llevdo a cabo utilizando el programa
Mesquite mediante el método de parsimonia, el cual determina los estados de caracter,
minimizando el nimero de cambios entre un estado de caracter y otro, dada una topologia
(Maddison y Maddison, 2000). En este caso, los estados de caracter correspondieron a cada
una de las unidades de repeticion de los microsatélites. Los estados fueron mapeados sobre
la filogenia construida previamente, utilizando el programa Mesquite (Maddison &
Maddison, 2011), calculando los indices de retencion y consistencia (RI y CI
respectivamente), para conocer el grado de homoplasia entre los diferentes estados de cada

caracter (Farris, 1989; Yang, 2000).
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Resultados.

Bisqueda de microsatélites en los genomas mitocondriales de pastos
depositados en el NCBI.

Se encontraron 20 mitogenomas para pastos (Tabla R.1), 19 de los cuales se
encontraban completos y anotados. El genoma incompleto fue el de Ferrocalamus
rimosivaginus, y este no se tomo en cuenta para calcular el valor promedio de nimero de
microsatélites por genoma, el valor promedio de la longitud de los mitogenomas, ni la
prueba de correlacion entre la longitud del genoma y el nimero de microsatélites. Los
genomas mitocondriales descargados tuvieron una longitud promedio de 557,908 pares de
bases, lo cual es bastante en comparacion al genoma mitocondrial humano (16,559 pares de
bases,Yang et al., 2009) El genoma de mayor tamafio fue el del citotipo CMS-C de Zea
mays, con 739,719 pares de bases (pb), mientras que el mas pequenio fue el de Triticum
timopheevii con 443,419 pb (Tabla R.1).

Se encontraron un total de 3,056 arreglos de repeticion en todos estos genomas, con un
nimero promedio de microsatélites por genoma de 157, siendo 280 el mayor numero de
microsatélites encontrados (citotipo CMS-C de Zea mays) y 70 el menor numero (Sorghum
bicolor). En la figura Fig. R.1 se observa la frecuencia del tipo de arreglo de microsatélites
en cada uno de los genomas analizados. En promedio, los microsatélites con unidades de
repeticion tetranucledtidas son los mas abundantes, seguidos por los pentanucleodtidos;
mientras que los mononucledtidos son los menos abundantes en los genomas
mitocondriales muestreados (Figura R.2). Se encontrd una correlacion positiva (r=0.762, T
de Student P<0.001) entre el numero de microsatélites y el tamafio del genoma

mitocondrial para las especies analizadas (figura R.3).
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Abundancia de los microsatélites en los distintos genomas mitocondriales.
. X . Tamaiio
: Tipo de unidad de repeticion del [Microsatélites|
Especie Acceso
genoma totales.
(pb)
q 1. doltet p leotido)
Aegilops AP013107.1 15 15 40 9 6 476,091 88
speltoides
Bambusa | 15365401 1 9 17 45 3 1 509,941 84
oldhamii
Iferro;alamus JQ235167.1 8 15 37 5 0 78,941 68
rimosivaginusy
Hordeum 1 po17301.1 12 2 50 10 4 |s2s509) 103
vulgare
Lolium 1 15099996.1 9 16 55 11 5 678,580 100
perenne
Oryza sativa | 1Ng61112.1 11 26 53 14 4 454,894 114
(indica)
Oryzasatival g1 00029.3 9 20 42 10 1 490,520 85
(japonica)
Oryza BA000029.3 6 25 49 12 2 502,250 95
rufipogon
Sorghum 1 509845181 5 16 39 4 1 l4ese2s| 70
bicolor
Tripsacum
dacryloides | PQO84171 4 26 60 67 49 704,100 211
Triticum | A p(g982.1 17 29 57 13 5 |as2sas| 128
aestivum
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1064496328?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=32&RID=D8TTXTTC013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/472833546?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=20&RID=D8TTXTTC013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/353685281?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=60&RID=D8TTXTTC013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/47118326?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=49&RID=D8TTXTTC013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/47118326?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=49&RID=D8TTXTTC013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/114309646?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=29&RID=D8TTXTTC013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/114432085?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D8TTXTTC013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/78675232?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=27&RID=D8TTXTTC013

Triticum | 2 p613106.1 5 9 20 39 8 4 443,419 85
timopheevii

Zea mays

(M. | DQoAss36l 2 10 41 81 96 50 739,719 280
Zea mays

(CMs.g) | DQ4909s12 3 6 26 58 74 34 557,162 201
Zea mays

(CMsTy | DQ4909s3.i 3 6 22 54 76 31 535,825 192
Zea

oo DQ645537.1 5 5 24 54 80 31 539,368 199
uxurians

Zeamays | 504909521 3 9 35 73 105 43 701,046 268
(N4)

Zeamays | Avs506529.1 2 6 27 62 81 32 569,630 210
(NB)

Zeamays | 50645539 1 3 9 37 70 105 40 680,603 264
parviglumis

Zea perennis| DQ645538.1 4 5 29 66 78 29 570,354 211
Promedio de microsatélites 411 853 | 2489 | 511 | 4s0s | 1958 | 557008 | 15726
por unidad de repeticién

Tabla R.1 Descripcion de los genomas mitocondriales disponibles para especies de la familia
Poaceae en la base de datos de Genbank.
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/549067723?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=25&RID=D8TTXTTC013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/102579626?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=D8TTXTTC013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/119710194?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=D8TTXTTC013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/93116122?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=D8TTXTTC013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/110287586?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=19&RID=D8TTXTTC013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/93116077?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=D8TTXTTC013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/102567891?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=12&RID=D8TTXTTC013
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Genomas mitocondriales de pastos

Figura R.1 Frecuencia del tipo de arreglo de microsatélite en los distintos genomas
mitocondriales encontrados en Genbank. La frecuencia de los tipos de arreglo de los
microsatélites se presenta en el grafico entre los clados principales de la familea de las
gramineas: el clado BEP (representado por las subfamilias Pooideae, Bambusoideae y
Ehrhartoideae), y el clado PACMAD (representado en el grafico solo por organismos de la
subfamilia Panicoideae)
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Figura R.2 Frecuencia del tipo de microsatélites en 19 genomas mitocondriales disponibles
para la familia Poaceae en Genbank. Las barras en la grafica representan la frecuencia
promedio de cada tipo de microsatélite en el genoma mitocondrial vegetal.
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Figura R.3 Diagrama de dispersion entre el tamafio del genoma mitocondrial de los pastos, y
el nimero total de microsatélites por genoma. Se realizd un analisis de correlacion entre el
tamafio del genoma mitocondrial de 19 especies de pasto (P = organismos del clado
PACMAD; B = organismos del clado BEP) y el nlimero total de microsatélites por genoma.
La grafica muestra una correlacion positiva (r=0.762, t de Student P<0.001) entre el tamano
del genoma mitocondrial y el nimero de microsatélites que presenta.
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Descripcion de las regiones de interés.

En general, las regiones portadoras de microsatélites fueron mas dificiles de amplificar que
las regiones desprovistas de microsatélites, lo que sugiere que, entre otras cosas, estdn
menos conservadas entre especies, por lo que las matrices correspondientes presentaron un
numero menor de secuencias (tabla R.3). Estas matrices se elaboraron no solo a través de la
amplificaciéon y secuenciacion de los fragmentos de interés, sino de la descarga de
secuencias depositadas en Genbank. En la tabla R.2 se muestran las especies utilizadas para
la construccion de las diferentes matrices.

Dependiendo de la especie, el nimero de repeticiones por microsatélite varié en
cada una de las regiones analizadas. En algunos casos, ciertas unidades de repeticion
presentaron algun tipo de interrupcioén por la inserciéon de un nucledtido. Ademas, salvo
algunas excepciones, las regiones vecinas a los microsatélites generalmente estuvieron
conservadas entre los taxa analizados.

El microsatélite encontrado en el intron 3 del gen nadh2 esta compuesto por la
unidad de repeticion (AG). y presentd un rango de 4 a 8 unidades de repeticion, con
Aegilops speltoides, Bromus carinatus y Hordeum vulgare mostrando el mayor niimero de
unidades y Rhynchelytrum repens el menor. Las regiones vecinas presentaron pequefias
deleciones/inserciones de 5 a 7 pares de bases, compartidas entre los taxones en distintas

regiones homologas, tanto rio arriba como rio abajo del microsatélite (Figura R.4).
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Especies utilizadas en las diferentes matrices construidas.

. TraN-Cp - | Intron 2 del | TrnS-a - |Intron 3 del gen| nad4 - )
1 1 1

Aegilops speltoides
Arundo donax
Bambusa Oldhamii
Bambusa sp.

Bromus carinatus
Chloris virgata
Cortaderia sp
Cyodon dactylon
Digitaria setigera
Digitaria velutina
Eleusine indica
Eleusine multiflora
Eragrostis mexicana
Ferrocalamus rimosivaginus
Hordeum vulgare
Lolium perenne
Oryza rufipogon
Oryza sativa indica
Oryza sativa japonica
Paspalum pubiflorum
Pennisetum clandestinum
Pennisetum villosum
Poa annua

Melinis repens
Sorghum bicolor
Sporobolus sp
Tripsacum dactyloides
Triticum aestivum
Triticum timopheevii
Zea diploperenis

Zea luxurians

Zea mays mays

Zea mays CMS C
Zea mays CMS S

Zea mays CMS T

Zea mays NA

Zea mays NB

Zea mays parviglumis
Zea perennis

Total
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Tabla R.2 Especies utilizadas para la construccion de las matrices de las regiones de interés.
El niimero 1 indica la presencia de la secuencia en el alineamiento, mientras que el nimero 0
su ausencia. las columnas con los nombres: trnN-Cp - trnD, Intrén 2 del gen nadl y rs-a -
trnL-b corresponden a las regiones sin microsatélites. Las columnas con los nombres: Intron
3 del gen nad2, nad4 - atp4 y trnY-rps4 corresponden a las regiones con microsatélite, con
las inidades de repeticion (AG)n, (ATAGT), y (CT), respectivamente.
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Regiones Tipo de Genoma utilizado para Longuitud del Presencia/ No. de secuencias

mitocondriales region el diserio de los primers fragmento Ausencia de en el
amplificado microsatélites alineamiento.
TrnN-Cp-TrnD Region Tripsacum dactyloides 531 pb Ausencia 35

3156---4142 pb intergénica

Intron 2 del gen Intron Tripsacum dactyloides 978 pb Ausencia 35
nadhl
70710..72110 pb
TrnS-a - trnL-b Region Tripsacum dactyloides 178 pb Ausencia 37
650408 - 650652  intergénica
pb
Intron 3 del gen Intron Tripsacum dactyloides 268pb Presencia 27
nadh?2
(81300..83205
pb
nadh4-atp4 Region Zea luxurians 407 pb Presencia 31
515435 = intergénica
515470 pb
trnY-rps4 Region Lolium perenne 443 pb Presencia 18
590057-590070 intergénica
pb

Tabla R.3 Descripcion de las matrices construidas y origen de los primers para amplificar
regiones con (intrén 3 del gen nadh2, nadh4 - atp4 y trnY-rps4) y sin microsatélites (trnN-Cp-
trnD, Intron 2 del gen nadhly trnS-a - trnL-b) en 39 especies de Poaceae.
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Figura R.4 Composicion del microsatélite (AG)s, ubicado en el intrén 3 del gen nadh?2.
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El microsatélite de la region intergénica frnY - rps4 estd compuesto por la unidad de
repeticion (CT), y presentd un rango de 5 a 8 unidades de repeticion. De manera similar al
caso anterior, Aegilops spetoides y Hordeum vulgare mostraron el mayor numero de
repeticiones, mientras que las especies del género Oryza presentaron el menor. Por otro
lado, a 96 pares de bases rio arriba del microsatélite se observo una delecion de 130
nucledtidos para las 8 especies del género Zea y Sorghum bicolor. El alineamiento presenta
también varias deleciones cortas (de 5 a 8 pares de bases) en regiones homologas
compartidas entre este mismo grupo de especies rio arriba y rio abajo del microsatélite. El
citotipo CMS-T de Zea mays presenta una insercion de 5 pares de bases (GATAG) rio
arriba del microsatélite, que no estd presente en ninglin otro taxén. Esta secuencia estuvo
poco conservada dentro de la familia; su disponibilidad en las bases de datos fue limitada y
no fue posible obtener amplificaciones de este segmento en muchas especies (por esta
razdn, no se reporta el disefio del cebador utilizado para la region) (Figura R.5).

El microsatélite presente en el espacio entre los genes nadh4 y atp4 estd compuesto por
la unidad de repeticion (ATAGT).. Este microsatélite fue caracterizado a partir del
organismo Zea luxurians y mostro un rango de 3 a 12 unidades de repeticion entre los
organismos utilizados, teniendo un mayor nimero de repeticiones en las especies del
género Zea. Estas fueron las Unicas que mostraron variacion en cuanto al numero de
unidades de repeticion, siendo Zea perennis la que tuvo el mayor nimero de las mismas.
Las especies Aegilops Speltoides, Bambusa oldhamii, Ferrocalamus rimosivaginus, Lolium
perenne, Sorghum bicolor, Tripsacum dactyloides, Triticum aestivum, y Triticum
timopheevii mostraron todas dos unidades de repeticion interrumpidas por la insercion de
una adenina (ATAGT)A(ATAGT). Por otro lado, se observaron deleciones cortas (de 2 a 6

pb) rio arriba y rio abajo del microsatélite compartidas entre varios taxones. Zea luxurians
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presenta ademds una insercion de 5 pares de bases (TATGG) rio abajo del microsatélite

(Figura R.6).
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Analisis de la diversidad nucleotidica en las regiones de interés.

Antes de hacer las comparaciones entre las secuencias portadoras y desprovistas de
microsatélites, se les retiraron las unidades de repeticion a los alineamientos de las primeras,
y se analizaron las regiones vecinas por separado. Esto con el fin de no generar ningln tipo
de sesgo al realizar el calculo de los valores de la diversidad nucleotidica entre las
secuencias (Tabla R.4).

Las regiones portadoras de microsatélites presentaron un niimero mayor de
sitios polimoérficos que las regiones desprovistas de ellos (fig R.7); sin embargo, esta
diferencia no fue estadisticamente significativa (p = 0.601, ¢t de Welch = 0.6075, g.l. =
2.173.) Por otro lado, la comparacidon entre las regiones de interés también muestra un
aumento en la tasa de insercion y delecion por sitio en las regiones vecinas portadoras de
microsatélites (fig. R.8). Sin embargo, este aumento tampoco es significativo
estadisticamente (p=0.0633, ¢ de Welch = 2.929, gl. = 2.912). De la misma manera, se
observé un aumento en la divergencia de las secuencias al ser comparadas con los grupos
externos (Phoenix dactylifera y Cocus nucifera) (fig. R.9), pero una vez mas la prueba t de
Welch no indic6 un soporte estadistico suficiente (p=0.583,¢f de Welch=0.7691 g.1. =2.483).

Por otro lado y de manera general, los resultados muestran que las tasas de diversidad
se elevan en aquellas regiones vecinas a un microsatélite (Tabla R.4). Un anélisis de
varianza (ANOVA) en donde se compar¢ el efecto de la tasa de mutacion (6) entre regiones,
encontrd diferencias significativas (£(s,177=32.39, P<0.0001) (fig R.10). Pruebas de Tukey
Ad Hoc posteriores mostraron que habia diferencias significativas al comparar las regiones
trnSa-trnLb y el microsatélite (ATAGT), (p=0.0182), y las regiones trnN-CP-trnD y el

microsatélite (CT). (p=0.0432). Analisis similares para el efecto en la diversidad
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nucleotidica (7) entre las regiones de interés indica que estos valores son estadisticamente
significativos (F(5,177)=32.39, p<0.0001) (fig. R.11). Las pruebas Ad Hoc de Tukey
mostraron diferencias significativas para todas las regiones comparadas, donde las
diferencias mas grandes se obtuvieron al comparar las regiones del intron 2 del gen nadhl y
el microsatélite (AG),, M = 0.01161, DE = 0.0003256, p<0.0001), las regiones del intrén 2
del gen nadhl y el microsatélite (CT), (M=0.01148, DE = 0.0003687, p<0.0001) y la
region intergénica trnN-Cp-trnD 'y el microsatélite (ATATG), (M= 0.01148,
DE=0.0003653, p<0.0001).

Dado que los resultados anteriores apoyan la hipotesis sobre un aumento en la
diversidad en las secuencias cercanas a microsatélites, se dividieron las secuencias
portadoras en regiones rio arriba y rio abajo, se repitieron los andlisis y se encontraron
diferencias significativas entre regiones para m (p<0.0001 en los tres casos) (fig. R.12) y
para 0 (fig. R.13) en la region de microsatélite (AG). (p=0.0268). Este ultimo resultado
sugiere cambios en la tasa de mutacion en ambos lados del microsatélite, lo que se veria
reflejado en la acumulacion diferencial de variacion nucleotidica en las regiones vecinas a

éstos.
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Rio arriba (1- 164) (AG)n 11 11 0.01918 | 0.0173 |1 0.00294 | 0.13743

Rio abajo (181-268) 7 5 0.0091 1 0.02522 | 0.01243 | 0.22685

l?io arr'iba (1-149) (ATAGT)n 8 7 0.00723 1 0.01298 1 0.00352 | 0.02886
Rio abajo (210-407) 5 4 0.0194 0.01117/0.00718  NA*

Rio arriba (1-222) (CT)n 4 5 0.01307 1 0.01551 1 0.00864 | 0.02074

Rio abajo (239-443) 11 8 0.02194 1 0.017 | 0.00523 | 0.15326

TrnN-Cp-TrnD 24 16 1 0.01001  0.01287 1 0.00396 | 0.07091

SM Intron 2 nadhl 29 18 0.0043 1 0.00789 | 0.00448 | 0.04482

TrnSa-TrnLb 6 8 0.00776 1 0.00876 | 0.00201 | 0.05035

(AG)n 18 15 1 0.015910.01987 | 0.00635 0.0914

CM (ATAGT)n 13 10 10.00892  0.01216 | 0.0052 | 0.02886

(CT)n 15 10 0.0192 1 0.01655 | 0.00626  0.10122

Tabla R.4. Valores de diversidad nucleotidica obtenidos a partir de las regiones de interés.
Los indices calculados fueron: S (Numero de sitios segregantes), H (Numero de haplotipos),
n (diferencias nucleotidicas por sitio), 8 (estimador de la tasa de mutacion escalado por el
tamafio efectivo poblacional) y Dyy, (indice de divergencia). Abreviaturas: CM (Con
microsatélite), SM (Sin microsatélite).

* :El indice no pudo ser calculado debido a que no se encontrd una regiéon homologa en los

grupos externos.
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Figura R.7 Proporcién de sitios polimorficos en regiones con y sin microsatélites calculadas
para 39 especies de Poaceaes. Las diferencias entre no son significativas (p = 0.601, t de
Welch = 0.6075, g.1. =2.173).
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Figura R.8 Tasa de insercion y delecion (I) en regiones con y sin microsatélites calculadas
para 39 especies de Poaceaes. Las diferencias entre no son significativas (p=0.0633, t de
Welch =2.929, g.1. =2.912).
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Figura R.9 Tasa de divergencia (Dxy) entre regiones con y sin microsatélites calculadas
para 39 especies de Poaceaes. Las diferencias entre no son significativas (p=0.583, t de Welch
=0.7691 gl. = 2.483). Se utilizé a Phoenix dactylifera y Cocus nucifera como grupos
externos.
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Figura R.10 Diferencias en la tasa de mutacion (0) entre regiones con y sin microsatélites
calculadas para 39 especies de Poaceaes. Se encontraron diferencias significativas al
comparar las regiones #rnSa-trnLb y el microsatélite (ATAGT), (p=0.0182), y las regiones
trnN-CP-trnD y el microsatélite (CT), (p=0.0432).
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Figura R.11 Diferencias en la diversidad nucleotidica (m) entre regiones con y sin
microsatélites calculadas para 39 especies de Poaceaes. donde las diferencias mas grandes se
obtuvieron al comparar las regiones del intrén 2 del gen nadhl y el microsatélite (AG)n, (M =
0.01161, DE = 0.0003256, p<0.0001), las regiones del intron 2 del gen nadhl y el
microsatélite (CT), (M=0.01148, DE = 0.0003687, p<0.0001) y la region intergénica trnN-Cp-
trnD y el microsatélite (ATAGT), (M= 0.01148, DE=0.0003653, p<0.0001).
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Figura R.12 Valores de diversidad & para segmentos rio arriba y rio abajo de las unidades de
repeticion en 39 especies de Poaceae. Existen diferencias significativas entre regiones
(F(5,146) = 218.6, p<0.0001).
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Figura R.13 Tasas de mutacion para segmentos rio arriba y rio abajo de las unidades de
repeticion en 39 especies de Poaceae. Se encontrd que existen diferencias significativas entre
las regiones rio abajo y rio arriba (F(5,146) = 8.665, p<0.0001).
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Reconstruccion filogenética.

La figura R.14 representa la reconstruccion filogenética de las gramineas. En esta se
observan los dos clados principales descritos previamente para la famila Poaceae (Edwards
et al., 2011), BEP (subfamilias Bambusoideae, Ehrhartoideae y Pooideae) y PACMAD
(subfamilias Panicoideae, Arundinoideae, Chloridoideae, Micraroideae, Aristidoideae y
Danthonoideae). De manera general, el soporte fue elevado para la mayoria de los nodos,
con valores de probabilidad posterior cercanos a 1, excepto para aquellos que contienen a
las subfamilias Chloridoideae y Panicoideae.

Se realizd un analisis de la varianza de un factor utilizando los genomas
mitocondriales completos de las subfamilias Pooideae, Ehrhartoideae y Panicoideae, para
saber si existe una diferencia entre el tamafio del genoma de las diferentes subfamilias. No
fue posible encontrar alguna relacion entre el tamafno del genoma completo con algin
grupo filogenético (P=0.0514, F=3.761). De hecho, se observo la existencia de un gran
rango de tamafio de los mitogenomas. (figura R.15). Por ejemplo, los genomas disponibles
para la subfamilia Pooideae (Aegilops speltoides, Hordeum vulgare, Lolium perenne,
Triticum aestivum y Triticum timopheevii) mostraron un tamafio promedio de 515,243 pares
de bases, donde la diferencia del tamano del genoma més grande y del més pequeiio fue de
235,161 pares de bases. Entre organismos del mismo género, los diferentes mitogenomas
disponibles para los distintos citotipos de la especie Zea mays, asi como las especies Zea
perennis, Zea luxurians y Zea parviglumis mostraron un promedio de 611,713 pares de
bases, con un rango de 203,894. Estos resultados sefialan que el tamafio del genoma
completo en las mitocondrias de los pastos es altamente variable, y que esta variacion

puede generarse en cortos periodos evolutivos.
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Figura R.15 Comparacion del tamafio del genoma entre las subfamilias Pooideae,
Ehrhartoideae y Panicoideae. No fue posible encontrar alguna relacion entre el tamafio del
genoma completo con algun grupo filogenético (P=0.0514, F=3.761).
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Reconstruccion de caracteres ancestrales.

La reconstruccion de los caracteres ancestrales sugiere que los microsatélites (AG)n y (CT)a
fueron adquiridos previamente a la diversificacion del grupo de los pastos (figuras R.16 y
R.17 respectivamente). Estos dos microsatélites poseian 6 unidades de repeticion en el
momento de la divergencia de la familia Poaceae; en ambos casos se encontrd que el mayor
nimero de repeticiones se encuentra dispuesta en el clado BEP (8 repeticiones). Sin
embargo, en algunos clados es posible observar estados homoplasicos. Por ejemplo, para el
microsatélite (AG). se observan 8 unidades de repeticion que habrian aparecido de forma
independiente en dos clados diferentes, Chloridoideae y BEP. Para tener una mejor idea del
grado de homoplasia entre los caracteres reconstruidos se calculd los indices de
consistencia y de retencion. los valores calculados (Fig R.16) indican altos valores de
homoplasia para la reconstruccion del microsatélite (AG)n.

En el caso del microsatélite (ATATG),, la reconstruccion de caracteres ancestrales (fig.
R.18) mostr6 que la insercion de esta regién es reciente. Propiamente hablando, el
microsatélite se encuentra presente solo en los organismos del género Zea, presentando
polimorfismos intraespecificos, con un numero de repeticiones que va de 3 a 12. Los
valores de consistencia y retencion para el microsatélite (ATATG)n indican que la mayor
cantidad de variacion se encuentra presente en forma de autapomorfia (Fig. R.17 Los
valores reportados para la repeticion (CT)n indican que no hay homoplasia para este

caracter, pues soOlo se presenta en los organismos del género Zea (Fig.R.18).
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Figura R.17

Reconstruccion de estados
ancestrales de la repeticion
(CT)n del espacio entre los
genes trnY y rps4, sobre la
filogenética de las
principales subfamilias de
Poaceae. Los  distintos
cambios de estado del
caracter estan representados
con diversos colores segun
se indica en la escala del
lado izquierdo. Los indice de
retencidn y consistencia para
este caracter son de 1,
indicando  ausencia  de
homoplasia.
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Discusion.

Distribucion de elementos repetidos en las distintas regiones de los genomas

mitocondriales.
Las pruebas estadisticas realizadas para comparar la diversidad genética de las regiones
vecinas a microsatélites con las de regiones sin microsatélites indican un aumento en la
diversidad nucleotidica y las tasas de mutacion en las primeras (Figuras R.8 y R.9, Tabla
R.4). Si el aumento en la diversidad nucleotidica mantiene una relacion con la insercion de
microsatélites dentro del genoma mitocondrial vegetal, entonces el siguiente paso es
verificar qué tan frecuente es la presencia de estos elementos en los genomas
mitocondriales de otras especies de plantas, para conocer el efecto que en conjunto podrian
tener dentro del genoma mitocondrial vegetal. Diversos estudios han encontrado la
presencia de microsatélites en genomas mitocondriales de diferentes organismos vegetales
(Jaramillo-Correa et al., 2013; Guo et al., 2017), con diferentes frecuencias con respecto a
la unidad de repeticion que presentan (Paterson ef al., 2016). En este estudio se encontraron
un total de 3,056 arreglos en 19 especies de Poaceae. Esto indica que los microsatélites son
elementos relativamente abundantes en los genomas mitocondriales de las plantas, y que su
posible impacto a través del aumento de las tasas de evolucion puede ser considerable a
diferentes niveles taxondmicos.

Tanto en éste como en estudios precedentes se encontr6 que la mayoria de
microsatélites se encuentra en regiones no codificantes (Nishikawa et al., 2005; Alverson et
al., 2010; Gualberto et al., 2014; Paterson et al., 2016; Guo et al., 2017), mientras que es
poco frecuente encontrarlos en exones (Toth et al., 2000; Vieira et al., 2016). Por ejemplo,

se ha mostrado que en el genoma mitocondrial de Capsicum annuum (de la famila
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Solanaceae), el 83% de los microsatélites se encuentran dentro de las regiones intergénicas
(Cheng et al., 2016), mientras que la gran mayoria de las 674 repeticiones encontradas para
Gossypium raimondii (Malvaceae) también estuvieron mayormente concentradas en
regiones no codificanes (Paterson et al., 2016). El que haya una mayor frecuencia de
microsatélites en regiones no codificantes puede deberse tanto a las presiones de seleccion
a la que estan sometidas las regiones codificantes, como a la proporcion de las regiones no
codificantes en el genoma mitocondrial vegetal. Al insertarse en exones, los microsatélites
pueden generar alteraciones a través de cambios en el marco de lectura (Wang ef al., 2008),
resultando en productos defectuosos y siendo eliminados por seleccion natural. Aquellos
que aun se encuentran en exones suelen presentar unidades de repeticion trinucleoétidas o
hexanucleotidas, que no afectan el marco de lectura de las proteinas (Morgante ef al., 2002;
Vieira et al., 2016).

En este estudio pudimos encontrar una correlacion positiva entre el tamafio del
genoma y el nimero de microsatélites presentes (tabla R.1, figura R.3). Esta correlacion no
solo se ha reportado para genomas mitocondriales (Jaramillo-Correa et al., 2013), sino
también para genomas nucleares (Cheng ef al., 2016). Algunos procesos involucrados en la
variacion del tamafio del genoma mitocondrial, como los eventos de duplicacién o la
adquisicion material genético exdgeno (Palermer et al., 2000; Clifton et al. 2004; Kitazaki
& kubo, 2010), pueden propiciar la proliferacion de microsatélites. Por ejemplo, hay
estudios que muestran que los intrones y los transposones pueden portar secuencias
repetidas de diferentes longitudes (Scherer et al., 2008; Cardoso et al., 2017); en genes
mitocondriales se ha reportado que algunos intrones de los genomas mitocondriales de los
géneros Psilotum y Ophioglossumson pueden llegar a tener tamafios mayores a 6 kb, lo que

representa una extension de un 60 a un 80% compuesta por elementos repetidos (Scherer,
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2008; Guo et al, 2017). La abundancia de intrones y elementos transponibles puede
relacionarse directamente con el tamafio del genoma (Lynch & Conery et al., 2003; Sona et
al., 2014), y si son portadores de microsatélites, estos Ultimos podrian proliferar dentro del
genoma (Tomilin, 2008); haciendo posible que aquellos genomas con mayor nimero de
elementos transponibles o intrones presentes, muestren una mayor variacion en el tamafio
del genoma, por la presencia de microsatélites.

Aun cuando en este estudio se demuestra la relacion entre el nlimero de elementos
repetidos y el tamafio del genoma mitocondrial vegetal, es posible que no sea un fendmeno
generalizable a otros genomas o a todos los grupos bioldgicos. Se ha encontrado que el
nimero, distribucién y tipo de microsatélites pueden presentar caracteristicas taxa
especificas (Toth ef al., 2000), y en algunos casos los microsatélites pueden encontrarse en
mayor abundancia en secuencias expresables (Morgante et al., 2002). De ser cierta la
posibilidad de que los resultados observados sean exclusivos para pastos, se hace necesaria
la comparaciéon con la presencia de microsatélites mitocondriales en otros organismos
vegetales, animales y hongos. Una forma de abordar el tema seria la comparacion de
microsatélites entre genomas completos de organismos, con diferente grado de parentesco,
para saber si la variacidon observada es exclusiva entre grupos, o resulta ser un fendmeno

generalizado.
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Comparacion de la diversidad nucleotidica entre regiones con microsatélites y
sin microsatélites.
Los resultados obtenidos en este estudio sugieren un aumento en las tasas de diversidad
nucleotidica en las regiones adyacentes a microsatélites. Las tasas de mutacion usualmente
son obtenidas a través del célculo de la tasa de sustituciones sinénimas en genes del
genoma mitocondrial vegetal, pues ofrecen una buena aproximacion de las tasas de
mutacion (Palmer er al., 2000; Sloan et al., 2007; Sloan et al., 2009). Utilizando esta
aproximacion se han reportado bajas tasas de sustitucion en los genomas mitocondriales de
angiospermas, siendo en algunos casos de 50 a 100 veces menor que en genomas de
mitocondrias de vertebrados (Palmer, et al., 2000). En este estudio, la evaluacion de la
diversidad a través de los estimados de my 0 en regiones no codificantes encontrdé que la
presencia de microsatélites en el genoma mitocondrial mantiene una relacion con el
aumento de la diversidad genética (tabla R.4, figuras R.8 y R.9). Esto ultimo puede verse
reflejado en los resultados obtenidos al comparar el indice de divergencia entre las distintas
regiones del genoma mitocondrial escogidas en este estudio (Dxy, figura R.7), donde se
aprecia un mayor grado de divergencia en regiones portadoras de microsatélites, al ser
comparadas con el grupo externo. Si bien la comparacion del estimado Dxy entre regiones
no resulté estadisticamente significativo, si sugiere una relacion entre la presencia de
microsatélites y la acumulacion de variacion en distintas regiones del genoma. Cabe
mencionar que es posible que la presencia misma de los microsatélites no sea la causa
directa del aumento de la diversidad nucleotidica, sino el resultado de algun proceso o
condicién subyacente, permitiéndonos ver al microsatélite como un indicador de regiones

de alta variabilidad nucleotidica.
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Para explicar las bajas tasas de mutacion en genomas mitocondriales vegetales, se
ha utilizado la hipotesis de la carga mutacional (Mutational Burden Hypothesis o MBH por
sus siglas en inglés), la cual sefiala que la probabilidad de que una mutacion pueda
interrumpir un elemento funcional dentro del genoma es directamente proporcional a la tasa
de mutacion, por lo que elevadas tasas de mutacion pueden presentar un coste selectivo
(Sloan et a, 2012). Aunque los genomas mitocondriales en plantas generalmente se
caracterizan por presentar tamafios mayores y tasas de sustitucion bajas cuando se les
compara con hongos o animales, este y otros estudios han encontrado aumentos en las tasas
de mutacion, las cuales han estado asociadas con cambios dramaticos en el tamafio del
genoma (Cho et al., 2004; Parkinson et al., 2005; Sloan et al., 2007; Sloan ef al., 2012). La
correlacién entre el tamafio del genoma y el aumento en el nimero de microsatélites
presentes, asi como el aumento en la diversidad nucleotidica asociada a ellos, indica que
pueden existir dentro del genoma elementos discretos relacionados con aumentos en las
tasas de diversidad, abriendo el debate sobre el costo selectivo impuesto al aumento de las
tasas de mutacion asociado a genomas de gran tamafio, como propone la hipotesis de la
carga mutacional.

A pesar de no ser estadisticamente significativos, los resultados también sugieren un
aumento en las tasas de insercion y delecion en las regiones vecinas a los microsatélites
(figura R.6). Lo anterior podria sugerir un posible papel en el agrandamiento y reduccion
del genoma mitocondrial. El aumento en las tasas de insercion y delecion puede atribuirse a
la inestabilidad en las regiones repetidas, haciendo al genoma propenso a rearreglos en su
estructura, generando inserciones o delenciones en las zonas flanquenates. Por ejemplo, a
través del deslizamiento del DNA (por el cual los microsatélites van ganando o perdiendo

unidades de repeticion) (Bzymek & Lovett, 2001; Lovett, 2004). No obstante, las razones
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del aumento o disminucidon de las tasas de insercion o delecion, pueden estar ligadas a
diversos procesos como mutaciones en la polimerasa I, secuencias repetidas capaces de
formar estructuras secundarias o por el desprendimiento de elementos transponibles
(Bzymek & Lovett, 2001). De ser probado el aumento de las tasas de insercion y delecion,
cabe preguntar si la longitud o el tipo del arreglo estan correlacionados con la ganancia o
pérdida de segmentos de DNA en las regiones colindantes. Se ha sugerido que la
inestabilidad de los microsatélites podria estar afectada por su tamafio, composicion o
longitud. En particular, se ha encontrado en varios casos que la longitud y composicion del
microsatélite influyen en el proceso de deslizamiento de DNA (Lay & Sun, 2003), haciendo
que secuencias repetidas con longitudes mayores sean mas variables en el nimero de
unidades de repeticion (Wierdl et al., 1997). Esto podria probarse a través de una
comparacion entre distintos tipos de microsatélites (di, tri, tetra, penta y hexanucledtidos)
con distintas longitudes en el genoma mitocondrial vegetal, y su efecto en las tasas de

insercion y delecion.
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Evolucion y conservacion de los microsatélites seleccionados en el genoma
mitocondrial de los pastos.

La reconstruccion de estados ancestrales mostro una retencion de los microsatélites (CT)n 'y
(AG)n durante la historia evolutiva de las gramineas, e incluso mucho antes de su
divergencia (figuras R.13 y R.15). La conservacion de microsatélites en los genomas
mitocondriales de plantas se han encontrado entre grupos filogenéticamente cercanos
(Nishikawa et al., 2005; Ishii et al., 2006; Jaramillo-Correa et al., 2013). Sin embargo, al
comparar las secuencias obtenidas de las especies de la familia de los pastos con las
especies Phoenix dactylifera y Cocos nucifera, pertenecientes al grupo de las poales, se
encontraron las regiones de los microsatélites (CT)n y (AG)n, con un niimero de unidades
de repeticion de 5 en ambos microsatélites. Tanto las gramineas como las especies
utilizadas como grupos externos pertenecen al clado de las Commelinidae, haciendo posible
que la insercion de la region repetida en ambos microsatélites se haya dado hace mas de
58.6 millones de afos, antes de la divergencia de las gramineas (Glémin & Bataillon, 2009,
Magalléon et al, 2015). Por otra parte, la busqueda de estas regiones en el genoma
mitocondrial de la especie Cycas taitungensis, reveld6 que los microsatélites fueron
insertados en etapas posteriores a la divergencia entre las gimnospermas y las angiospermas,
hace aproximadamente 250 - 200 Ma (Condamine et al., 2015), puesto que no se encontrd
la presencia de las regiones homdlogas en su genoma mitocondrial. Una busqueda final en
la base de datos de NCBI mostrd la presencia de ambas regiones en las especies Beta
vulgarris, Chunia bucklandioides, Helianthus annuus, Solanum lycopersicum, Nicotina
silvestris y Capsicum annuum. Esto sugiere que la insercion del microstélite se dio después
de la separacion de las angiospermas y gimnospermas y antes de la divergencia entre las

monocotiledoneas y las dicotiledoneas (hace aprox. 135- 130 Ma) (Wolfe et al., 1989,
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Magalléon et al, 2015), mostrando que algunos microsatélites pueden ser mantenidos
durante largos periodos evolutivos dentro del genoma mitocondrial de las plantas.

También hay que tomar en cuenta que algunos organismos del mismo género
pueden mostrar variaciones significativas en cuanto al numero de repeticiones por
microsatélite (Nishikawa et al., 2005; Ishii et la, 2006), por lo que seria prudente hacer
estudios entre organismos mds emparentados, para poder cuantificar la variacion de las
unidades de repeticion entre microsatélites. De existir polimorfismos intraespecificos que
no estén siendo detectados, éstos serian incapaces de ser recuperados durante la
reconstruccion filogenética por el método de parsimonia (Joy et al., 2016). Ademas, la
ausencia de estados en las terminales del arbol para la reconstruccion de los microsatélites
(CT)a (ATAGT)n y (AG)n, podria presentar un sesgo en el proceso de reconstruccion,
puesto que el método de no podria encontrar la distribucion de los estados ancestrales sobre
la filogenia si no estan siendo observados todos los caracteres en las puntas de arbol (Joy et
al., 2016).

La repeticion (ATAGT)n muestra un ejemplo interesante sobre la rapida evolucion
de un microsatélite dentro de un clado especifico. Las especies utilizadas en este estudio
mostraron un motif con un par de unidades de repeticion, interrumpidos por un nucléotido -
lo cual no es un microsatélite, por definicion. Sin embargo, en el género Zea alcanza hasta
10 unidades de repeticion. Al encontrar un aumento en el nimero de repeticiones, se
compararon las secuencias de los organismos del género Zea con el resto del alineamiento,
para saber si habia diferencias significativas en las tasas de mutacion de las regiones
adyacentes al microsatélite. Los resultados mostraron que no habia diferencias entre las
tasas de mutacion de los organismos del género Zea, puesto que presentan un valor de

diversidad 7 igual a 0 (tomando en cuenta sélo las regiones vecinas a los microsatélites,
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todas las regiones pertenecientes a organismos del género Zea resultaron ser el mismo
haplotipo). Esto quiza se deba a que el aumento en las tasas de mutacion en las regiones
colindantes al microsatélite sea un proceso subsecuente, pero no inmediato, a la formacion
de éste. También cabe senalar que es posible que tanto la presencia del microsatélite y el
aumento en la diversidad de las regiones vecinas sean resultado de un proceso subyacente
dentro del genoma mitocondrial vegetal. Al observar el rango del tiempo de divergencia de
los microsatélites (CT)n y (AG)a - de 200 a 250 Ma - vemos que ha transcurrido una mayor
cantidad de tiempo, en comparacion con las edades estimadas para la divergencia del
género Zea (100,000-300,000 afios (Clark et al., 2005; Ross-Ibarra et al., 2009), por lo que
es posible que el efecto de las mutaciones aiin no se haya presentado y derive de un proceso

relacionado a la insercion de los microsatélites.
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Presencia de alelos nulos en el genoma mitocondrial vegetal.

Durante la amplificacion de las regiones portadoras de microsatélites, no fue posible

amplificar un producto para algunos organismos. Existen varias razones por las que pudo

haberse presentado este fenomeno:
1) Eventos de recombinacion.

Los abundantes eventos de recombinacion dentro del genoma mitocondrial

(Fauron et al., 1995, Kubo & Newton, 2008; Kitaazaki & Kubo, 2010; Sloan ef al.,
2012; Gualberto, 2014; Guo et al., 2016) podrian haber generado disrupciones en
alguna de las zonas de ligamiento de los cebadores, perdiendo asi la posibilidad de
ser obtenidos a través de las reacciones de amplificacion. La recombinacion entre
elementos repetidos cortos puede generar inversiones que alteran el orden de la
secuencia; por ejemplo, en regiones génicas pueden fragmentar la region
codificante casi por completo, incluso entre miembros del mismo género (Palmer
et al.,2000). De manera similar, un evento de recombinacion de esta naturaleza en
una region de reconocimiento del cebador no permitiria la amplificacion y
posterior secuenciacion de la region de interés. Haciendo una analogia, la ausencia
o presencia de los microsatélites por recombinacion tendria un patron de
distribucion entre grupos taxondmicos similar al de algunos genes mitocondriales
que se han transportado al ntcleo. Como por ejemplo el gen rps7, que estad
presente so0lo en algunos genomas mitocondriales, incluso entre especies
cercanamente emparentadas (Palmer, 1998; Palmer et al., 2000). A través de un
muestreo extenso de organismos cercanamente emparentados seria posible evaluar
la presencia de un grupo de microsatélites, y asi conocer el efecto en la

recombinacion en periodos evolutivos cortos.
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2)  Altas tasas de evolucion en las regiones vecinas.

La alteracion en las tasas de evolucion en las regiones flanqueantes del
microsatélite podrian disminuir la astringencia (especificidad) de los cebadores
con el molde de DNA, bajando el rendimiento de amplificacion o, en los casos
mas extremos, evitando la especificidad total de los cebadores (Chapuis & Estoup,
2006). A pesar de que las tasas de mutacion pueden aumentar hasta tres veces en
regiones vecinas a microsatélites (este estudio), los resultados obtenidos sefialan
que la presencia del microsatélite no es suficiente para aumentar las tasas de
mutacion, sino que tiene que haber un rango minimo de tiempo en el que éstos
hayan habitado el genoma mitocondrial vegetal. Dos de los microsatélites de este
estudio tienen un intervalo de insercion de 25 a 58.6 Ma, permitiendo la
proliferacion de nuevas variantes a través del aumento en las tasas de mutacion.
Sin embargo esto no ocurre en microsatélites de origen reciente (como en el caso
del microsatélite (ATAGT).). La asociacion entre la presencia de alelos nulos y
regiones flanqueantes altamente variables ha sido demostrada en otros estudios de
biologia molecular, y se ha sugerido que éstas son menos estables que otras
regiones gendmicas (Chapuis & Estoup, 2006). De ser el caso, es posible que, en
algin punto de la historia evolutiva del grupo, el microsatélite deje de ser
detectable en linajes particulares.

3) Eventos de transferencia horizontal.

El genoma mitocondrial de las plantas puede experimentar altas tasas de
transferencia horizontal, generalmente entre mitocondrias de organismos con
relacion parasito-hospedero (Archibald & Ruchards, 2010) y en algunos casos, con

especies distantes filogenéticamente (Won y Renner, 2003; Berhthorsson et al.,
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2003; Richarson & Palmer, 2006). Esta transferencia de DNA permite que un
organismo presente regiones de DNA que no comparte con algun otro con el que
esté cercanamente emparentado. Es posible que esta transferencia de DNA ocurra
a través de un sistema activo de captura generalista, permitiendo la incorporacion
tanto de DNA nativo, como de origen externo (Richardson & Palmer, 2006;
Archibald & Richards, 2010). Dada la elevada tasa de transferencia horizontal,
puede darse que ciertas regiones de DNA se hayan transmitido entre los clados
durante la evolucion de las plantas. En el caso de las regiones intrdnicas, el rastreo
de los intrones muestra tanto las ganancias como las pérdidas en un contexto
filogenético, lo que indica que la variacion de los intrones es un evento comun
durante la evolucion de las plantas. Si una region transferida de manera horizontal
transporta un microsatélite y éste comienza su ciclo de desarrollo, es de esperar
que se presente homoplasico en algunos clados, o en casos extremos como una

autapomorfia.
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Perspectivas.

En este estudio se encontrd que la presencia de los microsatélites en diversas regiones del
genoma mitocondrial vegetal puede aumentar la diversidad nucleotidica en secuencias
vecinas a ¢éstos. Se encontr6 también que estos elementos pueden generarse
diferencialmente entre sus distintas regiones del genoma mitocondrial, mantener una
correlacion con el tamafio del genoma, y ser conservados durante largos periodos
evolutivos.

A través de las técnicas de secuenciacion de nueva generacion seria posible tener un
muestreo mayor de mitogenomas completos para los pastos y otras plantas, lo cual
permitiria un analisis mas detallado sobre la presencia de los microsatélites dentro y entre
los genomas mitocondriales. Estos andlisis permitirian saber el grado de polimorfismos
intraespecificos presentes para saber qué tan rapido se van acumulando o perdiendo
unidades de repeticion entre especies cercanamente emparentadas. De igual manera, estas
técnicas podrian permitir rastrear en qué momento de la historia evolutiva un microsatélite
se ha incertado en un clado a través de transferencia horizontal, o se ha perdido de entre los
linajes. Un mayor nimero de microsatélites caracterizados permitiria saber si el aumento en
las tasas de diversidad es un fendmero generalizado, o estd restringido a regiones
especificas del genoma -como las regiones intergénicas o los intrones-, o a grupos
taxondmicos especificos.

Con el propdsito de saber si el efecto del aumento en la tasas de diversidad es
causado por la sola presencia del microsatélite, o por el tipo de genoma que lo alberga,
valdria la pena realizar estudios similares utilizando genomas de cloroplasto. Se han
reportado altos niveles de variabilidad intraespecifica en microsatélites dentro del genoma

del cloroplasto (Provan et al., 2001), y podria resultar interesante saber si esta variabilidad
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es significativamente distinta entre ambos genomas. Conocer estos niveles de variabilidad
entre los genomas permitira estudiar el efecto de su presencia en las secuencias vecinas de
organismos cercanamente emparentados, asi como evaluar el efecto en la diversidad al
considerar el tipo de arreglo y la longitud del microsatélite entre los distintos tipos de
genomas. Por otro lado, a través de la comparacion entre las tasas de diversidad asociadas a
microsatélites, entre los genomas mitocondrial y de cloroplasto, podria conocerse si el
aumento es debido solamente a la presencia de €stos, o resulta una caracteristica especifica

del genoma mitocondrial vegetal.
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