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Resumen

Para poder conocer la estructura y organizacion de los genomas vegetales es necesario la clonacién molecular de gran-
des fragmentos de secuencias genémicas para construir genotecas representativas. La construccion de genotecas genémi-
cas en cromosomas artificiales de bacterias (BAC) es una de las herramientas més utilizadas con este fin y la estrategia
elegida en este trabajo. Pero cuando se trabaja con especies que presentan genomas muy grandes, como el pino, realizar
este tipo de genotecas es muy laborioso y costoso. En este estudio se describe un método para, a partir de cotiledones de
P. pinaster, construir genotecas BAC en grupos de células, lo que disminuye drasticamente el coste, el espacio y el tiempo
requerido. La genoteca BAC consta de 83 grupos de células con una media de 4000 clones por grupo y representa por ahora
un 0,8 X del genoma de P. pinaster. También se demuestra que se puede realizar por PCR (reaccién en cadena de la ADN-
polimerasa) con rapidez la identificacion del grupo que contiene un BAC de interés. Se ha identificado un grupo de célu-
las que contiene un clon BAC que porta una secuencia codificante similar a una quitinasa de clase | de Picea abies, y otro
clon BAC en otro grupo que contiene secuencia homéloga a un ARNm desconocido de P. taeda. Esta estrategia permitird
rastrear y almacenar genotecas de organismos con grandes genomas y localizar en ella genes de interés con rapidez, des-
cribiéndose el método en detalle.
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Abstract
New strategy for Pinus pinaster genomic library construction in bacterial artificial chromosomes

To learn about the structure and organization of plant genomes, molecular cloning of large genomic fragments for repre-
sentative gene libraries construction is required. The genome library construction on bacterial artificial chromosome
(BAC) is one of the most frequently used tools for this purpose, and the chosen strategy in this work. But when working
with species containing very large genomes, such as pine, construction of this kind of gene libraries is a laborious and
expensive task. In this study we have developed a method that starts from P. pinaster cotyledons to construct a pooled BAC
library that drastically reduces cost, space and time required to clone a genotype of interest. The current BAC library com-
prises 83 groups of cells with an average of 4000 clones per group and accounts for a 0.8 X genome content of P. pinas-
ter. It is also shown that a BAC of interest can be quickly identified by PCR (polymerase chain reaction): a pool contai-
ning a BAC clone that carries a coding sequence similar to a Class | chitinase of Picea abies has been identified, as well
as another BAC clone in a different pool containing a sequence with homology to an unknown P. taeda mRNA. This stra-
tegy will allow screening and storing gene libraries from large genome organisms and a quickly location of genes of inte-
rest, the method been described in detail.
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1. Introduccion

Las coniferas tienen una gran importancia ecologica y
econdmica, dominan grandes ecosistemas, juegan un
papel esencial en la fijacion de carbono en nuestro plane-
ta e incluyen especies muy utilizadas para la reforestacion.
También son una importante fuente de madera para la
obtencién de pulpa de papel y para la fabricacién de mue-
bles. Una de las coniferas mas importantes en la peninsu-
la Ibérica es el pino resinero (Pinus pinaster Ait.), especie
que se utilizard como modelo experimental en este traba-
jo. Se estan realizando numerosos estudios de genémica
funcional con pino como modelo, que van desde la pro-
duccion de colecciones de EST (expressed sequence tag)
de tejidos sometidos a distintos estimulos (Cantén et al.,
2004; Frigerio et al., 2004; Lorenz et al., 2006; Pavy et al.,
2005), hasta el analisis transcripcional utilizando micro-
matrices (microarray) (Joosen et al., 2006; Ralph et al.,
2007; Ralph et al., 2006; Yang y Loopstra, 2005; Zelena 'y
Sorochyns’kyi, 2005), pasando por la protedmica (Costa
et al., 1999; Fernando, 2005; Lippert et al., 2007). Pero se
conoce poco de la gendmica estructural del género Pinus
y, en general, de las coniferas.

De la estructura del genoma de pino se sabe que se
trata de un organismo diploide caracterizado por un
genoma grande y complejo, lo que dificulta su analisis.
El contenido de ADN nuclear es muy variable (Grot-
kopp et al., 2004), aunque todas las especies poseen 12
cromosomas de morfologia similar (Doudrick et al.,
1995), y va desde los 43,96 pg (P. banksiana) a los
75,36 pg (P. gerardiana) [1 pg = 960 kb, (Arumugana-
than y Earle, 1991)]. El 75 % del genoma corresponde
a secuencias altamente repetidas, mientras que hay un
25 % que corresponde a secuencias poco repetidas o en
copia Unica. Los primeros analisis han revelado la exis-
tencia de un gran nimero de repeticiones, que incluyen
retrotransposones (Heslop-Harrison et al., 1997; Kamm
et al., 1996; Kossack y Kinlaw, 1999; Rocheta et al.,
2007; Stuart-Rogers y Flavell, 2001), repeticiones de
secuencias simples (Schmidt et al., 2000) y complejas
familias de genes que podrian ser el resultado de dupli-
caciones (Kinlaw y Neale, 1997).

Para conocer la estructura del genoma de pino seria
muy Util disponer de bancos de secuencias gendmicas
de gran tamafio. En los Gltimos afios, la inmensa mayo-
ria de las genotecas gendmicas vegetales se han cons-
truido en cromosomas artificiales bacterianos (BAC:
bacterial artificial chromosome) (Shizuya et al., 1992).
Con ellas se han generado contigs y se han aislado
genes completos (Allouis et al., 2003; Kim et al., 1997,

Luo et al., 2001; Song et al., 2000; Vanhouten y Mac-
Kenzie, 1999; Zhang et al., 1995), y también esta sien-
do una herramienta basica para organizar los proyectos
de secuenciacion de genomas completos de maiz
(http://www.maize.org), trigo (http://www.wheatgeno-
me.org) y arroz (http://rgp.dna.affrc.go.jp/IRGSP/).
Una de las principales caracteristicas de los BAC es que
s6lo hay una copia por célula. Esta propiedad es funda-
mental para la estabilidad de los insertos grandes, sobre
todo si derivan de secuencias repetidas que pueden
sufrir procesos de recombinacion. Al emplearse ADN
gendmico intacto para su construccion, los protocolos
que se siguen para la generacion de una genoteca en
BAC son completamente diferentes a los que se aplican
para las genotecas convencionales de insertos mas
pequefios, puesto que el ADN tiende a degradarse con
facilidad y es muy facil que se contamine con ADN clo-
roplastidico (Bautista et al., 2007). En nuestro laborato-
rio se ha optimizado un método para preparar este ADN
de alto peso molecular de pino y clonarlo en un vector
de tipo BAC (Bautista et al., 2007). Aunque los clones
se conservaban aislados en placas de 96 0 384 pocillos,
no es la tecnologia ideal cuando se trata de organismos
con genomas grandes y complejos, pues requiere un
nlmero extremadamente grande de clones, y resulta un
problema cuando el espacio en el laboratorio es escaso.
Por ejemplo, los genomas grandes como el de trigo
(17 000 Mb) o el de pino (23 000 Mb) generaran un
minimo de 850 000 y 3 750 000 clones, respectivamen-
te, para una genoteca 5X. Estas cifras son mucho mayo-
res que los 7000 clones necesarios para una genoteca de
similares caracteristicas de Arabidopsis thaliana. Es
mas, almacenar las genotecas anteriores en placas de
384 pocillos implica generar entre 2 200 y 9 800 placas,
que ocuparian el interior de 2 a 8 congeladores a —80 °C
convencionales. Evidentemente, estos nlimeros hacen
inviable en la préactica la construccion y mantenimiento
de tales genotecas. En el trigo se ha conseguido reducir
el tamafio de la genoteca al clonar sélo el cromosoma de
interés (Janda et al., 2004; Janda et al., 2006), en el
maiz se han clonado sélo las regiones de copia simple
del genoma (Yuan et al., 2003) o s6lo los fragmentos sin
metilar (maiz y trigo) porque contienen los genes que se
estan expresando (Lamoureux et al., 2005; Rabinowicz,
2003). En nuestro laboratorio se ha comprobado que los
métodos anteriores no son aplicables de forma sistema-
tica a las coniferas (Bautista, 2008).

En este articulo se describe la posibilidad de elaborar
una genoteca de P. pinaster en BAC utilizando una
estrategia que ya se ha aplicado con éxito en otras espe-
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cies (Isidore et al., 2005; Ma et al., 2000; Salimath y
Bhattacharyya, 1999). La idea central consiste en man-
tener la genoteca en forma de grupos de células, de tal
forma que se pueda disminuir el coste, el tiempo y el
espacio requerido para su construccion y almacena-
miento. Se ha comprobado que cada grupo puede con-
tener més clones de lo que se habia descrito, y que las
mezclas de ligacion se pueden congelar sin una pérdida
significativa de eficacia. También se demuestra que se
pueden localizar con rapidez clones de interés en los
grupos de células por PCR y se demuestra la utilizad de
incluir un clon de control en los grupos de células.

2. Materiales y Métodos

2.1. Preparacion del vector de clonacion
pIndigoBAC536

La calidad del vector BAC es clave porque esta direc-
tamente relacionada con la eficacia de la transforma-
cién. Se utilizo el vector pPCUGIBACL (proporcionado
por el profesor David Frisch de la Clemson University
Genomics Institute, EE.UU) que contiene el vector pln-
digoBAC536 clonado a su vez en el vector pGEM-4z
(Luo et al., 2001; Vanhouten y MacKenzie, 1999) para
facilitar la preparacion del vector. El pIndigoBac536 se
aisla de la siguiente forma: se digieren 10 ug de ADN
del vector con 50 U de BamHI (Roche) a 37 °C durante
16 h, en un volumen final de 200 pl. Se purifica el ADN
del vector con fenol:cloroformo (1:1). Se precipita el
ADN del vector afiadiendo 1/10 volumen de acetato
sodico a 3 M, pH 5,2 mas 2 volimenes de etanol abso-
luto, se incuba 30 minutos a —80 °C y se centrifuga a
13 000 rpm a 4 °C durante 20 minutos. A continuacion,
se lava el precipitado con etanol al 70 %, se seca al aire
y se resuspende en 50 pl de agua desionizada estéril.
Después, se desfosforilan 10 ug de ADN del vector con
0,4 U de CIP (Roche) por pug de ADN y se incuba 30
minutos a 37 °C, parando la reaccion con EDTA a 0,05
M pH 8. El producto final se extrae con fenol:clorofor-
mo (1:1) y se precipita con etanol absoluto como antes.
Luego se incuban 1os 10 pug de ADN del vector con 400
U de la ADN-ligasa de T4 (NEB) en un volumen final
de 40 pl durante 2 h a temperatura ambiente para elimi-
nar las moléculas sin desfosforilar. Los distintos tipos
(pIndigoBAC536 y pGEM4-z) y formas (lineal y circu-
lar) de vectores se separan en un gel de agarosa al 0,8 %
en tampon TAE 1X (tris-acetato a 40 mM, Na,EDTA a
1 mM). Se extrae del gel de agarosa el ADN lineal del

pindigoBAC536 (7,5 kb) mediante columnas de purifi-
cacion Qiaquick (Qiagen), siguiendo las instrucciones
del fabricante para fragmentos de gran tamarfio. Final-
mente, se ajusta la concentracion final del vector a 10
ng/ul, se reparte en alicuotas de 50 ul, y se almacenan
en glicerol al 50 % a —20 °C (para un uso frecuente) y a
—80 °C (para un uso a mas largo plazo).

2.2. Construccion del clon BAC de control

Se ha construido un clon BAC que sirve de control
positivo para el rastreo de la genoteca (Figura 1) con un
fragmento gendmico de P. pinaster que contiene la
secuencia de un pseudogén de la glutamato-sintasa
dependiente de ferredoxina (Fd-GOGAT) previamente
clonado en el laboratorio (Bautista et al., 2007) al que
se unié un fragmento del gen delator GUS de E. coli. De
esta forma, se puede identificar por PCR el control den-
tro de un grupo de clones BAC utilizando los cebadores
GOGAT1/GOGAT2, pero mas especificamente, los
GUS1/T7 descritos en la Tabla 1.

repE
ParC

OriS

Clon BAC de control

18,1 kb

GOGAT1

Fragmento
de 16A9

Figura 1. Estructura del clon BAC de control de 18,1 kb.
Contiene un fragmento genémico de 9 kb procedente del clon
BAC 16A9 clonado en el sitio BamHI del vector pIndigoB-
AC536 y un fragmento de 1,7 kb del gen GUS en el sitio
EcoRI. Se indican con flechas azulas la posicion de los
cebadores y su nombre utilizados para rastrear este ADN por
PCR.
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Tabla 1. Caracteristicas de los cebadores utilizados en este estudio

Cebador Caracteristicas T® Tamafo Secuencia
hibridacion ~ amplificado

GSla proml  Secuencia promotora 56 °C 428 pb 5-TCAAATGATCACCCTCGTCA-3'
GSla prom2 de GS1a 57 °C 5-GTAACACGCATTCCCATT-3'
Gslb proml  Secuencia promotora 57 °C 333 pb 5-ACTGTCGGATGTGCATGGTA-3'
Gslb prom2 de GS1b 55 °C 5-GGCATGCTATGCTTTGGAAT-3'
GOT3-A Fragmento exo6n- 52 °C 456 pb 5-CTGAAAGAATGGGAAAAATA-3'
GOT3-B zona 3 UTR de GOGAT 60 °C 5-TGACTAGAGACCCAAGAGCA-3'
T7 Fragmento Gus- 48 °C 1700 pb 5-TAATACGACTCACTATAGGG-3'
eust PIndigoBACS36 e 5-TGGATCGCGAAAACTGT-3
GOGAT1 Fragmento clon 52 °C 200 pb 5-TGATATCACCTCCTCCACATC-3'
GOGAT2 BAC 16A9 58 °C 5-TGCTCCAGTGCCCCCATCATG-3'
ELP 5 EST homéloga a 60 °C 440 pb 5-GGAATGCAAGGGGGTTTATTGC-3'
ELP 3 ELP 55 °C 5-CAAGTTTCAGTGCTTCACC-3'
LHT & EST homéloga a 57 °C 460 pb 5-TGGTGCAGTTCTGGGATTGA-3'
LHT 3 LHT 60 °C 5-CACAGGATTGGAATCTCGCAT-3'
GLP-3' seq EST homéloga a 51 °C 800 pb 5-AGCAGCAACCAATTCTCA-3'
FL GLP-3' GLP 55 °C 5-TTGCTTCAAGTTCCAAAGCC-3'

Los genes GSla, GS1b y Fd-GOGAT, y el clon 16A9 mencionados son de P. pinaster. Las EST para las que se han disefiado los cebadores
son también de P. pinaster. ELP es una quitinasa de clase I, LHT es un transportardor de lisina y GLP es una proteina tipo germinina

2.3. Preparacion de ADN de alto peso
molecular a partir de cotiledones
de P. pinaster

Los reactivos especificos para este método son: el
tampon de homogeneizacion HB a 10X (trizma base a
0,1 M, KCl a 0,8 M, Na,EDTA a 0,1 M, espermidina a
40 mM y espermina a 10 mM; la espermidina y la esper-
mina se deben afadir después de esterilizar en autoclave;
el pH se ajusta a pH 9,5 con NaOH) que se guarda a 4 °C,
el tampdn de lavado (HB 1X, sacarosaa 0,5 M, Triton X-
100 al 0,5 %, PVP-40 000 (polivinilpirrolidona) al 2%,
acido ascorbico al 0,1 % y 2-mercaptoetanol al 0,15 %)
que se prepara justo antes de usar y se esteriliza por fil-
tracion, la solucidn SCE (sorbitol a 1 M, citrato de sodio
a 100 mM y Na,EDTA a 60 mM; el pH se ajusta a 7 con
KOH), y el tampon de lisis EPS (Na,EDTA a 0,5 M, lau-

ril-sarcosina de sodio a 1 % y proteinasa K a 0,1 mg/ ml,
gue se afiade justo antes de usar).

El procedimiento realizado para preparar los nicleos
intactos comienza embebiendo las semillas de P. pinas-
ter en agua desionizada durante 12 horas en condiciones
de aireacion continua. Luego se germinan en vermiculi-
ta (Europerlit S.A) a una temperatura constante de 22 °C
con 16 h de luz durante 9 a 12 dias. Las plantulas obte-
nidas se pueden guardar a —80 °C si no se van a usar
inmediatamente. Se toman 20 g de los cotiledones alma-
cenados a —80 °C y se muelen con nitrégeno liquido en
un mortero. El tejido disgregado se transfiere a un vaso
de precipitado de 500 ml frio que contiene 200 ml de HB
1X (tampon de lavado). Esto debe realizarse con cuida-
do porque el tampon con sacarosa en ausencia de catio-
nes divalentes cambia las condiciones osméticas y hace
que los nucleos sean extremadamente fréagiles. Se reco-
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mienda emplear un pincel grueso n.° 12 para ayudar a
romper los grumos que se forman. EI tampon tiene ade-
mas un pH elevado para inhibir la accion de las endonu-
cleasas internas. A continuacién, se homogeneiza con un
iman en un agitador magnético dando 6 pulsos de 20
segundos cada 2 minutos. La solucién se filtra a través
de 2 capas de gasa y 2 capas de Miracloth (Calbiochem).
Se transfiere el filtrado a tubos de centrifugacion de 250
ml frios y se centrifugan en un rotor angular fijo a 1200
X g durante 20 minutos a 4 °C. Se decanta el sobrenadan-
te y se resuspende el sedimento (que contiene los ndcle-
0s) en 2 ml de tampon de lavado con ayuda de un pincel
fino (n.° 2). Se afiaden 28 ml méas de tampdn de lavado.
Se filtra la solucién a través de una capa de Miracloth
para eliminar los restos de tejido y se transfiere el filtra-
do a tubos de centrifuga de fondo redondo frios, centri-
fugandose a 1000 x g durante 15 minutos a 4 °C en un
rotor angular flotante. A continuacidon se decanta el
sobrenadante y se resuspende el sedimento que contiene
los ndcleos en 2 ml de tampdn de lavado con ayuda de
un pincel fino n.° 2. Se afiaden otros 28 ml méas de tam-
pon de lavado y se centrifuga a 1000 x g durante 15
minutos a 4° C. Lavese dos o tres veces méas en funcion
del estado de pureza de la muestra. En el Gltimo lavado,
se resuspende la muestra en 500 pl de SCE frio con
ayuda del pincel fino n.° 2. Finalmente, se verifica la
integridad de los nicleos tifiendo 100 pl de la suspension
nuclear con 20 pl de una disolucion de DAPI (4"-6-dimi-
dino-2-fenilindol) a 20 pg/ml en tampo6n SCE. E incu-
bando la mezcla de 1 a 2 minutos a 4 °C en oscuridad. Se
emplea 10 pl de suspensién nuclear tefiida para su obser-
vacion al microscopio de epifluorescencia.

El procedimiento para embeber los nicleos en agaro-
sa de bajo punto de fusion comienza fundiendo el stock
de agarosa de bajo punto de fusion (Seaplaque, FMC
Bioproducts, EE.UU) al 1,6 % en SCE y manteniéndo-
lo a 45 °C. Hay que atemperar la muestra de ndcleos 5
minutos a 45 °C y luego afiadir 1 volumen de agarosa de
bajo punto de fusion a 1 volumen de muestra de nucle-
os, manteniendo la mezcla a 45 °C. La mezcla se trans-
fiere a los moldes utilizando una pipeta con una punta
con el extremo cortado. Hay que dejar que se solidifi-
quen los bloques a 4 °C unos 30 minutos y luego se
guardan en TE 1X a 4 °C hasta su uso.

La preparacion del ADNapm se basa en la lisis de los
nlcleos contenidos en los bloques de agarosa. Para ello
se incuban los blogues con 10 volimenes de EPS por
blogue suplementado con PVVP-40 000 (polivinilpirroli-
dona) al 2% y 4acido ascdrbico al 0,1 %. Después se
afiade proteinasa K a una concentracion final de 0,1

mg/ml y se incuba a 50 °C sin agitacion al menos 36
horas, refrescando el tampon de incubacion y la enzima
cada 12 horas. Los blogues se lavan con 10 volimenes
por bloque de una solucion de EDTAa05MapH 8y
se incuban 1 hora a 50 °C. A continuacion se lavan los
bloques con 10 volimenes por blogue de la solucion de
EDTA a 0,5 M a pH 8 frio y se incuban 1 hora en hielo.
Hay que repetir esta operacion hasta que el tampén esté
completamente transparente. Finalmente, se almacenan
los bloques en EDTA a 0,5 M, pH 8, a 4 °C hasta que lle-
gue el momento de usarlos. Este ADNapm se puede
mantener intacto en EDTA a 0,5 M hasta 5 afios (Bautis-
ta et al., 2007). Alternativamente, los bloques se pueden
almacenar en tubos de polipropileno de 50 ml con etanol
al 70% que se han mantenido a temperatura ambiente al
menos 4 horas y luego se han guardado a —20 °C. El
ADN en etanol no sufre degradacién en los 6 primeros
meses de almacenamiento. Cuando se vaya a utilizar este
ADN, es necesario eliminar los restos de etanol que
hayan podido difundir dentro del bloque; para ello se
incuba a 4 °C en TE 1X durante varias horas y se cambia
el tampdn varias veces a lo largo de la incubacion.

En caso de que el bloque de agarosa adquiriera una
tonalidad marron, se recomienda no utilizar porque pro-
bablemente no funcionen los tratamientos del ADN
necesarios para construir la genoteca.

2.4. Digestion parcial del ADNapm

Durante la extraccion del ADNapm siempre existe
una fragmentacion inespecifica por cizalla o por accion
de endonucleasas inespecificas. Estos fragmentos inhi-
biran la posterior ligacion, por lo que conviene retirarlos
antes de realizar otras manipulaciones. Para ello, se
migra el ADN de los bloques durante 12 horas a 4 V/cm
con un pulso inicial de 2,5 segundos y uno final de 5,5
segundos en un gel de agarosa al 0,7% en tampon TBE
0,33X. A continuacion, el ADN intacto contenido en el
blogue se digiere parcialmente y luego se lavan en TE
1X a4°C durante 1 h; cada 30 minutos se cambia el tam-
pon. Después, se coloca medio blogue de agarosa por
tubo y se afiade 1 ml de tamp6n de incubacién (tampén
de la enzima de restriccion mas espermidina a 4 mM,
DTT a 1 mM, Lys-HCl a 2,5 mM y EGTA a 60 mM).
Deben utilizarse EGTA y Lys-HCI, que son inhibidores
de nucleasas, para evitar la degradacion del ADN duran-
te la digestion (Bautista et al., 2007; Liu y Wu, 1999;
Peterson et al., 2000). Tras incubar 1 h a 4 °C, se retira el
tampon de incubacion y se afiaden 170 ul de tampdn de
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digestion (tampon de digestion de la enzima més 0,75 U
de BamHlI, espermidina a 4 mM, DTT a 1 mM, BSA a
0,5 mg/ml, Lys-HCl a 2,5 mM y EGTA a 60 mM) a cada
medio blogue. Se incuba 1 h a 4 °C y luego 3 minutos a
37 °C, y se para la reaccion con 20 ul de EDTAa0,5M
pH 8. Ahora se depositan los medios bloques en un gel
de agarosa al 0,7 %, en tampdn TBE 0,33X, con la ayuda
de una espatula y se migran en FIGE a 4 V/cm, con un
pulso inicial de 2,5 segundos y uno final de 5,5 segun-
dos, durante 20 h a 11 °C. Al acabar la electroforesis, se
escinde la parte del gel utilizada como control de diges-
tion, se tifie con bromuro de etidio a 0,5 pg/ml y se foto-
grafia esta parte del gel junto con una regla como refe-
rencia para ubicar la region del gel que contiene el
ADNapm de entre 100 y 240 kb. Dicha region se escin-
de cuidadosamente y se introduce en una bolsa de diali-
sis junto con 300 pl de TBE 0,33X, asegurandose de que
no queden burbujas cuando se cierren los extremos de la
bolsa con las pinzas de didlisis. Se electroeluye durante
2 horas y 30 minutos utilizando los mismos parametros
con los que se realizd la migracién. Después se invierte
el sentido de la migracion durante 1 minuto para despe-
gar el ADN de las paredes. Se retiran los fragmentos de
agarosa y se recoge el tampén que contiene los fragmen-
tos de ADN con una punta con el extremo cortado. Final-
mente, se dializa y concentra el ADN sobre un filtro de
0,0025 pm VSWP (Millipore) que flota en una placa de
Petri con TE 0,5X y PEG al 10 % durante 90 minutos a
temperatura ambiente. La concentracion del ADN se
cuantifica por la absorbancia a 260 nm

2.5. Construccion de la genoteca en grupos
de clones

Se incuba una proporcion de inserto:vector de 10:1
(habitualmente 40 ng de vector pIndigoBAC536 desfos-
forilado y 400 ng de ADNapm) con 400 U de ADN-liga-
sa de T4 en un volumen final de 150 ul durante una
noche a 16 °C. A continuacion, esta mezcla de ligacion
se concentra y dializa como se ha descrito para el ADN
digerido en el apartado anterior, lo que reduce el volu-
men de ligacion a una media de 60 pl. Se descongelan
en hielo las células Electromax DH10B (Invitrogen) y
se afiaden de 2 a 4 pl de la mezcla de ligacion desalada
en un volumen de 20 pl de suspension de células en una
cubeta de electroporacion de 0,1 cm (el resto de le liga-
cién se congela en alicuotas de 10 pl). Se electropora a
1800V, 10 uF de capacitancia y un maximo de resisten-
cia de 600 Q en el Micropulser Electroporator de Bio-

Rad. Las células se resuspenden en 1000 ul de SOC y se
incuban 1 hora a 37 °C con agitacion lenta. Se diluye el
cultivo para sembrar entre 3000 y 5000 clones distintos
(Figura 2) en placas de 254 mm x 254 mm (Nunc, Dina-
marca) con LB (triptona al 1%, extracto de levadura al
0,5%, NaCl al 1% y agar al 1,5 %, pH 7,5) que contie-
ne X-gal a 40 pug/ml, IPTG a 100 pg/ml y cloranfenicol
a 12,5 pg/ml. Ademas, se deposita en un extremo de la
placa una colonia del clon BAC de control. Se resuspen-
den todos los clones que crecieron en la placa en 3 ml
de tampon de almacenamiento (LB suplementado con
KCI a 10 mM, MgSO,/MgCl, a 20 mM, glucosa a 40
mM y glicerol al 25 %) y se incuban las células resus-
pendidas 1 hora a 37 °C con agitacion (220 rpm). El
volumen de células obtenido se reparte en 3 alicuotas
distintas, de las que una se utiliza para propagar los clo-
nes y extraer el ADN directamente, y las otras dos se
almacenan a —80°C (Figura 2).

2.6. Rastreo de la genoteca por PCR

Los grupos de la genoteca se pueden rastrear por
PCR utilizando como molde el ADN de los BAC de
cada grupo y un par de cebadores que cubran una region
del gen de interés (Tabla 1). El rastreo se comienza ino-
culando 100 pl de cada grupo de células en 4 ml de LB
con cloranfenicol a 12,5 ug/ml y después se incuban al
menos 6 h a 37 °C en agitacion (220 rpm). Después se
extrae el ADN de los grupos utilizando columnas de
purificacion (Omega Bio-Tek). También se puede utili-
zar el protocolo descrito (Villalobos et al., 2004) cuan-
do son pocos grupos. Se ordenan todas las extracciones
en placas de 96 pocillos (Figura 2) y se diluyen 1/10 con
TE 1X. Cada reaccién de PCR se prepara con 5 pl del
ADN de cada grupo diluido 1/10, 0,025 U de BioTaq
(BioLine), tampon de PCR 1X (BioLine), los cuatro
dNTP a 200 mM, cebadores a 0,4 mM y agua destilada
desionizada hasta completar los 50 pl finales. La ampli-
ficacion se realiza sobre un termociclador (Biometra) a
la temperatura de hibridacion y tiempo de extension
final que aparecen en la Tabla 1.

3. Resultados y discusion
3.1. Construccion de la genoteca de pino

A diferencia de lo que ocurre cuando se aplican otros
métodos estandar (Peterson et al., 2000; Zhang et al.,
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Figura 2. Esquema de la preparacion de la genoteca por gru-
pos a partir de células de E. coli DH10B transformadas con
ADNapm de P. pinaster clonado en el vector pIndigoBAC536.
Véanse los detalles en el texto.

1995), los nucleos preparados segun se describe en este
articulo no se oxidan sino que permanecen blancos
(resultados no mostrados), esto es, aptos para cualquier
modificacion enzimatica posterior. EI ADNapm aislado
de estos ndcleos se digirié parcialmente con BamHI en
presencia de inhibidores de endonucleasas, se ligé al
vector pIndigoBAC536, y se transformo E. coli DH10B
con 4 pl de la ligacién, bien recién preparada o bien
recién descongelada (véase el apartado 3.2). La conge-
lacion de la ligacidn permitié construir la genoteca en
distintas jornadas a partir de la misma mezcla de liga-
cion. Los mejores resultados se obtuvieron cuando se
realizaron transformaciones con 20 pl de suspension
celular competente de E. coli DH10B y 4 pl de ligacién
sin congelar (Tabla 2).

La siembra de las células transformadas en placas de
245 mm x 245 mm gener6 de 3000 a 5000 clones
(media: 4000 clones), que se recogieron en un Unico
tubo para formar un grupo (Figura 2). Los grupos se
mantuvieron congelados en presencia de glicerol (25%)
y glucosa (40 mM) para minimizar la pérdida de clones
durante el almacenamiento a —80 °C y la posterior pro-
pagacion en medio liquido, como se sugiri6 en (Isidore
etal., 2005; Ma et al., 2000). Ademaés, cada grupo siem-
pre incluyd una colonia del clon BAC de control afiadi-

da con posterioridad. La genoteca consta de 83 grupos
de células (21/04/2008) con 332 000 clones, lo que
equivale a una representacion 0,8X al asumirse un tama-
fio medio de inserto de 107 kb, que es lo publicado para
este método (Bautista et al., 2007).

3.2. Efecto de la congelacion sobre la mezcla
de ligacién

Debido a que una genoteca 3X de pino en las con-
diciones descritas necesitaria 2 100 000 clones, y
teniendo en cuenta que el nimero de clones que se
generan en una transformacion tiene que ser maneja-
ble, se hace imprescindible almacenar las mezclas de
ligacidn, si bien los mejores resultados se obtuvieron
con las mezclas de ligacién recién preparadas (Tabla
2). May colaboradores (Ma et al., 2000) describen una
pérdida maxima del 10 % de la eficacia de transforma-
cion cuando se someten las mezclas de ligacion a un
ciclo de congelacidn con nitrégeno liquido y posterior
almacenamiento a —80 °C. Estos resultados se han con-
firmado con ADNapm de pino (Tabla 2) y, ademas, se
ha observado que la eficacia de transformacion dismi-
nuye drasticamente con un segundo ciclo de congela-
cion (dato no mostrado). Por tanto, se puede realizar la
ligacién de la genoteca en un procedimiento puntual y
luego guardar la ligacion a =80 °C para ir transforman-
do las células competentes y completar la genoteca en
poco tiempo.

3.3. Propagacion de los grupos de la genoteca

Puesto que el analisis de los grupos de la genoteca
implica su amplificacion, habia que determinar si, den-
tro del mismo grupo de células, los clones pueden com-
petir entre si durante la propagacion, es decir, si unos
clones se pierden mientras que otros se hacen demasia-
do abundantes. Los dos principales factores que afectan

Tabla 2. Datos sobre eficacia de la ligacion

Volumen de células 25l 20 ul
Volumen de ligacion 2,5 ul 4l
Relacion células/ligacion 10:1 5:1
Fresca 1,47 x 105 ufc/ug

12 Congelacion 1,31 x 105ufc/pg 2,29 x 105 ufc/ug
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a la competicion son el nimero de clones por grupo y
el tiempo de propagacion. Respecto a lo segundo, se
sabe que la representacion de clones en cultivos de gru-
pos de células propagados durante una noche (menos
de 16 h) es independiente del tamafio del inserto (Suzu-
ki et al., 2002), lo que indica que la perdida de clones,
de producirse, seria aleatoria. Ademas, la posibilidad
de rastrear la presencia del clon de control (véase el
apartado 3.4) revelaria un posible sesgo de la poblacion
clonal.

3.4. Optimizacién del procedimiento
de deteccion por PCR utilizando
el clon BAC de control

Dadas las caracteristicas del proceso, se necesita
tener la seguridad de que es posible identificar, por
PCR, un clon concreto dentro del conjunto de ADN que
se obtiene al extraer un grupo de clones BAC mediante
lisis alcalina. Para ello ha sido necesario construir un
clon BAC de control (Figura 1) que se propagara con los
clones del grupo para permitir su rastreo por PCR, ya
que los grupos utilizados en los trabajos en los que se
basa este método nunca contenian unos 3000 clones de
media, mientras que en nuestro caso la media era de
4000, por lo que nuestros posibles positivos estarian
incluidos en una poblacion celular mayor de lo descrito
en la bibliografia. Con los cebadores GUS1y T7 (Tabla
1) se puede amplificar una secuencia quimérica que
solo esta presente el clon BAC de control que también
contiene una secuencia de pino para simular la estructu-
ra de los clones BAC de la genoteca. A su vez, el ADN
de pino que contiene el BAC de control podria utilizar-
se también para rastrear, pero dado que se trata de la
misma especie, se vera que son frecuentes las amplifi-
caciones inespecificas de igual forma que amplificar
solo el gen GUS provocaria también la amplificacion de
dicho gen a partir del ADN gendmico de E. coli que
contamina las preparaciones plasmidicas), por lo que la
mejor opcion serd localizar dicho clon con los cebado-
res GUS1y T7.

Con la pareja de cebadores GUS1/T7 se ha podido
identificar el clon BAC de control en un grupo de célu-
las que contiene mas de 5000 clones distintos, del que
se pusieron a propagar 100 pl en un volumen de LB de
4 ml (Figura 3). Los analisis de PCR mostraron que
GUS1 y T7 amplificaban la misma banda de ADN
cuando se utilizaba como molde el ADN del clon BAC
de control, asi como el grupo de la genoteca que lo con-

tiene (grupo+), mientras que no aparece ni cuando la
genoteca no contiene el clon BAC de control ni cuando
no hay ADN molde (Figura 3). También se comprobd
que, utilizando diluciones 1/10 y 1/50 de la preparacion
del ADN de los grupos, se obtenian resultados repetiti-
vos y especificos con la dilucion 1/10, en la que la
banda especifica era claramente méas intensa que otras
amplificaciones inespecificas que aparecieron, compor-
tamiento que no era tan obvio con la dilucién 1/50. Por
tanto, se puede concluir que se puede detectar con clari-
dad un clon BAC en un grupo utilizando una dilucién
1/10. La presencia de amplificaciones inespecificas se
podria deber a que la temperatura de hibridacion de la
pareja GUS1/T7 es de tan solo 50 °C, a pesar de estar
por encima de las temperaturas de fusion (45°C y 48°C,
respectivamente, Tabla 1). De hecho, con temperaturas
iguales inferiores a 50-55°C se producian hibridaciones
inespecificas con los grupos de la genoteca, probable-
mente debidas al ADN contaminante de E. coli o a las
secuencias repetidas o pseudogenes del pino (resultados
no mostrados). Por tanto, esta claro que, si se consigue
identificar el clon de control en un grupo, se podra iden-
tificar cualquier otro clon que exista en él.

Puesto que el amplificado con GUS1 y T7 sélo podia
aparecer cuando el grupo de células contenga el BAC de
control, habia que confirmar los resultados amplifican-

1/10 1/50 1/10 1/50 1/10 1/50

Grupo +
Grupo -
Grupa +
Grupo -
Clon de control
Grupo +
Grupo -
Clon de control

+
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Figura 3. Deteccion del clon de control por PCR con los
cebadores GUS1 y T7 que amplifican un fragmento de 1,7 kb.
La flecha sefiala la amplificacion del tamafio esperado.
‘Grupo-": preparacion de ADN del grupo de células que no
contiene el clon de control. ‘Grupo+’: preparacion de ADN
del lote de células que contiene el clon de control. ‘Clon de
control’; preparacion de ADN que solo contiene el BAC de
control, “~ADN’: preparacion que no contiene ADN. 1/10 y
1/50 indican las diluciones realizadas sobre el ADN prepara-
do del grupo de células.
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do un ADN de pino. Para ello se utilizo la pareja de ceba-
dores GOGAT1 y GOGAT2 (Tabla 1) que amplifican un
fragmento gendmico de 200 pb de P. pinaster que esta
contenido en el clon BAC de control. El producto de
PCR con la pareja GOGAT1/GOGAT? era visible (Figu-
ra 4) con el ADN del clon de control y con el ADN gené-
mico de pino, pero no aparecia con el ADN gendémico de
E. coli ni en ausencia de ADN. En los grupos, la banda
aparecia claramente cuando estaba el clon de control
(grupo+), pero también se observaba, con menor inten-
sidad, en las muestras sin el clon BAC de control
(grupo-). Esto podria hacer pensar varias cosas: 1) que
se estan amplificando secuencias homélogas dentro del
grupo de células, ya que ese fragmento deriva de un
posible pseudogén de Fd-GOGAT (Bautista et al., 2007);
2) que la PCR en estas condiciones conlleva algo de
inespecificidad; y 3) que la secuencia del pseudogén de
Fd-GOGAT es muy abundante en el genoma de pino. No
se puede tampoco descartar que se amplifiquen secuen-
cias homologas procedentes del ADN gendmico de E.
coli contaminante porque aunque en la Figura 4 no se
observa dicha amplificacion, si que aparece en la Figura
5. Puesto que la pareja T7/GUSI identifica, de forma
inequivoca, los grupos de ADN a los que se afiadid el
clon BAC de control, no encontrandose ningun tipo de
amplificacion en los ADN restantes (Figura 3), se puede

Genomico P. pinaster
Gendmico E. colf
Gendmico P. pinaster

Gendmico P. pinaster
Genomico E. coli
ADN

ADN
Gendmico E colf

Clon de control
Clon de control
Clon de control
ADN

Grupo +
Grupa -
Grupo

Grupo +
Grupo -
Grupo

;E"U
s 23
g v v

Figura 4. Deteccion por PCR del fragmento de 200 pb de la
glutamato-sintasa dependiente de ferredoxina en tres grupos
distintos de la genoteca con los cebadores GOGAT1 y
GOGAT2. La interpretacion de cada pocillo y la flecha es la
misma que para la figura 3. Ademas, ‘Gendmico P. pinaster’
indica que es un ADN gendmico obtenido por métodos con-
vencionales a partir de cotildones de P. pinaster, y ‘Genomi-
co E. coli’ indica que es un ADN gendmico obtenido de un
cultivo de dicha bacteria.

considerar que el método es suficientemente sensible
para rastrear el ADN de una colonia presente en un
grupo de la genoteca, aunque seguramente apareceran
bandas de amplificacion inespecificas que deberian ser
menos intensas que la de amplificacion especifica.

3.5. Rastreo de nuevos genes en la genoteca

A pesar de que el 75 % de las secuencias del genoma
de las coniferas son repetitivas (Guevara et al., 2005), se
puede comenzar a realizar rastreos con genotecas
incompletas para determinar la validez del método. Para
ello se disefiaron parejas de cebadores de los genes ELP,
LHT y GLP aislados a partir de un banco de secuencias
de EST de P. pinaster (Canton et al., 2004; Frigerio et
al., 2004) y a partir de las secuencias promotoras de los
genes GSlay GS1b de P. pinaster. Todas las parejas de
cebadores de la Tabla 1 se comprobaron sobre ADN
gendmico total de Pinus pinaster (resultado no mostra-
do) y se verificd que el fragmento amplificado era del
tamafio esperado o de mayor tamafio, posiblemente por
amplificacion de una zona exon-intron. De todas las
parejas de cebadores disefiadas, se desecharon aquellas
que tenian una temperatura de hibridacion inferior a
50 °C, para evitar las amplificaciones inespecificas
(como las comentadas en el apartado anterior). Durante
el rastreo, todas las parejas empleadas (salvo ELP-
3’/ELP-5"y Got3’-A/Got3’-B, Tabla 1) dieron un resul-
tado negativo, sin duda porque la genoteca no cubre
representativamente el 100 % del genoma. Con la pare-
ja de cebadores ELP-3’/ELP-5’, que dio un resultado
positivo, se logré amplificar una banda de ~400 pb en el
grupo 7 (Figura 5, izquierda), cuyo tamafio coincide con
el que se obtiene utilizando el ADN gendmico de P
pinaster. Por su parte, la pareja de cebadores Got3’-
AJ/Got3’-B para la Fd-GOGAT, aunque amplificaba en
la mayoria de los grupos un producto de 560 ph, mayor
de lo esperado, producia una banda especifica de 450 pb
en el grupo n.° 71, que tampoco aparece en el control
con ADN genémico de P. pinaster.

Para comprobar que las bandas amplificadas corres-
pondian al ADN esperado, se secuencié el fragmento
amplificado por los cebadores ELP-3’/ELP-5’ y se
encontrd que la secuencia era un 89% homologa a la
quitinasa de clase | de Picea abies (AY450922), lo que
que indicd que se habia obtenido de un clon BAC que
contenia parte de la secuencia codificante de un gen
homdlogo a una quitinasa de clase | de P. abies. En cam-
bio, la secuenciacion del fragmento amplificado de 450
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450 pb

Lote 71

Figura 5. Rastreo por PCR de los 83 grupos de la genoteca de P. pinaster utilizando las parejas de cebadores ELP-3’/ELP-5’
(izquierda), y Got3’A/Got3’B (derecha). Los amplificados se migraron en un gel de agarosa al 1,5%. Se sefiala con una flecha
las amplificaciones especificas. ‘P’ es ADN gendmico de P. pinaster. ‘E’ es ADN gendmico de E. coli. “M’ es el marcador de

pesos moleculares.

pb utilizando los cebadores Got3’A/Got3’B de Fd-
GOGAT no mostr6 homologia con la Fd-GOGAT sino
con un ARNm desconocido de una genoteca de raiz de
P taeda (BQ654855) a una identidad del 72 %. El aisla-
miento de clones de FA-GOGAT en el genoma de pino
que no corresponden realmente a este gen es un hecho
comprobado (Bautista et al., 2007) que es coherente con
la dispersion de la sefial de hibridacion de este gen por
el genoma (Bautista, 2008).

Una vez identificado el grupo en el cual se encuen-
tra un clon BAC de interés, s6lo quedaria aislarlo entre
los clones que forman el grupo. Para esta fase, es nece-
sario realizar una dilucion del cultivo del grupo, exten-
der dicha dilucion para aislar los clones y ordenarlos
de forma individual. En esta etapa es muy recomenda-
ble poder disponer de un sistema robotizado que per-
mita seleccionar las colonias, ordenarlas e imprimirlas
sobre filtros de nylon para realizar un rastreo por hibri-
dacion (Isidore et al., 2005; Salimath y Bhattacharyya,
1999).

3.6. Conclusién

El método expuesto en este trabajo permite construir
una genoteca gendmica de Pinus pinaster de una forma
abordable. Gracias a la formacién de grupos de clones
se podra almacenar en un espacio razonable a pesar del

gran ndmero de clones necesario (entre 2 y 7 millones
de clones, segun la cobertura). Ademas, se ha desarro-
Ilado un sistema rapido de deteccién por PCR, que se ha
validad al identificar un clon BAC de control dentro de
un grupo de células al localizar el clon BAC de control
introducido, asi como sendos BAC con secuencias de
otros genes. Esto, a su vez, confirma la validez del pro-
cedimiento y la genoteca obtenida. Sin embargo, no hay
que descartar cierta frecuencia de aparicion de amplifi-
cados como el de los cebadores Got3’A/Got3’B que no
producen la secuencia esperada. Posiblemente eso se
deba a la naturaleza repetitiva del genoma de pino y a
que unas secuencias son mas abundantes que otras
(Bautista, 2008).

Aunque hubiera sido factible completar la genoteca
3X necesaria para una representacion significativa de
todos los genes, no se ha llevado a cabo debido a que
esta genoteca no podria usarse en un proyecto de
secuenciacion porque los cotiledones utilizados como
material de partida corresponden a genotipos distintos.
Puesto que recientemente se ha aprobado un proyecto
piloto para la secuenciacion del genoma de P. pinaster
donde se contempla a generacion de una genoteca
completa a partir de tejido haploide de callos del
megagametofito, se ha considerado prioritario dar a
conocer el método a la comunidad cientifica que espe-
rar a la construccion de la nueva genoteca completa
para describirlo.
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